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В обзоре обобщены результаты экспериментальных исследований последних лет, направленных на
изучение лекарственной устойчивости бактерий к действию наноразмерного серебра, и описаны
возможные молекулярные механизмы ее развития. Особый акцент сделан на изучении работ, по-
священных механизмам устойчивости бактерий к действию ионов серебра, являющихся основным
фактором бактерицидности наночастиц. Предложены направления дельнейших исследований,
связанных с поиском путей преодоления проблемы резистентности отдельных бактерий к действию
наносеребра и способов предотвращения ее дальнейшего распространения.
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Массовое медицинское применение антибио-
тиков, начавшееся в конце 40 гг. XX в., уже через
20 лет привело к широкому распространению
штаммов бактерий с лекарственной устойчиво-
стью к ним [1, 2]. Активная ротация антибактери-
альных препаратов, выводимых из резерва в попыт-
ках поиска более эффективных терапевтических
схем лечения пациентов, в конце 80 гг. прошлого
века–начале 2000 гг. стала причиной значительного
роста числа штаммов бактерий, обладающих мно-
жественной лекарственной устойчивостью (МЛУ),
в том числе к фторхинолонам, карбопенемам и да-
же колистину [3–6]. Проблема существенно усугу-
билась в 2000 гг., когда стала очевидной неэффек-
тивность подававшей надежды стратегии высоко-
производительного генетического скрининга ДНК
бактерий, направленного на поиск новых молекул,
пригодных для медицинского применения. Боль-
шинство крупных фармацевтических компаний
свернуло программы поиска новых антибиотиков
по причине экономической нецелесообразности
[7]. В настоящее время МЛУ микроорганизмов на-
ходится в числе критических вызовов, представля-
ющих, в соответствии с резолюцией Генеральной
ассамблеи ООН, наибольшую угрозу для человече-
ства наряду с глобальным потеплением и неинфек-
ционными болезнями [8].

Согласно современным представлениям раз-
витие МЛУ у комменсальных бактерий продол-
жается по причине широкого применения анти-
биотиков. Кроме того, многократное повторение
разовых антибактериальных терапевтических схем
в популяции также является причиной эволюции
МЛУ [9]. Одним из путей решения проблемы МЛУ
является рациональное применение антибактери-
альных препаратов – исключительно в случаях
прямых показаний, после идентификации возбу-
дителя и постановки точного диагноза. В этой свя-
зи для остальных случаев особую актуальность
приобретает разработка лекарственных средств,
содержащих альтернативные традиционным анти-
биотикам действующие вещества. Так, в последнее
время большой интерес вызывает перспектива ис-
пользования в схемах местной терапии инфекци-
онных и ожоговых поражений кожных покровов и
слизистых оболочек наночастиц (НЧ) металлов и
их оксидов, которые обладают высокой антибак-
териальной активностью, в том числе в отноше-
нии штаммов с МЛУ [10–12]. Эффективность НЧ
в подавлении роста бактерий связана с их особыми
физико-химическими свойствами. В частности, не-
большой диаметр (менее 100 нм) и высокая удель-
ная площадь поверхности НЧ позволяет им непо-
средственно связываться с бактериальной клеткой
химически или электростатически [13]. Это, в свою
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очередь, приводит к значительным изменениям в
структуре клеточной стенки, увеличению проница-
емости мембраны, нарушению транспортной и
дыхательной функций клетки, а также генерации
активных форм кислорода, повреждающих внут-
риклеточные компоненты, такие как рибосомы и
ДНК [14].

Среди НЧ различных металлов широко при-
меняется серебро, про антибактериальные свой-
ства которого было известно уже в начале нашей
эры [15, 16]. Высокая антимикробная активность
НЧ серебра в отношении вирусов [17–19], бакте-
рий [20, 21], грибов [22–24] и паразитарных орга-
низмов [25, 26] продемонстрирована в многочис-
ленных современных исследованиях. Наличие у
НЧ серебра способности подавлять рост широкого
спектра патогенов привело к их использованию в
ветеринарии и медицине [27] в качестве основного
компонента медицинских изделий и лекарствен-
ных препаратов для местной антибактериальной
терапии с различным способом применения. В
частности, НЧ серебра входят в состав некоторых
перевязочных материалов, предназначенных для
терапии бактериально осложненных ран и ожо-
гов [28–31], а также могут применяться для лече-
ния воспалительных стоматологических [32] и
гинекологических [33] заболеваний, конъюнкти-
вита, ринита [34], мастита [35] и даже туберкулеза
[36]. Другим применением наносеребра является
создание на его основе биологически совмести-
мых антибактериальных покрытий на поверхно-
сти имплантов и других медицинских изделий
для предотвращения развития инфекций, вызы-
ваемых госпитальными возбудителями [37, 38].
Кроме того, достижения в области материалове-
дения и коллоидной химии сделали возможным
включение стабилизированных различными со-
единениями НЧ серебра не только в медицинские
препараты и изделия медицинского назначения,
но и в другие продукты, предназначенные для про-
фессионального и бытового использования, такие
как пестициды [39–41], косметические [42], дезин-
фицирующие и моющие средства [43], упаковоч-
ные материалы для пищевой продукции [44, 45],
фильтры для очистки воды [46–48], компоненты
микроэлектронных схем и даже одежду и детские
игрушки [49, 50].

Резистентность некоторых бактерий к действию
ионного серебра, которая в основном сформирова-
лась за счет широкого медицинского применения
сульфадиазина серебра в терапии ожоговых пора-
жений кожных покровов, известна уже давно [51].
Долгое время считалось, что ввиду большого коли-
чества клеточных мишеней, подвергаемых дей-
ствию НЧ серебра, бактериям будет чрезвычайно
сложно эволюционировать в устойчивый к их дей-
ствию фенотип. Однако, в свете увеличения числа
бактериальных штаммов с МЛУ, бесконтрольное
применение НЧ серебра и появление первых сооб-

щений о развитии резистентности к действию НЧ
серебра in vitro как у грамположительных, так и у
грамотрицательных бактерий вызывает опреде-
ленную озабоченность [52, 53].

Цель настоящей обзорной статьи – обобщение
известных молекулярных механизмов МЛУ к
ионному серебру (Ag+) и обсуждение возможно-
сти развития устойчивости бактерий к действию
НЧ серебра. Понимание перспектив широкого
распространения штаммов бактерий с МЛУ к НЧ
серебра будет полезно для продолжения научных
исследований, направленных на поиск новых ан-
тибактериальных агентов, способных к преодоле-
нию существующей устойчивости к антибиотикам.

Механизм антибактериального действия НЧ се-
ребра. Механизм действия НЧ серебра на бакте-
рии изучался в ряде оригинальных работ [54–59],
результаты которых были обобщены в недавно
опубликованных обзорах [32, 60], поэтому здесь
сведения о нем приводятся в краткой форме, до-
статочной для понимания потенциальных путей
развития устойчивости к действию НЧ серебра у
бактерий.

Частицы коллоидного серебра, как и НЧ дру-
гих металлов, способны связываться с бактери-
альной мембраной [55]. Это может происходить за
счет высокого сродства серебра к азоту и сере – эле-
ментам, присутствующим в белках внешней мем-
браны [61–63], а также электростатического притя-
жения между отрицательно заряженной мембраной
бактериальной клетки [64] и адсорбированными
на поверхности НЧ положительно заряженными
ионами Ag+ [65]. Связываясь с мембраной, нарушая
ее структуру, НЧ серебра вызывают необратимые
нарушения транспортной и барьерной функции
бактериальной клетки, что приводит к утечке
внутриклеточных компонентов из цитоплазмы
во внешнюю среду (лизису) и, в результате, кле-
точной гибели [66]. С другой стороны, антибак-
териальное действие НЧ серебра тесно связано с
эффектом ионов Ag+, выделяющихся c поверхно-
сти НЧ в результате окислительного растворения
нульвалентного металла в непосредственной бли-
зости от поверхности клетки [65, 67–69]. Образо-
вавшиеся при окислении серебра ионы Ag+ взаимо-
действуют с тиол-содержащими остатками цистеи-
на [70] и глутатионом [61, 62], а также флавиновыми
группами [63], являющимися компонентами мем-
бранных белков, в том числе, белков электронно-
транспортной цепи (ЭТЦ) [71]. Это препятствует
протеканию мембранного фосфорилирования и
приводит к нарушениям дыхательной функции
клетки [72]. Другим следствием воздействия ионов
серебра на белки цитоплазматической мембраны
(ЦПМ), является увеличение ее проницаемости,
что приводит к нарушениям в трансмембранном
транспорте, а также коллапсу протонной движу-
щей силы [54]. Известно, что помимо воздействия
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на мембранные белки и ферменты, ионы серебра
способны проникать в цитоплазму без поврежде-
ния клеточной мембраны [56]. Вероятно, это про-
исходит через системы активного транспорта ионов
меди [73], которые имеют с ионами серебра схожую
электронную структуру и необходимы для работы
ферментов участвующих в электронном транспорте
и дыхании, а также поддержания окислительно-
восстановительного гомеостаза бактерий [74, 75].
Попадая внутрь бактериальной клетки, Ag+ могут
взаимодействовать с большим количеством био-
логических мишеней, такими как белки и фер-
менты [65, 71], структурные составляющие рибо-
сом [56], ДНК и РНК [59, 76], что, в свою очередь,
может влиять на протекание многих жизненно
важных для клетки процессов. Другим механиз-
мом антибактериального действия НЧ серебра
является окислительный стресс, вызываемый уве-
личением концентрации АФК в цитоплазме в ре-
зультате воздействия Ag+ на ферменты ЭТЦ, сти-
муляции дыхания, вызванной потерей трансмем-
бранного градиента концентрации протонов, а
также запуском реакции Фентона в цитоплазма-
тическом пространстве, вызванным высвобожде-
нием ионов Fe2+ при воздействии Ag+ на Fe–S
кластеры, что приводит к повреждениям белков,
липидов и ДНК [77–79].

В целом, биологическая активность дисперсий
наносеребра, как правило, существенно превы-
шает активность чистого ионного серебра в кон-
центрациях, сравнимых с равновесными концен-
трациями Ag+ в дисперсиях НЧ. В связи с этим,
можно считать, что НЧ серебра обладают особы-
ми, связанными не только с действием ионов Ag+,
механизмами антибактериального действия. Ас-
социируясь с мембраной бактерии, вызывая на-
рушения в ее структуре, а также увеличивая ло-
кальную концентрацию ионов Ag+, НЧ увеличи-
вают внутриклеточную концентрацию Ag+, что
делает именно ее, а не концентрацию Ag+ в пита-
тельной среде основным фактором токсичности
НЧ серебра. По этой причине, хотя основные ми-
шени в бактериальной клетке для ионов и НЧ се-
ребра совпадают, НЧ влияют, в первую очередь, на
внутриклеточные процессы, такие как трансляция
и синтез необходимых для поддержания жизни бак-
терии биомолекул, например, жирных кислот [60].

Механизмы развития устойчивости бактерий к
действию ионов серебра. Как было показано вы-
ше, механизм антибактериального эффекта НЧ
серебра тесно связан с ионами Ag+, генерирую-
щимися на поверхности НЧ при их взаимодей-
ствии с кислородом воздуха или другими окисли-
телями. Действительно, в ряде работ установле-
но, что в присутствии избытка восстановителя,
сводящего к минимуму равновесную концентра-
цию Ag+ в среде, НЧ серебра не проявляют анти-
бактериальную активность. Напротив, в присут-

ствии окислителя (избыток кислорода воздуха,
пероксид водорода) активность наносеребра за-
метно возрастает [80, 81]. Становится очевидным,
что для развития МЛУ к действию НЧ серебра,
бактериальным клеткам, как минимум, необхо-
димо выработать резистентность к действию Ag+.

В общем, механизмы развития устойчивости у
бактерий могут быть разделены на три основные
группы:

– защита молекулярной мишени от действия
антибиотика путем ее модификации или замены;

– снижение концентрации антибиотика в ци-
топлазматическом пространстве за счет измене-
ний в структуре клеточной стенки и мембраны
(например, за счет остановки биосинтеза некото-
рых поринов), появления нового или дополни-
тельной активации действующего механизма эф-
флюкса антибиотика за пределы клетки;

– инактивация (например, ферментативная
или хелатирующая) антибиотика за счет образо-
вания менее токсичной формы [82, 83].

Ионы серебра, как уже было замечено, дей-
ствуют одновременно на большое число молеку-
лярных мишеней, находящихся как в цитоплаз-
ме, так и на мембране бактериальной клетки, что
делает маловероятным развитие устойчивости к
их действию по механизму модификации или за-
щиты отдельных сайтов связывания. Однако, до-
стоверно известно, что как грамположительные,
так и грамотрицательные бактерии способны раз-
вивать устойчивый к действию ионов Ag+ фено-
тип, используя системы активного эффлюкса с
использованием механизма инактивации путем
связывания Ag+ с помощью низкомолекулярных
белков с высокой хелатирующей способностью
[84–86].

Впервые молекулярные механизмы и генети-
ческие основы активного эффлюкса ионов сереб-
ра, приводящего к развитию устойчивости к дей-
ствию Ag+ у бактерий, были описаны в работе
[84]. Объектом исследования в ней являлась Sal-
monella enterica (серовар Typhimurium) – грамотри-
цательная бактерия с МЛУ к нитрату серебра, хло-
риду ртути(II), нескольким антибиотикам, изо-
лированная из клинической среды в 1975 г. и
вызвавшая гибель трех человек в ожоговом отделе-
нии больницы [51]. При секвенировании опреде-
ляющей МЛУ S. typhimurium плазмиды, отнесен-
ной к HI-2 группе несовместимости (IncHI-2) и
получившей название pMG101, было установле-
но, что она имеет размер около 180 т. п. о. и содер-
жит область, определяющую резистентность к
действию Ag+, сокращенно – sil. Она включает в
себя 9 открытых рамок считывания (silE, silS, silR,
silC, silF, silB, silA, silG, silP), находящихся в трех
единицах транскрипции silCFBAGP, silRS и silE.
Примечательно, что плазмида pMG101 до настоя-
щего времени является самой распространенной
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(и наиболее изученной) последовательностью,
обуславливающей устойчивость бактерий к сереб-
ру, и, помимо этого, также обуславливает устойчи-
вость к меди и некоторым другим антибиотикам
[51, 84]. Механизмы и молекулярное обоснование
путей экспрессии отдельных генов sil были впер-
вые обобщены в работах Сильвера [85, 86], а затем
дополнены другими авторами.

В первой единице транскрипции sil-системы на-
ходится ген silE, кодирующий небольшой Ag(I)-
связывающий периплазматический белок SilE.
По своей первичной структуре он на 48% гомоло-
гичен периплазматическому медь-связывающему
белку PcoE [87] и, потому, так же как и PcoE, –
обладает высокой селективностью связывания с
моновалентными металлами (Ag+ и Cu+). Связыва-
ние SilE с ионами Ag+ происходит за счет содержа-
ния в его составе десяти гистиндиновых остатков,
восемь из которых расположены в виде четырех
пар в последовательностях HisX6His [88]. Мето-
дом обратного титрования совместно со спектро-
скопией кругового дихроизма (КД) было показа-
но, что оптимальное количество ионов Ag+, свя-
занных с одной молекулой – 6. Однако другим
методом – масс-спектрометрией с ионизацией
методом электроспрея (ESI-MS), показано, что
широко распространены также комплексы, со-
держащие 5 и 7 ионов металла, а максимальное их
количество может доходить до 8 [89]. Следует от-
метить, что SilE является внутренне неупорядо-
ченным белком (IDP) в своей апо-форме, которая
приобретает α-спиральную структуру только при
связывании с ионами Ag+, что также было показа-
но в работе [89] с использованием метода КД-спек-
троскопии. Таким образом, благодаря способности
связывать большое количество ионов Ag+ за счет
образования с ними прочных комплексов, SilE
представляет собой первую линию защиты от их
токсического действия.

Вторая единица транскрипции sil-системы со-
стоит из генов silRS, которые кодируют двухком-
понентную систему регулирования экспрессии
silE. Она гомологична другим подобным двухком-
понентным системам, регулирующим гены, обу-
славливающие устойчивость бактерий к действию
тяжелых металлов [90]. SilRS состоит из SilS-сенсо-
ра – мембраносвязанной киназы, меняющей кон-
формацию при взаимодействии с ионами Ag+, на-
ходящимися в периплазматическом пространстве,
и SilR – регулятора ответа, являющимся, соб-
ственно, фактором транскрипции гена silE [84].
Наиболее вероятно, что SilRSE система развилась
из существовавшей ранее гомологичной Pco си-
стемы регуляции меди, которая также включает в
себя двухкомпонентную систему pcoRS регулиру-
ющую транскрипцию pcoE [91].

Транскрипция генов silCFBAGP, находящихся
в третьей единице транскрипции sil-системы, не
зависит от silRSE. Гены silCBA кодируют HME-
RND (heavy metal eff lux resistance-nodulation-cell

division) систему эффлюкса ионов серебра, состо-
ящую из трех белков и работающую аналогично
другим HME-RND системам эффлюкса ионов
металлов [92], обуславливающим эффлюкс ионов
одно- и двухвалентных металлов у прокариот
[92–95]. Первым компонентом данной системы
является белок SilA из суперсемейства RND. Та-
кие белки располагаются на цитоплазматической
мембране, отличаются большим размером и обу-
славливают эффлюкс токсичных ионов из цито-
плазмы. Они функционируют по принципу анти-
порта: катионы металлов перекачиваются из цито-
плазматического пространства по ионному каналу
расположенному внутри белка, для чего использу-
ется энергия протонного градиента получаемая
при перекачке в противоположном направлении
(в цитоплазматическое пространство) протонов
выделенных в периплазму при дыхании. RND-
белки состоят из 4 доменов, два из которых явля-
ются гидрофильными, а два гидрофобными, при
этом гидрофобные домены этих белков пересека-
ют ЦПМ, закрепляя на ней белок, а гидрофиль-
ные домены располагаются в периплазме и могут
контактировать с другими субъединицами эф-
флюксного комплекса [92, 96]. Такая структура
создает воронку для прохождения субстрата (ка-
тиона Ag+) из цитоплазматического региона ко
второму компоненту системы – SilC, фактору
внешней мембраны (OMF), обеспечивающего
эффлюкс ионов серебра из периплазматического
пространства [97]. Третий белок, SilB, принадле-
жит к классу белков слияния мембран (MFP) [98].
Он закрепляется на внутренней мембране за счет
SilA, а также связан с белком SilC на внешней
мембране. Такая трехкомпонентная система обес-
печивает движение ионов Ag+ из цитоплазмати-
ческого пространства сразу за пределы клетки
[92, 95] без их выброса в периплазматическое
пространство. Принцип действия SilCBA HME-
RND системы эффлюкса ионов серебра схематич-
но изображен на рис. 1.

Важной для углубленного понимания роли ра-
боты всей Sil-системы, стала работа [99] в кото-
рой методом исследования модельных пептидов,
представляющих собой структурные мотивы ра-
нее описанного периплазматического белка SilE,
были определены константы связывания белка с
ионами Ag+. Они оказались на 1–2 порядка ниже,
чем соответствующие константы связывания Ag+

c белком SilB, определенные ранее в работе [100].
Исходя из этих данных предполагается следую-
щий механизм действия. Белок SilE в своей голо-
форме может обладать высоким сродством к дру-
гим компонентам Sil-системы, в частности, бел-
кам SilCBA, аналогично другим внутренне неупо-
рядоченным белкам [101]. В свою очередь, разли-
чия в константах связывания Ag+ между SilE и SilB
позволяют белку SilE эффективно “выгружать”
собранные ранее ионы в эффлюксный транспор-
тер SilCBA, которые затем выводятся им за преде-
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лы бактериальной клетки. Таким образом, SilE
представляет собой не только “молекулярную губ-
ку” являющуюся первой линией защиты от токси-
ческого действия ионов Ag+, но и действует как эф-
фективный молекулярный переносчик ионов Ag+

к SilCBA-эффлюксной системе.
Другим компонентом Sil системы является бе-

лок SilP, являющийся мембранной эффлюксной
АТФ-азой P-типа. Данный класс белков пред-
ставляет собой ионные насосы, расположенные
на ЦПМ и обеспечивающие активный эффлюкс
катионов металлов из цитоплазматического про-
странства, с использованием энергии, выделяю-
щейся при гидролизе связанной с белком молеку-
лы АТФ с образованием одного или двух остатков
фосфорной кислоты [92]. SilP гомологичен дру-
гим эффлюксным АТФ-азам, обуславливающим
устойчивость к тяжелым металлам, таким как Cu+

and Zn2+ [102, 103], закодированным в хромосоме
E. coli [104]. Он обеспечивает перенос катионов
серебра из цитоплазмы в периплазматическое
пространство, откуда они могут быть выведены за
пределы клетки с помощью других компонентов
Sil-системы по описанным ранее механизмам.

Что касается оставшихся SiIF и SilG-белков, то
их роль до конца не изучена. Однако, основываясь
на последовательностях аминокислот схожих де-

терминант устойчивости тяжелым металлам (на-
пример, систем Pco, Czc, Cus), предполагается, что
они, также как и SilE, являются периплазматиче-
скими Ag-связывающими белками (шаперонами),
сопровождающими ионы серебра, попавшие в пе-
риплазматическое пространство из внешней сре-
ды или из цитоплазмы за счет действия SilP, к си-
стеме SilCBA и, таким образом, способствующи-
ми их эффлюксу [85, 105]. Принцип действия
плазмидной Sil-системы схематично показан на
рис. 2.

Активный эффлюкс ионов серебра у грамот-
рицательных бактерий также может быть обу-
словлен генами, находящимися в хромосомной
ДНК. Так, в ДНК Escherichia coli K12 содержится
6 участков, кодирующих белки близко гомоло-
гичные продуктам экспрессии генов sil. Эти гены
были названы cus из-за их роли в гомеостазе меди
[92], однако белки данной системы также способ-
ны использовать в качестве субстрата и ионы се-
ребра, поскольку ионы Ag+ и Cu+ имеют одинако-
вую электронную конфигурацию d10, одинаковый
заряд и схожий ионный радиус [106]. Участие Cus
системы в развитии у E. coli устойчивости к дей-
ствию ионов серебра было доказано в работе [107]
с помощью протеомных исследований. Метода-
ми двумерного электрофореза и масс-спектро-

Рис. 1. Схематическое изображение работы системы эффлюкса ионов серебра HME-RND SilCBA: 1 – протонный на-
сос; 2 – RND эффлюксный насос SilA, 3 – белок слияния мембран SilB, 4 – фактор внешней мембраны SilC.
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Рис. 2. Схематическое изображение работы плазмидной Sil-системы обуславливающей развитие устойчивости бакте-
рий к действию ионов серебра: 1 – генетическая архитектура sil-оперона; 2 – мембранная эффлюксная АТФ-аза SilP;
3 – Ag+-связывающий периплазматический белок SilE; 4 – RND эффлюксный насос SilA; 5 – белок слияния мембран
SilB; 6 – фактор внешней мембраны SilC; 7 – мембраносвязанная киназа SilS; 8 – регулятора ответа SilR; 9, 10 – SilF
и SilG, предположительно: периплазматические Ag+-связывающие белки.
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метрии показано, что компоненты белковой си-
стемы CusCFBA подвергаются сверхэкспрессии у
невосприимчивого к действию ионного серебра
штамма E. coli. Напротив, делеции генов cus при-
водят к увеличению чувствительности бактерий к
действию серебра во много раз [84]. Например,
делеция cusF приводит к уменьшению минималь-
ной ингибирующей концентрации на три поряд-
ка (с 1 мM до 12 мкM) [107]. Важно отметить, что
наличие детерминанты устойчивости Cus не уни-
кально для E. coli, она также присутствует в широ-
ком ряде других видов патогенных грамотрица-
тельных бактерий [108].

В отличие от sil генов, гены cus располагаются
только в 2 оперонах. В первом находятся гены cus-
CFBA, кодирующие трехкомпонентный эффлюкс-
ный насос CusCBA, а также небольшой периплаз-

матический металлсвязывающий белок CusF. Во
втором находится двухкомпонентная регуляторная
система cusRS. Гены cusCFBA и cusRS транскриби-
руются разнонаправленно из общей промоторной
области, вероятно, с участием σ-фактора (белка,
необходимого для инициации транскрипции у бак-
терий), зависящего от наличия катионов тяжелых
металлов [107, 109]. При этом, в cus-системе отсут-
ствуют гомологи белков SilP, SilG и SilE.

CusRS является двухкомпонентной системой
регуляции трансляции CusCFBA эффлюксного
транспортера с положительной обратной связью
[110]. Она кодирует сигнальную сенсорную гисти-
диновую киназу CusS и регулятор транскрипцион-
ного ответа CusR. Также cusRS может регулировать
другие системы участвующие в гомеостазе меди,
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такие как cop и pco, так как они содержат гомоло-
гичные ДНК-связывающие мотивы [91, 110, 111].

Аналогично системе SilCBA, CusCBA пред-
ставляет собой CBA эффлюксную систему, состо-
ящую из трех белков [92, 109]. CusA является свя-
занным с ЦПМ транспортером протонного типа
из суперсемейства RND [92, 96], CusB – пери-
плазматический белок слияния мембран [98], а
CusC – белок внешней мембраны, через который
производится эффлюкс ионов серебра и меди из
периплазмы за пределы клетки [97]. CusCBA го-
мологична системам устойчивости к кадмию,
цинку и кобальту (Czc) у Ralstonia и системе мно-
жественной лекарственной устойчивости Acr у E.
coli [92–95].

Между генами cusC and cusB располагается ген
cusF, кодирующий периплазматический металл-
связывающий белок CusF. В отличие от SilF, ме-
ханизмы образования комплексов металлов с
CusF и пути их эффлюкса были подробно изуче-
ны. В работе [109] показано, что каждая молекула
CusF способна связывать один ион металла, а
также, что в этот процесс вовлечены остатки ме-
тионина (серосодержащая аминокислота в соста-
ве белка CusF). Следует отметить, что CusF обла-
дает даже более высоким сродством к Ag, чем к
Cu, что было определено методом изотермиче-
ского калориметрического титрования в работе
[106]. Далее, специфически связываясь с CusB и
CusC, данный белок позволяет выводить ионы се-
ребра и меди за пределы клетки через эффлюксный
насос CusCBA. Более подробно механизмы свя-
зывания между компонентами системы CusCF-
BA, а также молекулярные механизмы эффлюкса
были исследованы в работах [112–116] с помощью
методов изучения кристаллической структуры
этих белков. Принципиальная схема действия
хромосомной Cus системы изображена на рис. 3.

Другим способом снижения внутриклеточной
концентрации токсичных для бактерий ионов Ag+

является модификация клеточной мембраны. В
частности, грамотрицательные бактерии в ответ
на действие ионов Ag+, способны уменьшать ко-
личество поринов – малоселективных транс-
портных белков внешней мембраны грамотрица-
тельных бактерий, способствующих осуществле-
нию пассивного транспорта [117]. Например,
E. coli K12 обладает как минимум двумя видами
поринов – OmpC и OmpF, имеющих размер пор
превышающий диаметр ионов серебра [118]. Ре-
гулируя экспрессию поринов, бактерии способ-
ны снижать или увеличивать проницаемость
внешней мембраны и, следовательно, регулиро-
вать поступление Ag+ в периплазматическое про-
странство. Так, в работе [117] показано, что отсут-
ствие генов обоих указанных поринов или же ге-
на, регулирующего их транскрипцию, приводит к
развитию устойчивого к действию серебра фено-
типа у E. coli. При этом делеция только одного из
указанных генов не приводит к развитию рези-
стентности у бактерии, что косвенно свидетель-

ствует о возможности проникновения Ag+ в пери-
плазму через любой из двух белков.

Для некоторых штаммов бактерий встречаются
особенные механизмы развития резистентности к
действию ионов серебра, связанные, например, с
их инактивацией за счет химического восстановле-
ния. Так, Pseudomonas aeruginosa способны развить
устойчивость к действию ионов серебра за счет
синтеза пиоцианина [119], способствующего вос-
становлению серебра ионной формы в нетоксич-
ную металлическую. Пиоцианин – окислитель-
но-восстановительный метаболит, имеющий ха-
рактерную голубую окраску и использующийся
P. aeruginosa подавления других бактерий, так как
обладает антибиотическими свойствами [120].
Кроме того, пиоцианин является фактором пато-
генности P. aeruginosa для клеток человека за счет
его действия на глутатион [121]. В работе [119] по-
казано, что при наличии в среде ионов серебра,
именно они, а не молекулярный кислород, высту-
пают в качестве приоритетного конечного элек-
тронного акцептора в электронной цепи при
окислении восстановленной формы пиоцианина.
Таким образом, может происходить восстановле-
ние ионов серебра до нетоксичной металлической
формы Ag0.

Подводя итог, несмотря на наличие большого
количества сайтов потенциального связывания
ионов серебра с различными биомолекулами, у
бактерий существует достаточно эволюционных
механизмов для развития устойчивых к действию
ионов серебра фенотипов. В табл. 1 представлены
МИК нитрата серебра, которые вызывают тормо-
жение роста патогенных микроорганизмов, раз-
вившим различную степень устойчивости к ионам
серебра.

Развитие устойчивости к действию НЧ серебра у
бактерий. Впервые о развитии устойчивости бак-
терий к действию нанодисперсного серебра сооб-
щалось в работе [129], в которой исследовали
продолжительное воздействие НЧ оксида серебра
(НЧ Ag2O) диаметром 2 нм, закрепленных на по-
верхности НЧ диоксида титана, на модельную си-
стему, содержащую E. coli. В ходе эксперимента
авторы обнаружили в культуральной среде грампо-
ложительную бактерию Bacillus subtilis, сохраняю-
щую способность к росту в присутствии Ag в форме
НЧ Ag2O в концентрациях вплоть до 7 мкг/мл, в то
время как штамм E. coli терял эту способность в
присутствии уже 3 мкг/мл Ag2O. Кроме того, мак-
симальная концентрация НЧ Ag2O, при которой
сохранялся рост B. subtilis, возрастала до 10 мкг/мл
при предварительном воздействии на бактерии
НЧ серебра в металлической или оксидной форме
в сублетальных концентрациях в течение 13 дней,
что может свидетельствовать о появлении устой-
чивых мутантов. В другой работе [130] сообщается
о развитии устойчивости к действию НЧ Ag2O, за-
крепленным на TiO2, у S. aureus – грамположи-
тельной бактерии, некоторые штаммы которой
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Рис. 3. Схематическое изображение работы хромосомной Cus-системы обуславливающей развитие устойчивости бак-
терий к действию ионов серебра: 1 – генетическая архитектура cus-оперона; 2 – Ag+-связывающий периплазматиче-
ский белок CusF; 3 – RND эффлюксный насос CusA; 4 – белок слияния мембран CusB; 5 – фактор внешней мембраны
CusC; 6 – мембраносвязанная киназа CusS; 7 – регулятора ответа CusR.
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широко известны своей устойчивостью к дей-
ствию большинства антибиотиков, в том числе к
метициллину и ванкомицину (MRSA и VRSA со-
ответственно), и являющейся одним из возбуди-
телей нозокомиальных инфекций [131]. В рамках
исследования клетки S. aureus подвергались воз-
действию НЧ Ag2O в увеличивающихся от 2.5 до
11 мкг/мл концентрациях в течение 50 дней, что
привело к росту минимальной ингибирующей кон-
центрации НЧ Ag2O в 5–7 раз до 15–20 мкг/мл. Ме-
тодом секвенирования генома S. aureus было пока-
зано, что выработанная резистентность обусловле-
на появлением двух мутаций в ДНК бактерии.
Первая из них произошла в гене purR, кодирующем
ДНК-связывающий белок (репрессор), регулиру-
ющий биосинтез пурина. Предположительно,
данная мутация снижает связывающую способ-

ность PurR, что приводит к увеличению синтеза
пуриновых нуклеотидов [132], играющих важную
роль в репликации и репарации ДНК, а также
синтезе аминокислот [133]. Вторая мутация была
обусловлена делецией одного нуклеотида в гене
tcyA, кодирующем L-цистин-связывающий белок
(TcyA), являющийся импортером цистина для
его последующего восстановления до аминокис-
лоты цистеина. Помимо прочего, цистеин спо-
собен восстанавливать ионы трехвалентного же-
леза (Fe3+) до двухвалентного (Fe2+), которые в
свою очередь вступают в реакцию Фентона с со-
держащимся в бактериальной клетке пероксидом
водорода (H2O2), высвобождая высокореакцион-
ные гидроксильные радикалы (·ОН) [134]. Таким
образом, обнаруженные мутации способны сни-
зить антибактериальный эффект наночастиц
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Таблица 1. МИК AgNO3 по отношению к различным изолятам патогенов, обладающих устойчивостью к дей-
ствию ионов серебра

Патоген, вид Штамм
МИК AgNO3

(μg/mL)
Источник выделения Ссылка

Грамотрицательные бактерии

Acinetobacter baumannii
BL88 108 Окружающая среда [122]

– ≥512 Клинический изолят из ожоговых ран [123]

Citrobacter freundii – 27.2 Клинический изолят [124]

Enterobacter cloacae

S4279/06
и S0707396

>512 Клинический изолят из хронических язв на 
ногах, подвергшийся воздействию AgNO3

[125]

– ≥512 Клинический изолят из ожоговых ран [123]

– 540 Клинический изолят из ожоговых ран, подвер-
гавшихся лечению сульфадиазином серебра

[126]

– 595 Клинический изолят [124]

Escherichia coli

J53 >256 Селекция в результате воздействия AgNO3 в 
субингибирующих концентрациях

[105]

S0506373 >512 Клинический изолят из хронических язв на 
ногах, подвергшийся воздействию AgNO3

[125]

– ≥512 Клинический изолят из ожоговых ран [123]

– >512 Клинический изолят из людей и птиц [127]

– >540 Клинический изолят из ожоговых ран, подвер-
гавшихся лечению сульфадиазином серебра

[126]

116, 496, B1 >1024 Селекция, в результате воздействия на устой-
чивые клинические штаммы нитрата или суль-
фадиазина серебра в ступенчато возрастающих 
концентрациях

[117]

Klebsiella aerogenes
– 32.4 Клинический изолят [124]

– >64 Клинический изолят из крови пациентов [128]

Klebsiella oxytoca
– 32.4 Клинический изолят [124]

– >64 Клинический изолят из крови пациентов [128]

Klebsiella pneumoniae – ≥512 Клинический изолят из ожоговых ран [123]

CCUG 54718 >512 Клинический изолят из хронических язв на 
ногах, подвергшийся воздействию AgNO3.

[125]

– 540 Клинический изолят из ожоговых ран, подвер-
гавшихся лечению сульфадиазином серебра

[126]

– 594 Клинический изолят [125]

Pantoea agglomerans – <64 Клинический изолят из крови пациентов [128]

Proteus mirabilis
– <27 Клинический изолят из ожоговых ран, подвер-

гавшихся лечению сульфадиазином серебра
[126]

Pseudomonas aeruginosa
– 27.2 Клинический изолят  [124]

– ≥512 Клинический изолят из ожоговых ран  [123]

Salmonella typhimurium
pMG101 1080 Клинический изолят из ожоговых ран, вызвав-

ший гибель трех человек
 [51]

Stenotrophomonas malto-
philia

– 32.4 Клинический изолят  [124]
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Ag2O за счет более активного синтеза белков, под-
вергающихся его негативному воздействию и сни-
жения индуцированного окислительного стресса.
Авторы работы также отмечают, что за аналогич-
ный период времени предварительного воздей-
ствия ципрофлоксацина (антибиотика из группы
фторхинолонов) в увеличивающихся сублетальных
концентрациях, его минимальная ингибирующая
рост S. aureus концентрация возросла значительно
сильнее – более чем в 64 раза. Это может говорить
о том, что развитие устойчивости бактерий к дей-
ствию наносеребра происходит не так активно
как к действию некоторых традиционных анти-
биотиков.

Что касается НЧ металлического серебра, то
развитие устойчивости у бактерий к его воздей-
ствию также может быть обусловлено появлени-
ем мутаций. Доказательством этого факта может
служить работа [135], в которой изучалось про-
должительное воздействие НЧ серебра (размером
~10 нм и стабилизированных цитратом) на E. coli
K-12 MG1655 – грамотрицательную бактерию, не
имеющую плазмидных элементов устойчивости к
серебру Sil, но имеющую Cus оперон в хромосом-
ной ДНК (см. выше). В результате воздействия на-
носеребра в увеличивающихся от 50 до 125 мкг/л
концентрациях в течение времени, необходимого
для смены 225 поколений бактерий, минимальная
ингибирующая рост E. coli концентрация НЧ сереб-
ра увеличилась в три раза (с 250 до 750 мкг/л Ag), что
говорит о развитии резистентности.

В результате полного секвенирования ДНК
исследованных E. coli, подвергшихся воздействию
НЧ серебра, были обнаружены три точечные мута-
ции в генах cusS, purL и rpoB. PurL – фермент фос-
форибозил-формилглицинамид синтаза, игра-
ющий важную роль в биосинтезе пуриновых
нуклеотидов [132]. RpoB – бета-субъединица
РНК-полимеразы, адаптивные мутации в которой
часто обнаруживаются в экспериментах по эво-
люции E. coli, поскольку изменение ее активно-
сти оказывает большое влияние на паттерны экс-
прессии большого количества генов [136, 137].
CusS – сигнальная сенсорная гистидиновая ки-
наза, регулирующая транскрипцию CusCFBA эф-
флюксного транспортера ионов серебра. Кроме

того, было обнаружено 3 различные мутации в ге-
не ompR, кодирующем ДНК-связывающий белок
OmpR, регулирующий экспрессию поринов Om-
pC и OmpF. Авторы работы [135] также отмечают
развитие у E. coli кросс-устойчивости к действию,
как ионов, так и НЧ серебра, что представляется
закономерным, учитывая упомянутые ранее ме-
ханизмы бактерицидного действия наносеребра,
связанные с действием Ag+, и роль мутировавших
Cus и Omp систем при адаптации бактерий к воз-
действию ионов серебра.

Однако, помимо воздействия токсичных ионов
Ag+, НЧ серебра за счет малого размера (менее
100 нм), высокого химического сродства к белко-
вым компонентам мембраны, а также электроста-
тического притяжения НЧ способны связываться с
клеточной стенкой, вызывая нарушения ее струк-
туры [55]. Одним из механизмов противодей-
ствия бактерий указанному свойству может стать
выделение во внешнюю среду химических соеди-
нений различной природы, вызывающих агрега-
цию НЧ, и приводящих к потере их дисперсности
и, следовательно, способности эффективно свя-
зываться с бактериальной мембраной. Так, в ра-
боте [138] с помощью метода динамического све-
торассеяния (ДРС) было показано, что развивша-
яся повышенная устойчивость E. coli K-12 MG1655
к действию НЧ серебра (диаметром 27 нм, стабили-
зированных метилполиэтиленглигольтиоловым
эфиром) обусловлена не только мутациями (в част-
ности, как и в предыдущей рассматриваемой рабо-
те, в гене cusS), но и увеличением гидродинамиче-
ского диаметра НЧ с 60 до 110–160 нм. Однако ав-
торы данной работы отмечают, что развитие
устойчивости к действию наносеребра у E. coli
происходит значительно медленнее по сравне-
нию с традиционными антибиотиками, такими
как гентамицин, ампициллин, тетрациклин и
хлорамфеникол [139, 140], что согласуется с ре-
зультатами, полученными в работе [130]. Близкие
результаты были получены в работе [141], в кото-
рой исследовалась возможность развития устой-
чивости к действию НЧ серебра (6.2 нм, стабили-
затор цитрат) у трех видов бактерий: S. aureus, P.
aeruginosa и Acinetobacter baumannii. Было обнару-
жено, что P. aeruginosa способны развить устойчи-

Грамположительные бактерии

Enterococcus species – 32.4 Клинический изолят  [124]

Staphylococcus aureus

– 3.24 Клинический изолят  [124]

– 16–32 Клинический изолят из хронических язв на 
ногах, подвергшийся воздействию AgNO3

 [125]

– ≥512 Клинический изолят из ожоговых ран  [123]

Патоген, вид Штамм
МИК AgNO3

(μg/mL)
Источник выделения Ссылка

Таблица 1. Окончание
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вость в результате воздействия наносеребра в по-
следовательно увеличивающихся сублетальных
концентрациях. При этом, как и в работе [138], по-
явление резистентности сопровождалось увеличе-
нием гидродинамического диаметра НЧ и сниже-
нием (по модулю) их ζ-потенциала с –30 до –13
мВ. При этом другие исследованные штаммы
бактерий оказались неспособны развить устойчи-
вость к действию НЧ серебра, а появившаяся у
P. aeruginosa устойчивость не влияла на их устой-
чивость к бактерицидному действию AgNO3. Это
указывает на то, что развивавшаяся у P. aeruginosa
резистентность к действию НЧ сопровождалась
агрегацией НЧ во внеклеточной среде, а не разви-
лась по механизму устойчивости клеток к воздей-
ствию ионов, выделяющихся при окислении НЧ и
штамм-специфичности возможности развития та-
кой резистентности. Причина специфического
развития устойчивости к действию наносеребра у
некоторых видов бактерий кроется в их способно-
сти выделять во внешнюю среду веществ, способ-
ствующих агрегации НЧ. Так, в работе [142] было
показано, что развитие устойчивости к действию
НЧ серебра (диаметр 28 нм, стабилизированы
мальтозой) у P. aeruginosa и E. coli, вызванное аг-
регацией НЧ, сопровождается увеличением кон-
центрации в питательной среде флагеллина –
белка, формирующего внеклеточные филаменты
жгутиков, которые обеспечивают подвижность
бактерий [143, 144]. При этом резистентность к
действию НЧ развивалась без каких-либо нуклео-
тидных изменений в ДНК, в том числе, в генах
связанных с синтезом флагеллина.

Возможные пути преодоления устойчивости бак-
терий к НЧ серебра Одним из возможных способов
преодоления резистентности бактерий к действию
НЧ серебра может стать их совместное использова-
ние с веществами, ингибирующими синтез белков,
вызывающих агрегацию НЧ. Так, в работе [142] по-
казано, что развившуюся устойчивость возможно
устранить, вводя в питательную среду экстракт ко-
журы граната, подавляющий синтез флагеллина
[145]. Однако в обсуждаемой ранее работе [138]
было показано, что агрегация НЧ происходит да-
же при отсутствии у E. coli гена flhD, активирую-
щего оперон flhDC, ответственный за продуциро-
вание флагеллина [146, 147]. Это указывает на су-
ществование и других белков, способных вызывать
агрегацию НЧ, что существенно ограничивает воз-
можность преодоления устойчивости методом ин-
гибирования их биосинтеза.

Другим способом повышения коллоидной ста-
бильности НЧ серебра и, следовательно, снижения
риска развития устойчивости к их действию, может
стать целенаправленное использование стабили-
заторов НЧ определенных химических классов.
Такие стабилизаторы могут во-первых, существен-
но увеличивать коллоидную стабильность препа-
ратов наносеребра и их устойчивость к действию
дестабилизирующих агентов [148], во-вторых, об-
ладать собственной активностью в отношении

бактерий, например, по механизму разрыхления
клеточной стенки или снижения внешнего мем-
бранного потенциала [27, 149, 150], и, в-третьих,
усиливать биологическое действие ионов и ча-
стиц серебра путем влияния на их ζ-потенциал и
увеличивая сродство НЧ к клеточной стенке бак-
терии [81, 148]. Действительно, все стабилизато-
ры (среди которых могут быть использованы био-
логически активные катионные ПАВ, катионные
полимеры, амфотерные и неионогенные ПАВ) с
одной стороны снижают свободную энергию на
поверхности раздела НЧ с дисперсионной сре-
дой, а с другой, создают на поверхности частиц
электростатический заряд, препятствующий их
агрегации, что в результате приводит к увеличе-
нию коллоидной устойчивости стабилизирован-
ных НЧ. В работе [148] было показано, что биоло-
гическая активность НЧ серебра коррелирует с их
способностью сохранять коллоидную стабиль-
ность в растворах электролитов, а наиболее эф-
фективными в этом отношении являются амфо-
терные ПАВ, содержащие в своем составе голов-
ные карбоксильные группы. При этом, ни в
одной из опубликованных работ в настоящее вре-
мя не был исследован вопрос развития у бактерий
устойчивости к действию НЧ серебра, в качестве
стабилизатора в которых использовались биоло-
гически активные ПАВ.

Снижения риска развития МЛУ у бактерий
также возможно добиться, прибегая к комбини-
рованию в терапевтических схемах двух или более
активных веществ. Так, в работе [151] в результате
исследований препарата на основе гибридных
НЧ серебра и нитрида бора, допированных гента-
мицином, было обнаружено, что они обладают вы-
раженным антибактериальным эффектом, в том
числе, в отношении бактерий, обладающих лекар-
ственной устойчивостью к действию гентамицина
и других антибиотиков. Кроме того, в ряде работ
было показано, что НЧ серебра демонстрируют си-
нергетический эффект при совместном примене-
нии с традиционными антибиотиками [152–156],
что свидетельствует о перспективности использо-
вания такой стратегии для расширения спектра
антибактериального действия НЧ серебра в отно-
шении патогенов и преодоления МЛУ.

* *

Несмотря на широкий набор биологических
мишеней в бактериальной клетке, которые по-
тенциально могут подвергаться действию НЧ се-
ребра, у бактерий существует возможность вы-
работки механизмов адаптации, при реализации
которых активация существующих генов может
привести к развитию устойчивых фенотипов.
Действительно, бактериальные клетки способ-
ны как противостоять воздействию токсичных
ионов серебра за счет их активного эффлюкса, свя-
зывания и восстановления ионов до металличе-
ской формы, так и вызывать внеклеточную агрега-
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цию НЧ, выделяя во внешнюю среду некоторые
белки, например, флагеллин. В совокупности, это
может привести к резкому снижению антибакте-
риальной активности НЧAg.

Тем не менее, основываясь на опубликованных
экспериментальных данных, можно сделать вывод
о том, что развитие МЛУ к действию НЧ серебра
пока возможно лишь у ограниченного круга бакте-
риальных штаммов и формируется значительно
дольше, по сравнению со временем возникнове-
ния этого свойства при действии традиционных
антибиотиков. Кроме того, биологическая актив-
ность наносеребра в значительной степени являет-
ся следствием набора физико-химических пара-
метров частиц, особенно таких, как их коллоид-
ная стабильность, восстановительный потенциал
по отношению к кислороду воздуха и ζ-потенци-
ал. Эти параметры, в свою очередь, определяются
химической природой используемого стабилиза-
тора и структурой формируемого им поверхност-
ного слоя НЧ.

Перспективным направлением для дальнейших
исследований в данной области, на наш взгляд, мо-
жет стать изучение биологических свойств НЧ се-
ребра, стабилизированных поверхностно-актив-
ными веществами или полимерами, обладающими
одновременно двумя ключевыми характеристика-
ми, обеспечивающими высокую коллоидную ста-
бильность НЧ, в том числе, в реальных биологи-
ческих средах, и при этом проявляющими соб-
ственную биологическую активность. В этой связи
можно предположить, что принципиальная воз-
можность и скорость развития резистентности мо-
гут быть существенно снижены за счет модифици-
рования поверхности НЧ целенаправленно вы-
бранными эффективными стабилизаторов,
которые приведут к получению материалов с требу-
емыми физико-химическими и биологическими
характеристиками.
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(наноструктурированных, функционализированных, с измененной смачиваемостью), применяе-
мых в медицине, пищевой промышленности и других сферах. Особое внимание уделено функцио-
нализации поверхностей такими фунгицидами как амфотерицин B, анидулафунгин, флуконазол,
зирам и каспофунгин, а также разработке биоразлагаемых пищевых пленок на основе хитозана,
гидроксипропилметилцеллюлозы, альгината и желатина, содержащих нетоксичные противогриб-
ковые соединения.
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Как известно, царство грибов представлено
эукариотическими организмами, обладающими
уникальными свойствами. Согласно последним
данным, на Земле существует около 4 млн видов
грибов. Большинство видов грибов могут быть
патогенами, эндофитами, сапробионтами или
эпифитами для широкого круга хозяев как в на-
земных, так и в водных средах обитания [1]. По-
всеместное распространение грибов обусловле-
но высокими адаптационными способностями к
окружающим условиям и возможностью роста и
размножения в разнообразных условиях на раз-
личных поверхностях. В связи с этим разработка
поверхностей, которые уменьшают или предот-
вращают колонизацию грибов с последующим
образованием биопленки может быть полезна во
многих областях. Так, в медицинской практике
создание разного типа фунгицидных поверхно-
стей предотвращает загрязнение грибами меди-
цинского оборудования, защитной одежды в
больницах, хирургических инструментов и им-
плантатов, причем следует учесть, в последнем
случае инфицирование грибами может быть при-
чиной их отторжения [2]. Разработка фунгицид-
ных покрытий стала особенно актуальной в по-
следнее время, так как наблюдается рост заболе-
ваний, вызываемых грибами, при этом отдельной
проблемой является распространение резистент-
ных к используемым антигрибным средствам па-
тогенных штаммов грибов. В кораблестроении
грибы могут принимать участие в образовании

биопленок на поверхности, индуцируя их обрас-
тание. В строительстве производство фотоактив-
ного цемента предотвращает образование грибных
наростов [3]. Важным направлением в пищевой
промышленности является разработка упаковоч-
ного материала для предотвращения заражения
грибами и увеличения сроков хранения продуктов
[4, 5]. Антигрибные покрытия применяются и в
быту при кондиционировании воздуха [6].

В настоящее время выделяют 4 больших класса
антимикробных поверхностей, различающихся ре-
льефом (“patterned”), химическими свойствами
(“functionalized”), комбинацией физических и хи-
мических особенностей (супергидрофильные и су-
пергидрофобные) и переключаемой способностью
убивать и высвобождать микробы (“умные” по-
верхности) [7]. Все они, за исключением послед-
него класса, применяются для борьбы с грибами.
Поверхности и реагенты, входящие в их состав, мо-
гут обладать как фунгицидным (убивающим клет-
ки), так и фунгистатическим (ингибирующим ад-
гезию, рост и образование репродуктивных струк-
тур грибов) действием.

Клетки грибов способны прикрепляться к по-
верхности за счет сил Ван-дер-Ваальса, гидро-
фобных и электростатических взаимодействий. В
благоприятных условиях грибные споры после
прикрепления к поверхности образуют трубку
прорастания, затем гифы и формируют биоплен-
ку. Через некоторое время такая биопленка ста-
новится многослойной и происходит выделение
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внеклеточного матрикса (ВМ). ВМ участвует во
взаимодействии клеток с поверхностью и между
собой, а также в развитии трехмерной структуры
биопленок. Он может использоваться в качестве за-
щитного слоя от антимикробных агентов и спосо-
бен усиливать силы сцепления как в биопленке, так
и с поверхностью. Значительная часть патогенных
микроорганизмов способна образовывать биоплен-
ки, что многократно повышает устойчивость пато-
генов к лекарственным препаратам по сравнению с
планктонными аналогами. Причиной грибных
инфекций человека могут быть представители
родов Candida, Aspergillus, Trichophyton, Blastomy-
ces, Saccharomyces, Histoplasma и Cryptococcus [8].

Одними из преобладающих внутрибольнич-
ных грибковых возбудителей являются грибы,
принадлежащие к роду Candida [9]. Установлено,
что целостность биопленки у Candida albicans за-
висит от таких соединений, входящих в состав
ВМ, как β-1,3 глюкан, хитин, белок и ДНК [10].
Поверхностный заряд и смачиваемость определя-
ют степень взаимодействия клетки с поверхно-
стью. Клеточный заряд многих грибов зависит от
наличия маннопротеинов, обнаруженных на кле-
точной стенке. Маннопротеины связаны с β-глю-
канами через фосфатные группы, которые создают
отрицательный заряд на поверхности клеточной
стенки грибов [11]. Другим фактором, влияющим
на прикрепление грибов, таких как C. albicans, к
поверхности, является гидрофобность клеточной
поверхности. Известно, что организмы, клетки
которых содержат миколиновую кислоту, более
гидрофобны, причем с увеличением длины цепи
миколиновой кислоты увеличивается гидрофоб-
ность клеток [12].

Нанорельефные поверхности. Нанотопографи-
ческие особенности некоторых поверхностей у
растений, насекомых и амфибий приводят к про-
явлению у них биоцидных свойств, выявляемых в
процессе адгезии микроорганизмов.

Было изучено фунгицидное действие нано-
структурированных поверхностей (НСП), полу-
ченных из крыльев различных цикад [13]. Опре-
деляющими свойствами во взаимодействии Sac-
charomyces cerevisiae с этими покрытиями являются
сила адгезии клетка-субстрат и жесткость клеточ-
ной стенки дрожжей. Показано, что более сильная
адгезия между дрожжами и НСП приводит к раз-
рывам клеток и снижению жизнеспособности.
Выявлена взаимосвязь между смертью клеток и
геометрией наноструктуры поверхностей.

Американские исследователи [14] использова-
ли биомиметическое (по аналогии с крылом ци-
кады) полимерное нанопиллярное покрытие, по-
лученное методом спин-коатинга с последующей
нанопечатной литографией для ингибирования
роста грибов Aspergillus fumigatus и Fusarium oxyspo-
rum. Полимером служил полиметилметакрилат.

Споры грибов отделялись от нановыступов через
8 ч у F. oxysporum и 16 ч у A. fumigatus. Кроме того,
по данным сканирующей электронной микро-
скопии (SEM) многие споры на нанопиллярных
поверхностях оказались проколотыми, в то время
как споры на плоских поверхностях оставались
сферическими и неповрежденными. Авторы про-
вели сравнение воздействия поверхностей с раз-
личной нанопиллярной периодичностью – 200,
300 и 500 нм. Покрытия с наибольшей периодич-
ностью обладали максимальным фунгицидным
действием.

Функционализированные поверхности. Химиче-
ски активные функционализированные поверхно-
сти обычно содержат поликатионы, обеспечиваю-
щие эффективную биоцидную активность через
прямой контакт с микроорганизмами. Примером
такой поверхности может служить ткань (хлопок,
шерсть, полиэстер, нейлон), содержащая ковалент-
но связанный N-алкилированный 750-кДa поли-
этиленимин (PEI), которая в результате такой мо-
дификации стала обладать фунгицидными свой-
ствами как против модельного гриба S. cerevisiae,
так и против патогенного гриба C. albicans [15].
Другим примером покрытия на основе PEI может
служить антимикробная краска на основе четвер-
тичных солей аммония, которую использовали
для защиты поливинилхлорида, нейлона, резины
и алюминия [16]. Данная краска обладала высо-
кой растворимостью в различных органических
растворителях, включая дихлорметан, хлороформ
и смеси хлороформ : диметилсульфоксид (1 : 1).
На полученной поверхности было отмечено пол-
ное ингибирование роста лекарственно-устойчи-
вых штаммов Candida spp. Гош с соавт. [17] разра-
ботали катионное полимерное покрытие способ-
ное убивать как клетки грибов, так и бактерии, и
вирус гриппа. Авторы использовали для синтеза
покрытия 2 молекулы – эфир и амид на основе
бензофенона, которые могут сшиваться на по-
верхностях под действием УФ-облучения. После
облучения бензофенон может отрывать атом во-
дорода от соседней алифатической группы –С–
Н– с образованием новой связи С–С. Несмотря на
то, что данный способ является простым и од-
ноэтапным, он позволяет получить ковалентное
сопряжение с поверхностью. Хлопчатобумажная
подложка с этим покрытием эффективна против
роста патогенных штаммов C. albicans ATCC10231,
C. albicans AB226 и C. albicans AB399 (последние
два устойчивы к флуконазолу).

Модификация поверхности необязательно
должна быть ковалентно-связанной. Такой яв-
ляется нековалентная иммобилизация водоне-
растворимых и органорастворимых катионных
полимеров на покрытии [18]. Водонераствори-
мые и органорастворимые производные PEI по-
лучали путем метилирования PEI по Эшвайлеру-
Кларку и последующей кватернизации N-метило-
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вых PEI с алкилбромидами. Была проведена оценка
антигрибной активности всех разветвленных и ли-
нейных катионных полимеров в отношении пато-
генных грибов – Candida spp. и Cryptococcus spp. По-
верхности, покрытые этими полимерами, полно-
стью подавляют рост всех протестированных видов
грибов, причем линейные полимеры были более
активны по сравнению с разветвленными. Полу-
ченные катионные гидрофобные полимеры обла-
дали не только фунгистатическим, но и фунги-
цидным действием. По результатам использова-
ния флуоресцентного метода с красителями
SYTO 9 и йодидом пропидия авторы заключили,
что катионные полимеры взаимодействуют с кле-
точной мембраной грибов, нарушая ее целостность,
что, вероятно, и приводит к гибели клеток. Приме-
нение таких покрытий может помочь в уменьшении
распространения внебольничных и внутриболь-
ничных инфекций.

Известно, что импрегнирование TiO2-пленок
ионами цинка и меди способно усилить их про-
тивомикробное действие. Ли с соавт. [19] выяви-
ли фунгицидные свойства нанокристаллических
мезопоровых TiO2-пленок модифицированных
[M(NH3)4]2+ (M = Cu, Zn). Бамбук, покрытый
данной пленкой, не поражается Trichoderma viride
и Penicillium citrinum при инкубации в темноте и
85% влажности в течение 4 недель.

Поверхности, полученные с использованием
суспензии частиц Ca(OH)2, смешанной с наноча-
стицами окислов металлов TiO2 или ZnO, облада-
ют фунгицидными свойствами [20]. Данные по-
верхности могут применяться для защиты и ре-
ставрации памятников из известняка. Они были
протестированы в темноте и при имитации есте-
ственных фотопериодических циклов против за-
ражения грибами Penicillium oxalicum и Aspergillus
niger. При этом покрытие Ca(OH)2–ZnO было бо-
лее эффективно как в темноте, так и при освеще-
нии, а поверхность Ca(OH)2–TiO2 действовала
лишь при фотоэкспозиции. Методами рентге-
новской дифракции и SEM было показано, что
распределение минеральных зерен и пористость
покрытий сказываются на их противогрибковой
активности.

Химическая модификация поверхности может
также осуществляться путем включения в нее
специфического фунгицида. Одним из наиболее
распространенных препаратов такого рода явля-
ется макролидный полиеновый антибиотик – ам-
фотерицин B (AmB), применяемый для лечения
широкого спектра грибковых инфекций. К недо-
статкам AmB следует отнести его побочные дей-
ствия на организм человека, прежде всего нефро-
токсичность, а также низкая водорастворимость.
После связывания этого соединения с эргостеро-
лом клеточных мембран грибов происходит их
деполяризация, сопровождающаяся увеличением

проницаемости, что приводит к выходу однова-
лентных ионов и последующей гибели клеток.
Вриенс с соавт. [21] исследовали кинетику накоп-
ления радикалов супероксида и активных форм
азота (АФА) при действии AmB на S. cerevisiae. Ав-
торы обнаружили усиление фунгицидного дей-
ствия AmB за счет ингибирования NO-зависимого
пути. Действие ингибитора NO-синтазы, метило-
вого эфира N-нитро-L-аргинина (L-NAME), при-
водило к увеличению и ускорению индуцирован-
ного AmB накопления супероксид-радикалов и
снижению пролиферативной способности кле-
ток гриба. Донор NO – S-нитрозоглутатион, ока-
зывал противоположное действие. Это указыва-
ет на потенциальную роль образования АФА в
обеспечении толерантности к AmB у дрожжей.
L-NAME может увеличивать фунгицидный эф-
фект AmB, что может свидетельствовать о дей-
ствии АФА через эргостерол-зависимый путь.

В результате двухстадийного синтеза, состояще-
го из включения донора NO, S-нитрозо-N-ацетил-
пеницилламина (SNAP), в полидиметилсилоксан
(PDMS) и последующей ковалентной иммобили-
зации AmB, был образован SNAP-AmB-PDMS по-
лимер [22]. При помощи использования смеси 1-
этил-3-(3-диметиламинопропил)-карбодиимида
и N-гидроксисукцинимида удалось иммобилизо-
вать AmB (361.70 ± 12.72 мкг/см–2) на PDMS.
Изображения SEM подтверждают, что добавле-
ние AmB и SNAP существенно не изменяет мор-
фологию поверхности PDMS. Комбинация инги-
битора активации тромбоцитов, NO, с иммобили-
зованным фунгицидом, AmB, привела к созданию
поверхности, которая наряду с фунгицидными и
бактерицидными свойствами обладала антитром-
ботическим действием, что особенно важно при
применении имплантатов. Данный материал был
эффективен в отношении гриба C. albicans и бак-
терий Staphylococcus aureus и Escherichia coli. Извест-
но, что для успешной борьбы с грибами требуются
поверхности, выделяющие NO в более высоких
концентрациях по сравнению с теми, которые не-
обходимы для подавления бактерий [23, 24]. Синте-
зированная поверхность обладала стабильным вы-
ходом NO, составляющим 0.31 моль ∙ см–2 ∙ мин–1 к
10 сут инкубации, но при этом не оказывала ци-
тотоксического действия на фибробласты чело-
века [22].

Наноструктурированные покрытия на основе
гексагонального нитрида бора (h-BN), содержа-
щие многочисленные нанолисты, насыщенные
AmB (100 μг/cм2), оказалиcь эффективны против
различных штаммов Neurospora crassa – дикого
типа wt-987 и мутантов по азотному метаболизму –
nit-2 и nit-6 [25].

Родригес и Хенрикс [26] установили, что липо-
сомальная композиция AmB (LAmB) более эф-
фективна для уничтожения биопленок 4 видов
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рода Candida (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis
и C. tropicalis) и менее токсична для млекопитаю-
щих по сравнению с дезоксихолатом AmB. Другая
группа португальских исследователей [27] получи-
ла поверхность, включающую LAmB, используя
покрытие, содержащее адгезив, аналогичный адге-
зиву мидий. Подложкой служил PDMS, покрытый
тонкой липкой пленкой полидофамина (PDA) с
иммобилизованным LAmB. Разработанный метод
нанесения покрытия позволил получить поверх-
ность PDMS-PDA-LAmB, способную предотвра-
щать прикрепление C. albicans и убивать клетки
грибов без проявления токсичности по отношению
к клеткам млекопитающих.

Показано, что AmB может быть ковалентно
иммобилизован при помощи аминосодержащих
силанов на поверхности кремниевых наночастиц
[28]. Противогрибковая активность конъюгатов
наночастиц сохранялась при их иммобилизации на
поверхность с использованием адгезива PDA. По-
лученные конъюгаты обладали большим фунгиста-
тическим и фунгицидным действием по сравне-
нию с наночастицами серебра размером 10 нм про-
тив нескольких штаммов Candida sp., причем
такая поверхность могла использоваться по край-
ней мере пятикратно без потери активности. Ав-
торы полагают, что противогрибковые наноча-
стицы могут обеспечивать более длительную эф-
фективность AmB.

Салданха с соавт. [29] разработали наноком-
плекс, состоящий из AmB, нанесенного на поверх-
ность магнетита, предварительно покрытого двой-
ным слоем лауриновой кислоты. Такой комплекс
был эффективен против патогенного гриба Paracoc-
cidioides brasiliensis Pb18. AmB, конъюгированный
с магнитными наночастицами, не был токсичен по
отношению к клеткам мочевыводящих путей чело-
века и обнаруживал низкую цитотоксичность по
отношению к перитонеальным макрофагам.

Шу с соавт. [30] изучили свойства AmB-конъ-
югированных полипептидных гидрогелей для
борьбы с грибными инфекциями. Пептидные гид-
рогели – мягкий наноматериал с уникальными фи-
зико-химическими свойствами. Они образуются в
результате самосборки аминокислот в водном рас-
творе. Гидрогелаторы связываются друг с другом
только через нековалентные взаимодействия. Ав-
торы использовали 3 типа соединений: 2-нафта-
лин уксусную кислоту (Nap), напроксен (Npx) и
дексаметазон (Dex), а также полипептидную по-
следовательность (Phe-Phe-Asp-Lys-Tyr, FFDKY)
и синтезировали Nap-FFDK(AmB)Y, Npx-FF-
DK(AmB)Y и DexFFDK(AmB)Y гели. С помощью
криоэлектронной и сканирующей электронной
микроскопии показано, что гидрогели состоят из
нановолокон шириной 20–50 нм. Гидрогели
Nap-FFDK(AmB)Y и Npx-FFDK(AmB)Y случай-
ным образом собираются в дендритные кластеры,

в то время как гидрогели DexFFDK(AmB)Y напо-
минают по виду водные растения или перьевые
структуры. Эти морфологические различия гид-
рогелей указывают на то, что разные головные
группы (Nap-, Npx- и Dex-) на N-концах гидроге-
латоров способны влиять на их самосборку. Фун-
гистатическую и фунгицидную активности AmB,
Dex, гидрогелей-носителей и AmB-конъюгиро-
ванных гидрогелей оценивали по действию на
C. albicans по величинам минимальной ингиби-
торной концентрации (MIC) и минимальной
биоцидной концентрации (MBC). AmB проявля-
ет противогрибковую активность со значением
MIC 0.00406 мг/мл и значением MBC 0.130 мг/мл.
Nap-FFDK(AmB)Y, NpxFFDK(AmB)Y и Dex-FF-
DK(AmB)Y гидрогели характеризуются значени-
ями MIC равными 0.0107, 0.0437 и 0.0401 мг/мл и
значениями MBC 0.171, 0.349 и 0.643 мг/мл соот-
ветственно. Высвобождение антибиотика in vitro
предполагает, что гидрогели, конъюгированные с
AmB, могут быть использованы в качестве носи-
телей с контролируемым высвобождением про-
тивогрибкового агента.

Помимо AmB, функционализация поверхно-
стей может проводиться с применением других
фунгицидов - флуконазола или анидулафунгина
[31–33]. Для предотвращения протезно-сустав-
ных инфекций, вызываемых различными вида-
ми рода Candida, разработано золь-гелевое по-
крытие, содержащее фунгициды [31, 32]. Пока-
зано, что данный тип органополисилоксановой
поверхности, содержащей 3-метакрилоксипро-
пилтриметоксисилан и 2-тетраметилортосили-
кат с добавлением трис(триметилсилил)фосфи-
та, обладает повышенной адгезией по отноше-
нию к металлическим поверхностям и приводит
к увеличению пролиферации остеобластов [33].
Известно, что патогены C. albicans и C. parapsilosis
способны образовывать биопленку на поверхности
имплантата, вызывая воспаление [31]. Золь-гель
покрытие с анидулафунгином обладало большей
ингибирующей рост C. albicans активностью, тогда
как поверхность с флуконазолом более эффектив-
но предотвращала образование биопленки C. para-
psilosis. Эффективность данного типа золь-геля,
нагруженного анидулафунгином, была проде-
монстрирована in vivo для предотвращения про-
тезно-суставных инфекций, вызванных C. albi-
cans, с использованием мышиной модели [32].
Освобождение фунгицида из полисилоксановой
сетки было пропорционально деградации покры-
тий, при этом кинетика деградации покрытий с
флуконазолом отличалась от таковой с анидула-
фунгином и зависела от выбранных прекурсоров
и их молярного соотношения, а также молекуляр-
ной массы и концентрации фунгицида [34].

Еще один фунгицид, используемый для изме-
нения химического состава поверхности, – диме-
тилдитиокарбамат цинка (зирам). Xитозан, полу-
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ченный из креветок использовали в качестве по-
крытия для семян фасоли Phaseolus vulgaris L.
методом погружения [35]. Созданное хитозан-зи-
рамовое покрытие не влияло на прорастание се-
мян, при этом наблюдали постепенное высво-
бождение фунгицида на поверхности и его инги-
бирующее воздействие на рост мицелия Fusarium
oxysporum. Необходимо учитывать, что хитозано-
вые пленки обладают собственной биологической
активностью и могут проявлять противогрибковые
свойства; при этом введение в их состав полифено-
лов растительного происхождения, обладающих
антиоксидантными свойствами, способно улуч-
шить функциональные свойства пленок [36–38].

Грейссер с соавт. [39] иммобилизовали на по-
верхности фунгицидный липопептид каспофун-
гин, используя плазменно-полимерную прослой-
ку. Предполагают, что его боковая цепь жирных
кислот взаимодействует с фосфолипидами клеточ-
ной мембраны и ингибирует ферменты синтеза β-
1,3-глюкана, приводя к лизису клетки гриба. Плаз-
менную полимеризацию пропаналя использовали
для осаждения 20 нм-межфазного слоя, альдегид-
ные группы которого образовывали ковалентные
связи с аминогруппами каспофунгина. Образован-
ный поверхностный слой был способен обеспечить
долговременную защиту от образования биоплен-
ки C. albicans. Учитывая отсутствие цитотоксично-
сти для фибробластов человека, данный метод по-
крытия можно считать перспективным для различ-
ных биомедицинских устройств.

Результаты по функционализации поверхно-
стей фунгицидами суммированы в табл. 1.

Функционализация поверхностей может осу-
ществляться также за счет физического взаимо-
действия, основанного на образовании локально-
го тепла фототермическим агентом. Действие
тепла и света определенной длины волны способ-
но приводить к гибели гриба. Например, после
облучения ближним ультрафиолетовым светом
нанопокрытия из PDA (толщина – 20–30 нм), по-

лученного путем самополимеризации дофамина,
выделяется значительное количество тепла, кото-
рое за считанные минуты приводит к эффектив-
ному уничтожению гриба C. albicans [40].

Поверхности с измененной смачиваемостью (su-
perwettable) – супергидрофобные и супергидро-
фильные. Смачиваемость поверхности влияет на
возможность образования на ней биопленки. Для
супергидрофобной поверхности краевой угол
смачивания воды (WСА) должен быть выше 150°
(капли воды просто скатываются с поверхности),
а для супергидрофильной поверхности он равен
или меньше 5° (вода образует на покрытии тончай-
шую антиадгезивную пленку) [7]. Супергидрофоб-
ные поверхности способны значительно умень-
шать адгезию микроорганизмов. Кроме того, учи-
тывая важность воды для развития биологических
форм жизни, удаление ее с поверхности также
должно остановить рост грибов. Корейские иссле-
дователи [6] показали, что специально разрабо-
танная алюминиевая поверхность может препят-
ствовать прилипанию и распространению 3 рас-
пространенных, переносимых по воздуху грибов,
Penicillium implicatum, Cladosporium cladosporioides
и Aspergillus fumigatus. Необработанный алюми-
ний является слабогидрофобным, однако после
анодизации в 0.3 М щавелевой кислоте с последую-
щим покрытием (гептадекафтор-1,1,2,2-тетра-
гидродецил)трихлорсиланом он становится су-
пергидрофобным (WСА 169°). При сравнении
супергидрофильного, слабогидрофобного, гид-
рофобного и супергидрофобного покрытия на
испарителе системы кондиционирования толь-
ко последний тип поверхности обладал противо-
грибковым действием.

Другой тип тонкой супергидрофобной поверх-
ности, аналогичной той, которая наблюдается на
листьях лотоса, был разработан для покрытия
лучшего наполнителя текстильных изделий – гу-
синого пуха [41]. Тонкие пленки были получены с
использованием кремнийорганических прекур-

Таблица 1. Функционализация поверхностей фунгицидами

Фунгицид Состав поверхности Гриб-мишень Ссылки

AmB SNAP-AmB-PDMS C. albicans [22]
LAmB PDMS-PDA-LAmB C. albicans [27]
AmB AmB- аминосодержащие силаны-, кремниевые наночастицы Candida sp. [28]
AmB Кремний-h-BN- AmB N. crassa [25]
AmB Магнетит- лауриновая кислота- AmB P. brasiliensis [29]
AmB AmB- полипептидные гидрогели C. albicans [30]
Анидулафунгин Золь-гелевый органополисилоксан-анидулафунгин C. albicans [31, 32]
Флуконазол Золь-гелевый органополисилоксан-флуконазол C. parapsilosis [31]
Зирам Хитозан креветки-зирам F. oxysporum [35]
Каспофунгин Плазменный полимер пропионового альдегида-каспофунгин C. albicans [39]
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соров, гексаметилдисилоксана (HMDSO) и гек-
саметилдисилазана (HMDSN), путем плазмохи-
мического газофазного осаждения. После плаз-
менной обработки поверхность гусиного пуха
cтала супергидрофобной (WСА до 161°) и обнару-
жила очень высокую устойчивость к грибам As-
pergillus flavus, A. niger и A. fumigatus.

Для увеличения эффективности действия гид-
рофобных поверхностей против грибных клеток
их покрывают наночастицами, содержащими ме-
таллы или оксиды металлов. Изменение нанорелье-
фа поверхности может приводить к смерти находя-
щихся на ней микроорганизмов. Введение наноигл,
полученных копреципитацией ZnO в структуру бе-
лого цементного композита, является примером та-
кого действия [3]. На фотографиях, полученных ме-
тодом автоэмиссионной сканирующей электрон-
ной микроскопии, ZnO-иглы выглядят в виде
пучков цветов, в которых один цветок состоит из
большого количества игольчатых лепестков, выхо-
дящих из центра. Длина игл – 100–300 нм. Данные
иглы ZnO в различной концентрации (0–15%) ис-
пользовали в качестве наполнителя белого цемен-
та. Добавление ZnO в цемент увеличивает гидро-
фобность композитного материала, изменяя WСА
от 46.9 в контроле до 88.0° в присутствии 15% ZnO-
игл. В условиях повышенной влажности на поверх-
ности цементных конструкций может наблюдаться
рост грибов, многие из которых вредят здоровью
человека. На примере модельного гриба A. niger
показано, что фунгицидное действие композитов
цемент-ZnO возрастает дозо-зависимым образом
при внесении до 15% ZnO и усиливается при сол-
нечном освещении. Возрастание фунгицидной ак-
тивности может быть связано с увеличением гидро-
фобности ZnO-композита и высокой окислитель-
ной способностью ZnO, генерирующего активные
формы кислорода (АФК), индуцирующие окисли-
тельный стресс в грибных клетках. Избыточное
производство этих АФК приводит к необратимому
повреждению мембран, митохондрий и ДНК.

Применение нанотехнологии может изменить
гидрофобность покрытия. Гамез-Эспиноза с со-
авт. [42] получили золь-гелевое покрытие, моди-
фицированное наночастицами серебра, синтези-
рованными из AgNO3 и водного экстракта танни-
на из схинопсиса (Schinopsis balansae), для защиты
акриловых красок от грибковых поражений. По-
казано, что WСА возрастает до 84.2 ± 0.5° при ис-
пользовании золь-гель покрытия с добавлением
Ag-наночастиц поверх краски по сравнению с
76.6 ± 0.7° в контроле без наночастиц. Данный
тип покрытия полностью ингибировал образова-
ние пленки грибов A. niger MN371276, Penicillium
commune MN371392, Cladosporium sphaerospermum
MN371394 и Lasiodiplodia theobromae MN371283 в
течение 30 сут. Предполагают, что фунгицидное
действие может быть вызвано комбинирован-
ным действием Ag-наночастиц в (3-аминопро-

пил)триэтоксисилановой матрице, которые вза-
имодействуют с некоторыми ферментами грибной
клетки и аминогруппами силана, что изменяет гид-
рофобные характеристики покрытия. При помо-
щи золь-гель процесса также были получены
противогрибковые покрытия с добавками диок-
сида кремния и ацетата серебра, которые оказа-
лись эффективны против Chaetomium globosum и
Alternaria alternata [43].

Применение наночастиц Ag, стабилизирован-
ных галловыми кислотами (ГК), для аэрозольно-
го покрытия кожи, полученной методом хромо-
вого дубления, также сопровождалось увеличени-
ем WCA до 123.2°, что явно выше, чем 96.3° для
необработанной кожи [44]. ГК, экстрагированные
из растений, были выбраны в качестве стабилиза-
тора для синтеза наночастиц Ag in situ из-за нали-
чия у них карбоксильных и катехиновых групп. По-
сле распыления таких наночастиц происходила их
химическая иммобилизация на коллагеновых во-
локнах кожи за счет поперечного сшивания хро-
мом (III). При этом наблюдали изменение поверх-
ностного ζ-потенциала с положительного заряда
(+6.8 ± 1.8 mV) на отрицательный (–6.4 ± 0.9 mV),
что сопровождалось изменением поверхности в
сторону приобретения высокой антиадгезивной
способности в отношении широкого спектра
микробов благодаря двойному гидрофобному и
электростатическому отталкиванию. Химический
тип иммобилизации наночастиц обеспечивал кожу
длительными фунгицидными свойствами, при
этом эффективность против клеток C. albicans
составила 99%. Данный тип покрытия перспек-
тивен для изготовления кожи для обуви, пред-
назначенной для лиц, страдающих диабетом.

Супергидрофильные поверхности также, как и
супергидрофобные препятствуют прикреплению
к ним микроорганизмов. Комбинация PDA и на-
ночастиц Ag на подложке из нержавеющей стали
позволила получить микро/наноструктурную по-
верхность, супергидрофильные свойства которой
были увеличены после модификации метоксипо-
лиэтиленгликоль-тиолом (WСА около 0°) [45].
Такая поверхность оказалась высокоэффектив-
ной против гриба Penicillium F2-1. Биоцидные
свойства концентрированных ионов серебра в со-
четании с антиадгезионными свойствами слоя
связанной воды и стерическими препятствиями,
которые формирует полиэтиленгликоль, привели
к усилению фунгицидной активности покрытия в
атмосфере 90% влажности.

Учитывая также высокую эффективность на-
ночастиц Ag против A. niger, A. fumigatus, Fusarium
solani [46], A. flavus, Aspergillus nomius, Aspergillus
parasiticus [47], C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilo-
sis, Candida dubliniensis, Candida krusei, Candida gla-
brata, Candida auris [48, 49], Paecilomyces variotii,
Penicillium pinophilum, Chaetomium globosum, Trich-
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oderma virens, Yarrowia lipolytica и Aspergillus brasil-
iensis [50] представляется перспективным их вклю-
чение в состав фунгицидных поверхностей. При
этом необходимо принимать во внимание размер,
концентрацию и окислительно-восстановитель-
ный потенциал наночастиц, а также состав поверх-
ности и специфические видовые особенности гриб-
ных клеток. С использованием ТЕМ на примере
P. variotii и P. pinophilum обнаружено, что наночасти-
цы Ag размером 20 нм мигрировали в клетки с по-
следующей агрегацией в более крупные частицы
(50–100 нм) внутри клеток. [50]. Вместе с тем, на-
ночастицы были способны накапливаться в кле-
точной стенке A. brasiliensis без какой-либо агре-
гации. У S. cerevisiae наибольшую чувствитель-
ность к наночастицам Ag проявляли гены,
участвующие в транскрипции и процессинге
РНК, клеточном дыхании, эндоцитозе и везику-
лярном транспорте [51]. Возможными механизма-
ми биоцидного действия наночастиц Ag являются
образование АФК, а также повреждение РНК,
ДНК и белков, что приводит к снижению тран-
скрипции, уменьшению эндоцитоза и дыхания
[46, 50–54].

Пищевые пленки с противогрибковым эффектом.
Использование пищевой пленки на основе природ-
ных полимеров является хорошей альтернативой
оказывающим негативное воздействие на окружа-
ющую среду и здоровье человека синтетическим
покрытиям [55]. Такие покрытия не только защи-
щают пищевые продукты, но и обладают такими
уникальными свойствами, как биоразлагаемость,
биосовместимость и отсутствие токсичности. Ак-
туально включение в их состав нетоксичных про-
тивогрибковых соединений, которые могут кон-
тролировать грибковое поражение, являющееся
одной из основных причин потерь фруктов, ово-
щей и других продуктов при хранении.

Полисахариды наиболее часто используются в
качестве компонентов пищевых пленок благода-
ря их высокой стабильности, особенно в условиях
высокой относительной влажности [56].

Хитозан. В последнее время наблюдается уве-
личение количества публикаций о применении
покрытий из хитозана или хитозана в сочетании с
другими биополимерами с фунгицидным и бакте-
рицидным действием на различных пищевых про-
дуктах в качестве метода консервирования [57].
Хитозан, полученный путем деацетилирования
хитина, способен образовывать пленки. Попу-
лярность этого природного линейного полимера
связана с его нетоксичностью и способностью к
биодеградации. При этом качество покрытия, его
противогрибковая активность зависят от источ-
ника хитозана, степени его деацетилирования
[58], молекулярной массы и вязкости, а также
микроструктуры пищевого продукта и взаимо-
действия с материалом покрытия. Предполагают,

что этот полимер при значениях рН ниже рKа свя-
зывается с отрицательно заряженными карбок-
сильными группами липополисахаридов и пепти-
догликана на поверхности клеточной стенки, про-
никает в клетку гриба и вызывает перфорации в
клеточных мембранах, ядре и внутриклеточных
структурах, приводя к их разрыву и лизису [57, 59].
Действие хитозана часто проявляется в отноше-
нии грибов, содержащих значительное количе-
ство полиненасыщенных жирных кислот [60].

Для улучшения химических и физических ха-
рактеристик хитозановых пленок можно исполь-
зовать различные биоактивные функциональные
добавки, что является перспективным методом
увеличения срока хранения пищевых продуктов
[61, 62]. Включение эфирных масел значительно
повышает противогрибковую эффективность хи-
тозановых пленок и покрытий in vitro [63]. Такие
пищевые пленки значительно ингибировали рост
грибов по сравнению с контрольными. Гуэрра с
соавт. [64] успешно применили в качестве добав-
ки эфирные масла из Mentha piperita L. или Men-
tha × villosa Huds. Полученное покрытие оказа-
лось эффективным против заражения томатов
черри грибами A. niger, Botrytis cinerea, Penicillium
expansum и Rhizopus stolonifer при их хранении при
комнатной и пониженной температурах. Покры-
тие, образованное хитозаном и эфирными масла-
ми Mentha, применили для борьбы с антракно-
зом, вызываемым Colletotrichum gloeosporioides и
Colletotrichum brevisporum на плодах папайи [65]. О
сходном действии пленок на основе хитозана с
добавлением эфирных масел Zataria multiflora или
Cinnamomum zeylanicum, вызывающих ингиби-
рование роста мицелия B. cinerea в картофель-
но-декстрозном агаре и на искусственно зара-
женной клубнике, сообщили Мохаммеди с савт.
[66]. Алоуи с соавт. выявили 87–90%-ное инги-
бирование прорастания конидий A. flavus на фи-
никах при помощи покрытия, состоящего из хи-
тозана и камеди рожкового дерева в сочетании с
различными эфирными маслами цитрусовых [67].
Бразильские авторы [68] описали эффективность
комбинации хитозана и эфирного масла из Cym-
bopogon citratus для ингибирования роста гриба
Paramyrothecium roridum, вызывающего гниль ды-
ни. Пакистанские исследователи [69] установили,
что гелевое покрытие из хитозана в комбинации с
алоэ вера задерживает послеуборочное разложение
манго. Компоненты алоэ вера эффективны против
гриба C. gloeosporioides [70].

Усилителем противогрибного действия хито-
зановых покрытий является лактопероксидазная
система, генерирующая гипотиацианит (OSCN–) и
гипотиоцианат (HOSCN), которые проникая в
клетку, взаимодействуют с SH-группами различ-
ных белков [71], приводя к ингибированию роста
гриба. Мохамед с соавт. [71] изучили действие та-
кого пищевого покрытия для защиты плодов
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манго от грибов Phomopsis sp. RP257 и Pestalotiopsis
sp. Действие такого типа поверхности было видо-
специфичным. В условиях in vivo покрытие 1.0-
или 1.5%-ным хитозаном с или без ферментной
системы приводило к 100%-ному ингибированию
роста Pestalotiopsis sp. Вместе с тем, однокомпо-
нентное покрытие с 1.0- или 1.5%-ным хитозаном
вызывало 60%-ное подавление роста Phomopsis sp.
RP257, но при добавлении в него лактоперокси-
дазной системы наблюдали полное ингибирова-
ние роста этого гриба.

Установлено, что антагонистические дрожжи
Candida saitoana, выделенные с поверхности пло-
дов, в сочетании с химически модифицирован-
ным хитозаном могут ингибировать рост ряда па-
тогенов на различных фруктах [72]. Показано, что
действие комбинации этих дрожжей с гликольхи-
тозаном в покрытии (“биоактивное покрытие”)
было сравнимо или превосходило действие син-
тетических фунгицидов в борьбе с гниением яб-
лок и цитрусовых. Данное покрытие было эф-
фективно против таких возбудителей как B. cine-
rea, P. expansum, Diplodia natalensis, Phomopsis citri,
Penicillium italicum и Geotrichum candidum.

Для усиления противогрибного действия хи-
тозановых покрытий применяются нанотехноло-
гии. Мело с соавт. [73] сравнили эффективность
хитозана, представленного в виде геля, наноча-
стиц или нанокомпозита против фитопатогенных
грибов B. cinerea, R. stolonifer и A. niger, поражаю-
щих клубнику. В работе использовали коммерче-
ский хитозан из мицелия A. niger. Наночастицы
хитозана были получены методом ионного ге-
леобразования, имели средний размер 331.1 нм
и ζ-потенциал +34 мВ. Наиболее эффективным
покрытием на основе хитозана против фитопато-
генных грибов in vivo оказался гель, обогащенный
наночастицами (нанокомпозит), который инги-
бировал рост патогенов даже в низких концентра-
циях. Алотайби с соавт. [74] создали покрытие для
защиты финиковых плодов от токсикогенных
грибов A. flavus, A. ochraceus и Fusarium moniliforme.
В его состав вошли хитозан A. niger, наночастицы
хитозана размером от 35 до 65нм, экстракт кожу-
ры граната (ЭКГ) и их композиты. Наибольший
эффект был достигнут при применении пищевой
пленки, содержащей нанохитозан + ЭКГ.

Альгинат. Одним из наиболее изученных мате-
риалов для пленочного покрытия является при-
родный полисахарид, который получают из мор-
ских бурых и красных водорослей, – альгинат. Он
устойчив, биосовместим, биоразлагаем и, кроме
того, обладает низкой токсичностью. Наир с соавт.
[75] показали, что нанесение покрытий на основе
2% альгината с добавлением 1% ЭКГ на стручко-
вый перец привело к ингибированию роста гриб-
кового патогена C. gloeosporioides. Это ингибирова-
ние достигалось за счет присутствия пуникалагина,

основного фенола, присутствующего в ЭКГ. Альги-
натная пищевая пленка с добавлением экстракта
ревеня успешно защищала плоды персиков от гни-
ения, вызванного P. expansum [76]. Ксу с соавт. [77]
добавили циклолипопептиды (ЦЛП) из Bacillus sub-
tilis в альгинатное противогрибковое легко смывае-
мое покрытие для сохранения ягод черники. Ам-
фифильные ЦЛП обладают фунгицидными свой-
ствами за счет присутствия в них сурфактинов,
итуринов и фенгицинов [78]. Противогрибковые
свойства пленки тестировали диск-диффузион-
ным методом против A. niger, гриба наиболее часто
поражающего чернику [77]. ЦЛП характеризует-
ся наличием гидрофильной пептидной петли,
связанной с гидрофобной цепью жирной кисло-
ты [79]. Это обеспечивает встраивание ЦЛП в
липидный слой клеточной мембраны гриба. Для
увеличения механической прочности альгинатного
покрытия пленки пропитывали 5%-ным CaCl2 [77].
Взаимодействие ионов и водородных связей между
ЦЛП и альгинатом натрия стабилизировало сеть
покрывающей пленки. Добавление 3% ЦЛП снизи-
ло паропроницаемость пленки до 398.1 г/м2/сут и
содержание гриба до 2.5 × 103 КОЕ/г в конце
хранения.

Гидроксипропилметилцеллюлоза (ГПМЦ). Для
борьбы с грибковыми поражениями при хранении
фруктов и овощей разработаны пищевые пленки
сложного состава. Милло и др. [80] показали высо-
кую эффективность ГПМЦ-покрытий, содержа-
щих пчелиный воск и бензоат натрия, для защиты
гранатов от поражения B. cinerea и Penicillium spp.
при упаковке в модифицированной атмосфере.
Многие GRAS (generally recognized as safe) соли мо-
гут служить заменой синтетическим фунгицидам.
Противогрибная активность ГПМЦ-липидных по-
крытий, дополненных бензоатом натрия или би-
карбонатом калия, была показана для помидор
черри [81–83] и слив [84]. Пищевая ГПМЦ-плен-
ка, содержащая пчелиный воск и GRAS, умень-
шала степень грибкового поражения при искус-
ственной инокуляции Lasiodiplodia theobromae на
мандаринах [85].

Примеры пищевых пленок на полисахаридной
основе с добавлением противогрибных агентов
приведены в табл. 2.

Микро- и наноэмульсии на основе полисахарида.
В последнее время широкое применение получи-
ли микро- (размер капель 20–1000 нм) и нано-
эмульсии (размер капель 5–100 нм) в качестве но-
сителей активных соединений в покрытиях на ос-
нове полисахаридов [86]. Основное различие между
микроэмульсиями и наноэмульсиями заключается
в их стабильности: микроэмульсии термодинами-
чески стабильны, а наноэмульсии нет. Для улучше-
ния стабильности эмульсионной системы необхо-
димо наличие сурфактанта или эмульсификатора.
Введение в такие эмульсии добавок с противогриб-
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ными, антибактериальными и антиоксидантными
свойствами улучшает качества свеженарезанных
фруктов и овощей. Так, Робледо с соавт. [87] оце-
нили противогрибное действие наноэмульсий ти-
мола, включенных в покрытия из белка киноа и
хитозана, на помидорах черри. Нанесение этих
покрытий на томаты, инокулированные B. cine-
rea, выявило уменьшение грибного роста после
7 сут хранения при 5°С. Ковальчик с соавт. [88]
разработали покрытие для предотвращения зара-
жения груш на основе карбоксиметилцеллюлозы,
канделильского воска и эмульсии сорбата калия и
Tween 40. Эффективность эмульгированных пле-
нок зависела от скорости роста грибных патоге-
нов – ингибирование роста A. alternata и B. cinerea
со временем усиливалось, а у быстрорастущих гри-
бов (Rhizopus nigricans и Monilinia fructigena) отмече-
на противоположная тенденция. Вместе с тем, та-
кой тип пищевой пленки оказался неэффективным
для консервации, так как изменение газопроницае-
мости приводило к потере качества плодов.

Помимо полисахаридных покрытий, перспек-
тивным биоразлагаемым кандидатом для производ-

ства пищевых пленок/покрытий является желатин
[89]. Он представляет собой частично гидролизо-
ванный белок коллагена и других нерастворимых
белков, его главные компоненты – аминокислоты
Pro, Hyp и Gly. Как и в случае хитозана, добавление
ментолового масла к желатиновому покрытию
способно улучшить его химические и физические
характеристики [90]. Оно снижает паропрони-
цаемость пленок, предотвращая потерю воды
при хранении фруктов и овощей. При этом при
выборе состава пленки следует учитывать ба-
ланс между физико-химическими и противо-
грибными свойствами. Авторы обнаружили, что
0.38% является наиболее перспективной кон-
центрацией для ментолового масла, добавленно-
го при приготовлении желатинового покрытия,
которое используют для защиты продуктов от
B. cinerea и R. stolonifer.

* *
Разнообразие как типов поверхностей, облада-

ющих противогрибной активностью, так и обла-

Таблица 2. Примеры пищевых пленок на полисахаридной основе с добавлением противогрибковых агентов

Основа Добавка Патоген Объект Ссылки

Хитозан Эфирные масла M. piperita L. 
или M. × villosa Huds.

A. niger, B. cinerea,
P. expansum и R. stolonife

Томаты черри [64]

Хитозан Эфирные масла Z. multiflora 
или C. zeylanicum

B. cinerea Земляника [66]

Хитозан Эфирное масло
C. citratus

P. roridum Дыня [68]

Хитозан + камедь 
рожкового дерева

Эфирные масла
Citrus bergamia и Citrus auran-
tium

A. flavus Финики [67]

Хитозан алоэ вера C. gloeosporioides Манго [69, 70]

Хитозан Лактопероксидазная система Phomopsis sp. RP257
и Pestalotiopsis sp.

Манго [71]

Гликоль-хитозан Candida saitoana B. cinerea,
P. expansum,
D. natalensis, P. citri,
P. italicum, G. candidum

Яблоки,
апельсины,
лимоны

[72]

Альгинат Экстракт кожуры граната C. gloeosporioides Cтручковый перец [75]

Альгинат Экстракт ревеня P. expansum Персики [76]

Альгинат ЦЛП из B. subtilis A. niger Черника [77]

ГПМЦ Пчелиный воск и бензоат 
натрия

B. cinerea
и Penicillium spp.

Гранаты [80]

ГПМЦ Бензоат натрия или бикарбо-
нат калия

B. cinerea,
A. alternate,
Monilinia fructicola

Томаты черри,
cливы

[81–83]
[84]

ГПМЦ Пчелиный воск и GRAS Lasiodiplodia theobromae Мандарины [85]
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стей их применения чрезвычайно велико. Разра-
ботка таких поверхностей стала особенно актуаль-
ной в последнее время в медицине, так как отмечен
рост заболеваний, вызванных грибами, причем
наиболее это заметно у людей с пониженным им-
мунитетом и пациентов больниц. Прогнозируется,
что частота внутрибольничных инфекций, вызы-
ваемых грибами, будет продолжать расти в бли-
жайшие десятилетия. Кроме того, биомедицин-
ские устройства, которые обеспечивают жизнен-
но важное лечение пациента, колонизируются
патогенными микроорганизмами, в том числе и
грибами. Другим направлением, где необходимы
противогрибковые поверхности, безусловно яв-
ляется пищевая отрасль. Из-за увеличивающего-
ся загрязнения окружающей среды во всем мире
и растущего потребительского спроса на безопас-
ные продукты питания, растет интерес к разра-
ботке пищевых пленок, содержащих нетоксич-
ные соединения, обладающие противогрибным
действием. Съедобные пленки становятся здоро-
вой альтернативой классической пищевой упа-
ковке. Надо отметить, что ранее основные усилия
исследователей были направлены на борьбу с
бактериями, а стратегия борьбы с грибами разра-
ботана в гораздо меньшей степени. Применение
фунгицидных агентов нетоксичных для человека
по сравнению с бактерицидными осложняется
тем, что грибы принадлежат к эукариотам и име-
ют некоторое сходство клеточных структур и ме-
таболических процессов с клетками млекопитаю-
щих.

Основное направление современной стратегии
получения высокоэффективных противогрибных
поверхностей основано на модификации их нано-
структурных и химических свойств, смачиваемости
для ингибирования адгезии, роста и размноже-
ния клеток грибов.
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Биокатализаторы с активностью липазы (БКЛ) были приготовлены путем адсорбционной иммоби-
лизации рекомбинантной липазы (rPichia/lip) из термофильных микроскопических грибов Тhermo-
myces lanuginosus, продуцируемой генно-инженерным штаммом метилотрофных дрожжей Komaga-
taella phaffii (Pichia pastoris). В качестве адсорбентов использовали различные по физико-химиче-
ским свойствам носители: мезопористый гидрофильный силикагель (SiO2) и макропористый
гидрофобный аэрогель (МУА). Ферментативная активность, субстратная специфичность и опера-
ционная стабильность БКЛ были исследованы в реакции этерификации жирных насыщенных кис-
лот и алифатических спиртов с количеством атомов углерода в молекуле от 2 до 18. Были составлены
матрицы относительных активностей для более 60 пар субстратов – кислоты и спирта, путем срав-
нения скоростей реакции этерификации в идентичных условиях, что позволило выявить различия
в специфичности БКЛ в зависимости от химической природы носителя. Было обнаружено, что для
обоих типов биокатализаторов, “rPichia/lip на SiO2” (PLSi) и “rPichia/lip на МУА” (PLC) макси-
мальная скорость реакции наблюдалась при этерификации гептановой кислоты (С7) бутиловым
спиртом (С4). В одинаковых условиях синтеза сложных эфиров (20 ± 2°C, 1 бар, органический рас-
творитель – смесь гексана и диэтилового эфира), в том числе, бутилгептаноата, rPichia/lip, адсорби-
рованная на силикагеле, проявляла на порядок меньшую активность, чем липаза, адсорбированная
на углеродном аэрогеле. Каталитические константы, равные соответственно 3.7 c–1 и 1.1 × 102 c–1,
различались в 30 раз. Было обнаружено, что эфиры короткоцепочечных жирных кислот C4–C7 и
этилового спирта синтезировались в 2–3 раза быстрее с помощью гидрофобного БКЛ типа PLC, чем
с участием гидрофильного БКЛ типа PLSi. В то же время, эфиры высокомолекулярных С9, С10, С18
кислот и С8–С16 спиртов, обладающих выраженной гидрофобностью, синтезировались в 1.5–2 раза
быстрее с участием БКЛ типа PLSi. Операционная стабильность приготовленных биокатализаторов
была достаточно высокой: приготовленные БКЛ сохраняли 82–99% первоначальной активности
после проведения более 30 реакционных циклов, при этом продолжительность каждого цикла до
достижения конверсии кислоты выше 85% составила несколько часов (4–6 ч).

Ключевые слова: рекомбинантная липаза из Тhermomyces lanuginosus, адсорбция липазы, силикагель,
углеродный аэрогель, биокатализаторы, каталитические свойства, этерификация
DOI: 10.31857/S0555109922050099

Функциональные свойства иммобилизованных
ферментов, такие как каталитическая активность,
субстратная специфичность и стабильность, опре-
деляются, как показали исследования, физико-хи-
мическими свойствами носителей-адсорбентов,
используемых для их иммобилизации, например,

текстурой и полярностью/гидрофобностью по-
верхности. В последние десятилетия интенсивно
развивается направление под названием “фер-
ментная инженерия путем выбора способа иммо-
билизации”, которое изучает изменение (модуля-
цию) функциональных свойств ферментов при
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иммобилизации. По мнению авторов обзора [1]
“ферментная инженерия” полностью совместима
с другими химическими и/или биологическими
подходами, используемыми для улучшения функ-
циональных свойств ферментов, и успех данной
“инженерной” работы определяется доступно-
стью широкого набора протоколов (способов)
иммобилизации. Несомненно, управление (мо-
дуляция) функциональными свойствами фер-
ментов с помощью ферментной инженерии яв-
ляется интересным и перспективным направле-
нием в развитии гетерогенного биокатализа.

В своих ранних работах авторы, обобщив мно-
гочисленные результаты по адсорбционной им-
мобилизации ферментов класса оксидоредуктаз
(лактат- и алкогольдегидрогеназы, глюкозоокси-
даза, тирозиназа) на пироуглерод-содержащих
неорганических носителях, в том числе, мезопо-
ристом θ-оксиде алюминия, сделали вывод, что
для приготовления активных и стабильных био-
катализаторов необходимым условием являлось
взаимное геометрическое и химическое соответ-
ствие физико-химических свойств фермента и по-
верхности адсорбента [2]. Например, геометриче-
ское соответствие подразумевало соответствие раз-
меров пор, преобладающих в текстуре адсорбента,
размеру гидратированной молекулы фермента (в
среднем 10 нм). Это значило, что мезопоры, разме-
ром выше 10–15 нм являлись оптимальными: в та-
ких порах фермент взаимодействовал со стенками
поры многоточечно, его конформация становилась
более жесткой и, как результат, повышалась его
стабильность. Химическое соответствие подра-
зумевало, прежде всего, наличие оптимального
гидрофильно-гидрофобного баланса между свой-
ствами фермента и поверхностью адсорбента. На-
пример, для глюкозооксидазы максимальный
стабилизирующий эффект наблюдали при ад-
сорбции данного фермента на мезопористом
θ-Al2O3, содержащем 7–15 мас. % пироуглерода.
Поверхность такого адсорбента напоминала
“шахматную доску”: черные кластеры гидрофоб-
ного пироуглерода образовывались на сильных
кислотно-основных центрах оксида алюминия и
блокировали их. Оставшиеся участки незауглеро-
женного Al2O3 белого цвета обладали слабокислы-
ми полярными (гидрофильными) свойствами [2].
С другой стороны, при адсорбции на данных носи-
телях алкогольдегидрогеназы и тирозиназы, на-
блюдали практически полную инактивацию этих
ферментов, оптимальные носители содержали
0.5–3.0 мас. % углерода [2]. Задача выбора опти-
мального адсорбента решалась индивидуально
для каждого конкретного фермента.

Липазы (гидролазы эфиров глицерина,
КФ 3.1.1.3) катализируют разнообразные реак-
ции – как прямые (гидролиз триглицеридов), так
и обратные (синтез эфиров), последние протека-

ют в неводных средах, где содержание воды не
превышает 1 об. %. Биокатализаторы с активно-
стью липазы (БКЛ) как в гомогенном (раствори-
мом), так и в гетерогенном (иммобилизованном)
состоянии находят широкое применение в раз-
личных отраслях промышленности, таких как:

1. производство “умных” стиральных порош-
ков, удаляющих масляные и жировые пятна пу-
тем ферментативного гидролиза триглицеридов;

2. получение метиловых/этиловых эфиров
жирных кислот (ЖК), входящих в состав расти-
тельных масел и отработанных кулинарных отхо-
дов, для производства биодизеля в качестве до-
бавки к моторному топливу путем ферментатив-
ного алкоголиза (метанолиза, реже этанолиза)
триглицеридов [3–5];

3. крупномасштабное производство ценных
пищевых ингредиентов для получения спредов и
маргаринов, заменителей масла какао и молочных
жиров, не содержащих нежелательных транс-изо-
меров ЖК и обладающих заданными органолепти-
ческими и физико-химическими свойствами (тем-
пературой плавления, пластичностью, консистен-
цией, сливочным вкусом) путем ферментативной
переэтерификации масложировых смесей при
повышенных температурах (60–80°С) [6–9];

4. синтез сложных эфиров (СЭ) путем фермен-
тативной этерификации в очень мягких условиях
(20–50°С, 1 бар).

Известно, что СЭ пользуются значительным
спросом на рынке ароматизаторов, смягчающих
и увлажняющих компонентов (эмоллиентов),
поверхностно-активных веществ и эмульгато-
ров в пищевой и косметической промышленно-
сти. Биокатализаторы, приготовленные на ос-
нове иммобилизованных липаз, интенсивно ис-
следуются для проведения “зеленых” процессов в
органической химии [9–12].

Возможность управлять функциональными
свойствами липаз с помощью ферментной ин-
женерии, а именно, путем выбора носителя для
иммобилизации, можно продемонстрировать не-
сколькими примерами. Так, каталитические свой-
ства липазы B из Candida antarctica в реакции гидро-
литического разделения R- и S-изомеров (±)-2-
O-бутирил-2-фенилуксусной кислоты изменяли
(модулировали) иммобилизацией на носителях,
обладающих гидрофобными свойствами, таких
как бутил-(C4)-агароза, октил-(C8)-агароза и ок-
тадецил-(C18)-Sepabeads [13]. С ростом гидрофоб-
ности модифицирующих фрагментов (C4 → C18)
скорость реакции увеличивалась приблизительно
в 2 раза, при этом также изменялась стереоспеци-
фичность биокатализа [13].

В работе [14] авторы исследовали свойства ли-
пазы из Penicillium sp., иммобилизованной на опи-
санных выше носителях. Для данного фермента
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также было обнаружено, что с ростом гидрофобно-
сти модифицирующих фрагментов начальная ско-
рость гидролиза p-нитрофенил-(С16)-пальмитата
в буферном растворе и масла сардины в двухфаз-
ной системе с циклогексаном многократно уве-
личивались (в 4.1 и 2.3 раза соответственно) [14].
Авторы предположили, что носители, различаю-
щиеся по гидрофобности, оказывают влияние на
конформацию активного центра фермента и, как
результат, обусловливают гиперактивацию липа-
зы и все наблюдаемые различия в функциональ-
ных свойствах фермента при его иммобилизации.
В работе [15] было показано, что скорость этано-
лиза масла и региоселективность реакции в пол-
ностью безводной среде зависели от природы но-
сителей, используемых для иммобилизации ли-
пазы из Тhermomyces lanuginosus. Так, при
использовании C18-Sepabeads и C18-Purolite были
получены неселективные биокатализаторы, тогда
как при использовании носителей, модифициро-
ванных дивинил бензольными группами, наблю-
далась 1,3-селективность по отношению к триг-
лицеридам [15].

Современным направлением в биокатализе
является компьютерное моделирование (КМ)
3D-структуры молекул ферментов, в том числе
TLL (Тhermomyces Lanuginosus Lipase), расчет и
предсказание влияния мутаций, вносимых в пер-
вичную структуру на функциональные свойства
ферментов, прежде всего, на термостабильность
[16]. Последующее проведение генно-инженер-
ного конструирования штаммов-продуцентов и
получение рекомбинантых ферментов с изменен-
ными функциональными свойствами является
логичным продолжением таких работ. Очевидно,
что дополнение экспериментальных методик со-
временными методами КМ позволяет решать не
только практические, но и фундаментальные за-
дачи: выявлять механизмы процесса иммобили-
зации фермента на твердых носителях; прово-
дить глубокий анализ возможных конформаци-
онных перестроек в молекуле фермента при его
иммобилизации, а также структурно-функцио-
нальных особенностей комплекса фермент-но-
ситель.

Авторы данной статьи ранее провели исследова-
ния БКЛ, приготовленных путем адсорбции реком-
бинантной липазы rPichia/lip на неорганических
носителях, в том числе, на различных углеродных
нанотрубках (УНТ) [17], а также изучили процессы
ферментативного низкотемпературного синтеза
сложных эфиров с участием приготовленных био-
катализаторов, включая выбор органического рас-
творителя для реакционной среды [18–23]. В на-
стоящей работе авторы продолжили системати-
ческое изучение БКЛ и реакций этерификации
ЖК, проанализировали все полученные результа-
ты, дополнив работу современными методами
компьютерного моделирования для анализа струк-

турно-функциональных особенностей комплекса
липаза-носитель.

Цель работы – продолжить сравнительные ис-
следования функциональных свойств рекомби-
нантной липазы TLL (активности, субстратной
специфичности, стабильности) в реакции синте-
за высокомолекулярных СЭ, в зависимости от хи-
мической природы неорганических адсорбентов,
а также проанализировать полученные результа-
ты с целью поиска корреляционных зависимостей
и закономерностей иммобилизации. Для выясне-
ния механизма взаимодействия молекулы липазы
TLL с углеродной нанотрубкой провести компью-
терное моделирование с помощью жесткого и гиб-
кого молекулярного докинга.

МЕТОДИКА

Рекомбинантная липаза из Тhermomyces lanugino-
sus (обознач. rPichia/lip) продуцировалась штаммом
метилотрофных дрожжей Pichia pastoris X-33, спе-
циально сконструированным с помощью генно-
инженерных манипуляций, как описано в работе
[18]. Для приготовления БКЛ использовали бу-
ферные растворы rPichia/lip (0.02 М фосфатный бу-
фер, pH 7.0) с концентрацией белка 2–15 мг/мл.

Концентрацию белка в растворе измеряли ме-
тодом [24] с использованием красителя Coomassie
G-250 (“Sigma”, США). Растворы бычьего сыво-
роточного альбумина (“Sigma”, США) использо-
вали для построения градуировочного графика.

Коммерческий силикагель (SiO2) марки КСК-Г
(АО “Химический завод им. Л.Я. Карпова, Рос-
сия) имел следующие текстурные параметры:
удельная поверхность (SудБЭТ) − 160 м2 · г–1, объ-
ем пор (VΣ) – 0.76 см3 · г–1. Пористость составляла
58%, мезопоры диаметром 20 нм преобладали в
пористой структуре силикагеля. Размер гранул
SiO2, взятых для приготовления БКЛ, составил
0.5–2 мм. Макропористый углеродный аэрогель
(МУА) был получен в результате высокотемпера-
турного пиролиза этилена на нанесенном катали-
заторе Fe:Co/CaCO3 [25, 26]. Насыпной вес соста-
вил 0.06 г · см–3. Гранулы МУА представляли со-
бой легкие шарики черного цвета, образованные
в результате хаотичного переплетения УНТ
[19, 25]. МУА имел следующие текстурные пара-
метры: SудБЭТ – 100 ± 20 м2 · г–1, VΣ – 12 ± 3 см3 · г–1,
пористость составила 98%. Макропоры диамет-
ром более 1 мкм преобладали в пористой структу-
ре МУА, объем мезопор диаметром 2–20 нм не
превышал 0.2% от VΣ. Гранулы МУА диаметром
3–4 мм использовали для приготовления БКЛ.
Для измерения текстурных параметров носителей
использовали методы азотной и ртутной поро-
метрии на оборудовании AutoPore 9200 и ASAP
2400 V3.07 (“Micromeritics Instrument Corpora-
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tion”, США). Для проведения электронно-мик-
роскопических исследований МУА и биокатали-
заторов PLC типа использовали сканирующий
электронный микроскоп (СЭМ) JSM 6460 LV
(“JEOL”, Япония) и просвечивающий электрон-
ный микроскоп высокого разрешения (ПЭМ)
JSM 2010 (“JEOL”, Япония).

Все реагенты: субстраты липазы (жирные кисло-
ты и спирты), органические растворители (гексан,
диэтиловый эфир) – реактивы производства Рос-
сии. Исходные реагенты и продукты реакции ана-
лизировали методом газовой хроматомасс-спектро-
метрии (ГХ-МС) на приборе Agilent 7000B GC/MS
(“Agilent”, США) [23]. Для всех анализов была ис-
пользована высокополярная колонка на основе
ионной жидкости N-пропил-6-метил-хиноли-
ний-бис(трифторметил-сульфонил)имида (10 м ×
× 0.25 мм × 0.2 мкм). Условия хроматографиче-
ского анализа были следующими: сначала колон-
ки выдерживались 3 мин при 100°С, затем темпе-
ратура повышалась со скоростью 10°С/мин до
280°С; температура испарителя − 280°С. Ско-
рость потока газа-носителя (гелия) составляла 1
мл/мин. Условия работы масс-спектрометра:
электронная ионизация – 70 эВ, температура ис-
точника ионизации – 230°С, температура пере-
ходной линии – 250°С. Спектр регистрировали в
режиме сканирования в диапазоне 40–450 m/z.

Биокатализаторы с активностью липазы “rPi-
chia/lip на силикагеле” (PLSi) и “rPichia/lip на угле-
родном аэрогеле” (PLC) получали путем адсорци-
онной иммобилизации рекомбинантной липазы
на соответствующих носителях. Для приготовле-
ния биокатализаторов типа PLSi, гранулы силика-
геля предварительно высушивали при 115°C в тече-
ние 4 ч. Высушенные гранулы (1.0 г) пропитывали
по влагоемкости буферным раствором липазы
(рН 7.0) с концентраций белка 10 ± 4 мг · мл–1, по-
мещали в плотно закрытый бюкс и выдерживали
5 ч при комнатной температуре (20 ± 2°C). Затем
пропитанные раствором липазы гранулы высу-
шивали в течение 1–2 сут в условиях окружаю-
щей среды до суховоздушного состояния. Коли-
чество иммобилизованной липазы (в мг · г–1) рас-
считывали с учетом концентрации белка и объема
пропиточного раствора, равного VΣ силикагеля
(0.8 см3 · г–1).

Биокатализаторы типа PLC были приготовле-
ны следующим образом. Гранулы МУА размером
3–4 мм заливали раствором липазы в буфере
(pH 7.0) с концентраций белка 2 ± 1 мг · мл–1, в со-
отношении вес носителя : об. раствора = 1 : 100 и
выдерживали в течение 1 сут при 20 ± 2°С при пе-
риодическом перемешивании. Затем раствор ли-
пазы декантировали, биокатализаторы много-
кратно промывали буферным раствором (0.02 М
фосфатный буфер, pH 7.0), помещали на бумаж-
ный фильтр для удаления избытка воды, и высу-

шивали в течение 1–2 сут в условиях окружаю-
щей среды до суховоздушного состояния. Вели-
чину адсорбции (в мг · г–1) рассчитывали с учетом
концентрации белка до адсорбции и после ее за-
вершения.

Приготовленные БКЛ исследовали в реакции
этерификации различных пар субстратов – насы-
щенной монокарбоновой кислоты (S1) и первич-
ного алифатического спирта (S2), различающих-
ся длиной углеродного скелета с количеством
атомов углерода от 2 до 18. Этерификацию суб-
стратов (более 60 пар S1 + S2) проводили в следую-
щих условиях: 22 ± 2°С; 1 бар; начальные концен-
трации S1 и S2 соответственно 0.25 ± 0.03 моль · л–1 и
0.50 ± 0.04 моль · л–1; растворитель – смесь гексана
и диэтилового эфира в соотношении 1 : 1 (об./об.).
Навески биокатализаторов заливали раствором S1
и определяли начальную концентрацию кислоты,
затем в реакционную среду добавляли S2 в двукрат-
ном молярном избытке. Содержание биокатализа-
торов в реакционной среде составило 20.8 мас. %
для “rPichia/lip на SiO2” и 0.8 мас. % для “rPich-
ia/lip на МУА”. Начальную скорость реакции
определяли по линейному участку кинетической
кривой убыли слабой органической кислоты (S1),
концентрацию которой анализировали методом
титриметрии с помощью этанольного раствора
NaOH с известной молярностью (0.0256 ±
± 0.0006 моль · л–1) с применением фенолфтале-
ина как индикатора точки эквивалентности. Ско-
рость реакции и ферментативную активность
биокатализаторов рассчитывали и выражали, со-
ответственно, в мкмоль · л–1 · с–1 и в единицах ак-
тивности (ЕА) на 1 г сухого биокатализатора (1 ЕА =
= мкмоль · мин–1). Результаты титриметрическо-
го и хроматографического анализов совпадали в
пределах экспериментальной ошибки, равной 10%.

Активность биокатализаторов измеряли в пери-
одических реакционных циклах, продолжитель-
ность каждого определялась временем достижения
конверсии кислоты не ниже 85%. В первом цикле
биокатализаторы проходили стадию кондицио-
нирования, при этом их активность увеличива-
лась в 2–4 раза. Это было обусловлено тем, что
внутри биокатализатора аккумулировалась вода,
образующаяся в ходе этерификации, и формиро-
валось благоприятное водное микроокружение
для адсорбированной липазы, поддерживающее
структуру молекул фермента в функциональной
гидратированной форме. После окончания этери-
фикации реакционную смесь, содержащую слож-
ный эфир, а также небольшое количество субстра-
тов S1 и S2, декантировали. Биокатализаторы мно-
гократно промывали растворителем – смесью
гексана и диэтилового эфира, затем дополни-
тельно выдерживали в этом же растворителе в
течение не менее 20 ч. Следующий реакционный
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цикл проводили с отмытым биокатализатором в
условиях, описанных выше.

Статистическую обработку результатов прово-
дили по критерию Стьюдента c доверительной ве-
роятностью 0.95, количество измерений n = 3–6.
Относительная ошибка не превышала 10% (ми-
нимум 6%).

Для расчета геометрии молекул субстратов ли-
пазы S1 и S2, использовали метод молекулярной
механики (Силовое поле ММ+) в пакете программ
HyperChem 7 (Hypercube Inc., США).

Компьютерное моделирование взаимодействия
молекулы TLL с одностенной углеродной нано-
трубкой было проведено с помощью молекулярно-
го докинга. Кристаллическая структура TLL с раз-
решением 2.3 Å была взята из базы данных PDB
(PDB ID: 4ZGB). Для моделирования использо-
вали форму липазы, у которой активный центр
находился в закрытой конформации [27]. Струк-
туры УНТ различного размера были получены в
программе Nanotube Modeler и оптимизированы в
Avogadro. Молекулярная стыковка мономера и ди-
мера липазы с нанотрубками различной длины и
диаметра была проведена с помощью программно-
го пакета AutoDock Vina 1.1.2, позволяющего прове-
сти гибкий докинг (flexible docking) с учетом по-
движности боковых остатков аминокислот, в част-
ности, GLU1A, LEU6A, LYS24A, LYS24B, ASN26B,
PRO29A, ARG84A, ARG84B, PRO136A, ASP137A,
LYS237A. Боковые остатки этих аминокислот
считались “гибкими” после проведения жесткого
докинга, во время которого были оценены наибо-
лее вероятные места связывания УНТ с липазой.
Размер бокса, в который была помещена липаза,
составил: x = 126; y = 118; z = 126. Пространствен-
ный центр липазы располагался в точке с коорди-
натами: x = 20.489; y = 49.005; z = 0.215. Расчeт был
сведен к автоматическому перебору пространствен-
ных конформаций и ориентаций нанотрубок в сай-
те связывания с липазой, чтобы получить комплекс
липаза-УНТ с минимальной свободной энергией
системы. Визуализация результатов моделирования
проводилась в программах MGLTools и PyMol.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследования биокатализаторов PLC типа ме-
тодом сканирующей электронной микроскопии
показали, что морфология поверхности исходно-
го МУА и БКЛ были практически одинаковыми:
отчетливо наблюдались хаотически переплетен-
ные УНТ, аналогично описанному в работе [19].
После адсорбции липазы “ажурность” 3D-струк-
туры углеродного аэрогеля уменьшалась; пере-
плетение УНТ, более утолщенных по сравнению
с исходным носителем, уплотнялось; обра-
зовывались гладкие пленки, вероятно, белкового
происхождения. Как видно из изображений, по-

лученных с помощью просвечивающего элек-
тронного микроскопа (ПЭМ), на стыках от пере-
плетения УНТ наблюдались аморфные отложе-
ния, очевидно, образованные адсорбированной
липазой rPichia/lip (рис. 1). Гранулы биокатали-
заторов PLC после высушивания уменьшались в
диаметре 1.5–2 раза по сравнению с исходными
гранулами МУА, полученными в каталитической
установке высокотемпературного пиролиза эти-
лена. После проведения первых двух-трех реак-
ционных циклов этерификации гранулы БКЛ на-
бухали из-за образования и аккумулирования во-
ды, образующейся в ходе реакции, внутри данных
биокатализаторов.

Учитывая текстурные параметры носителей –
силикагеля и углеродного аэрогеля, а также раз-
мер гидратированной молекулы липазы, были
рассчитаны величины поверхности, доступной
для адсорбции rPichia/lip, с учетом того, что поры
диаметром 20 нм и выше доступны для иммоби-
лизации. Величина доступной поверхности
(Sдоступ) силикагеля, равная 77 м2 · г–1, составила
51% от SудБЭТ. Для макропористого углеродного
аэрогеля, как видно из текстурных параметров, вся
поверхность SудБЭТ, равная 100 м2 · г–1, доступна для
адсорбции липазы. Несмотря на близкие величины
Sдоступ, величины адсорбции липазы на изученных
носителях различались на порядок. Биокатализа-
торы PLSi содержали от 6.2 – 14.0 мг · г–1 (количе-
ство мг белка на 1 г носителя). Величина адсорб-
ции rPichia/lip на МУА составила 100 ± 20 мг · г–1.

Каталитические свойства иммобилизованной
липазы, рассчитанные ранее из полной кинети-
ческой кривой Михаэлиса-Ментен с помощью
программного обеспечения Origin® (OriginLab
Corp., США), такие как максимальная скорость ре-
акции, константы Михаэлиса, каталитические
константы (k, с–1), зависели от химической при-
роды носителей: для липазы, иммобилизованной
на силикагеле, каталитическая константа, была в
~30 раз меньше, чем для rPichia/lip, адсорбиро-
ванной на МУА, а именно, значения k были
равны  3.7 c–1 и 1.1 × 102 c–1 соответственно. Мак-
симальные активности приготовленных БКЛ, из-
меренные в реакции этерификации гептановой
кислоты н-бутанолом, составили 22.3 ± 2.0 и
513.9 ± 44.4 ЕА · г–1 для биокатализаторов PLSi и
PLC соответственно [18].

Результаты систематического исследования суб-
стратной специфичности адсорбированной rPich-
ia/lip в зависимости от химической природы носи-
теля – гидрофильного силикагеля и гидрофобного
углеродного аэрогеля, представлены в виде матриц
относительных активностей (Аотн) в работах
[20, 21], а также в настоящей работе, в которой
наиболее подробно и полно изучена субстратная
специфичность биокатализаторов типа PLC по
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отношению к высокомолекулярным субстратам
S1 (С7 и выше). Было показано, что для обоих ти-
пов БКЛ характерной является широкая суб-
стратная специфичность в реакции синтеза ши-
рокого набора сложных эфиров насыщенных мо-
нокарбоновых (жирных) кислот и первичных
алифатических спиртов в очень мягких условиях
(20 ± 2°C, 1 бар), при этом за 2–4 ч достигалась
конверсия кислоты не ниже 85%.

Сравнительный анализ полученных результа-
тов также показал, что общими для двух типов
БКЛ были следующие свойства: 1) скорость син-
теза эфира гептановой кислоты с n- или iso-бута-
нолом (бутилгептаноата) была максимальной и в
расчетах Аотн принималась за 1 ед.; 2) в большин-
стве случаев скорость синтеза этиловых эфиров
(S2 – этанол, С2) была минимальной по сравне-
нию со скоростью этерификации с участием бо-
лее высокомолекулярных спиртов, в том числе,
пропанола, С3 и бутанола, С4; 3) скорость синтеза
сложных эфиров изомеров iso-С4–С5 кислот была
на 1–2 порядка ниже по сравнению с их линей-
ными молекулами, в то же время изомерия С4–С5
спиртов практически не влияла на скорость этери-
фикации [22]; 4) скорость реакции этерификации с
участием вторичных спиртов была на порядок ни-
же по сравнению с первичными; третичные спирты
в реакции этерификации не участвовали [20, 21].

Масштабные сравнительные исследования двух
типов приготовленных биокатализаторов с исполь-
зованием широкого набора пар субстратов S1 и S2
(более 60 пар) позволили получить многочислен-
ные экспериментальные результаты, провести их

анализ и сделать вывод о том, как химическая
природа носителей изменяет (модулирует) суб-
стратную специфичность иммобилизованной ре-
комбинантной липазы. Поскольку иммобилизо-
ванная липаза более “чувствительна” к субстрату
S1, то жирные кислоты C7, C9, C10, С12, C18 рассмат-
ривались индивидуально, а субстраты S2 (спирты)
были разделены на три группы в зависимости от их
полярности, характеристикой которой является
logP [28]: группа 1 (logP < 1) – это С2 (этанол), С3
(пропанол), C4 (бутанол), группа 2 (1 < logP < 4) –
это C5 (пентанол), C8 (октанол), группа 3 (logP > 4) –
это C10 (деканол), C11 (ундеканол), C12 (додека-
нол), C16 (гексадеканол).

Наблюдаемые различия в субстратной специ-
фичности БКЛ в зависимости от химической
природы (гидрофильности/гидрофобности) но-
сителей, используемых для адсорбционной им-
мобилизации rPichia/lip, представлены на рис. 2,
где серые колонки соответствуют – биокатализа-
торам типа PLSi, черные колонки – типа PLC.
Сравнение высоты колонок, соответствующих
Аотн, позволило обнаружить следующее. Значи-
тельные различия между биокатализаторами раз-
ных типов наблюдались при синтезе этиловых эфи-
ров (S2 – этанол, С2Н5ОН) различных по длине ЖК:
скорости реакций этерификации были значительно
выше для биокатализаторов PLC типа (“rPichia/lip
на МУА”), а именно, в 2.4–2.8 раза – для С4–6 кис-
лот [21] и 1.2–1.6 раз – для С7–18 кислот (рис. 2).
Известно, что этанол способен инактивировать
различные ферменты, в том числе, иммобилизо-
ванную rPichia/lip [29]. Поскольку гидрофоб-

Рис. 1. ПЭМ изображения участков биокатализатора PLC типа при различных увеличениях ×20 (а), ×10 нм (б). Стрел-
ками показаны аморфные отложения белковой природы (адсорбированной липазы).

10 nm20 nm(a) (б)
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ность исходного МУА в присутствии этанола зна-
чительно уменьшалась за счет адсорбции молекул
этилового спирта на УНТ, то, по-видимому, этот
адсорбент обладал способностью проявлять
“защитный” эффект, уменьшая локальную
концентрацию С2Н5ОН в микроокружении ли-
пазы. Для другого спирта из группы 1 – бутанола,
такого защитного эффекта уже не наблюдали. При
сравнении величин Аотн, например, в реакции син-
теза бутиловых эфиров гептановой С7 (рис. 2а) и
стеариновой С18 кислот (рис. 2г), оказалось, что
относительная активность БКЛ типов PLSi и PLC
уменьшилась в 1.3 (для С7) и 3.5 (для С18). Если S2
относился к группе 2, то относительная скорость
этерификации С7–18 кислот с участием БКЛ типа
PLC была также существенно, в 1.5–2 раза, ниже
(рис. 2), что было весьма неожиданным результа-
том. Если S2 относился к группе 3, то особых раз-
личий в относительных скоростях синтеза СЭ, в
большинстве случаев, не наблюдалось (рис. 2),
что также являлось неочевидным фактом. Общеиз-
вестно, что гидрофобные высокомолекулярные
субстраты S1 и S2 обладают более высоким срод-
ством к углеродной поверхности УНТ по сравне-
нию с SiO2, их приповерхностная концентрация
увеличивалась за счет гидрофобных взаимодей-
ствий с поверхностью, что могло приводить к уве-
личению скорости их этерификации. Однако эти
же взаимодействия могли уменьшить локальную
концентрацию субстратов вблизи иммобилизо-
ванной липазы или затруднять распад фермент-
субстратного комплекса, или препятствовать де-
сорбции СЭ как более высокомолекулярного и
более гидрофобного по сравнению с S1 и S2 про-
дукта реакции. В результате, скорость процесса
этерификации в целом не увеличивалась. Таким
образом, гидрофильный PLSi являлся более эф-
фективным биокатализатором синтеза высоко-
молекулярных СЭ по сравнению с гидрофобным
PLC.

В настоящей работе были сделаны попытки об-
наружить корреляции между этерифицирующей
активностью БКЛ и физико-химическими харак-
теристиками субстратов липазы. Как видно на рис.
3а, полярность алифатических спиртов (S2), харак-
теризуемая величиной logP, линейно возрастала по
мере удлинения углеродной цепи их молекул. В то
же время, для изученных С7, С9 и С12 кислот (S1)
монотонной или корреляционной зависимости
активности биокатализатора от полярности S2 не
наблюдалось (рис. 3б). В результате многократ-
ных экспериментов было обнаружено, что ско-
рость синтеза эфиров бутанола С4 для всех изучен-
ных кислот была максимальной, а эфиров деканола
С10 – воспроизводимо минимальной (рис. 3б). Бы-
ло также показано, что деканол (дециловый
спирт, С10) оказывал негативное влияние как на

активность, так и на стабильность биокатализато-
ров типа PLSi: так, в течение семи реакционных
циклов этерификации гептановой С7 кислоты де-
канолом первоначальная активность БКЛ типа
PLSi упала в среднем в 3 раза (рис. 4а), тогда как
активность биокатализатора типа PLC за шесть
реакционных циклов уменьшилась в 1.4 раза
(рис. 4б). Биокатализаторы обоих типов проявля-
ли высокую активность и стабильность в реакции
синтеза бутилгептаноата (рис. 4).

Выраженное негативное влияние деканола (S2)
на функциональные свойства иммобилизован-
ной липазы rPichia/lip не зависело ни от природы
субстрата-кислоты (S1), ни от физико-химических
свойств адсорбентов: для БКЛ обоих типов наблю-
дались аналогичные зависимости, включая, мини-
мумы в скоростях реакции этерификации с уча-
стием деканола С10 (рис. 3б). Наиболее “глубо-
кий” минимум был характерен для реакции
этерификации додекановой кислоты (лаурино-
вой, С12) деканолом С10: так, этерифицирующая
активность БКЛ в реакции синтеза децил додека-
ноата (рис. 3б, 2) была в 3.2 раза ниже по сравне-
нию со скоростью синтеза бутиловых эфиров этой
кислоты. Для энантовой (гептановой, С7) и нона-
новой (пеларгоновой, С9) кислот (рис. 3б, 1 и 3),
различия в скоростях синтеза дециловых эфиров
этих кислот составило 2.2 раза. Интересным пока-
зался тот факт, что добавление одной СН2–группы
в молекулу деканола приводит к 2–4-кратному
увеличению активности биокатализатора
(рис. 3б). Эти данные можно попытаться объяс-
нить топологией активного центра фермента (Е),
а также процессами образования и распада фер-
мент-субстратного комплекса (ЕS1S2). Расчеты с
помощью программы HyperChem® показали, что
молекулы деканола и додекановой кислоты в
“растянутом” виде имеют близкие по величине
размеры, равные 1.3 ± 0.2 нм. По-видимому, угле-
родные цепи этих субстратов взаимодействуют
друг с другом наиболее эффективно за счет дис-
персионных (гидрофобных) взаимодействий
между метиленовыми (–СН2–) группами. Это
может приводить как к специфической блоки-
ровке активного центра, так и к затруднениям
распада комплекса ЕS1S2. Как показали исследо-
вания, максимальные скорости этерификации
наблюдали для гептановой кислоты и бутанола,
возможно, из-за небольших размеров их молекул,
0.95 и 0.6 нм соответственно. При увеличении
длины молекул субстратов липазы эффектив-
ность биокатализа падала. Более широкая специ-
фичность иммобилизованной липазы по отноше-
нию к спиртовому субстрату указывала на то, что
S2-связывающий сайт активного центра. липазы
по размеру более широкий, чем S1-связывающий,
что позволило подтвердить выводы о строении
активного центра липазы из T. lanuginosus, сде-
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ланные в работах [27, 30–33]: активный центр ли-
пазы типа RML, к которому относится TLL, рас-
положен близко к поверхности глобулы фермента
и имеет узкую щель для S1 (кислоты), и более ши-
рокую –для S2 (спирта).

С целью выяснения механизма взаимодей-
ствия липазы из T. lanuginosus с УНТ было прове-
дено компьютерное моделирование. Для модели-
рования были выбраны следующие объекты: мо-
номер и димер TLL, одностенные углеродные
нанотрубки диаметром 6.785 и 7.834 Å, длиной 50
и 100 Å. Были получены следующие результаты:
1) липаза TLL взаимодействовала с УНТ посред-
ством гидрофобных взаимодействий остатков
следующих аминокислот – лизина, аргинина, ас-
парагина, пролина, и π-катионных взаимодей-
ствий с остатком лизина (табл. 1, рис. 5); 2) энер-

гия взаимодействия между димером липазы и на-
нотрубкой не зависела от длины УНТ и составила
–28 ккал · моль–1; 3) энергия взаимодействия мо-
номера TLL c углеродной нанотрубкой в 2 раза
меньше, чем димера, поскольку число связей
уменьшается пропорционально; 4) учет in silico по-
движности боковых остатков аминокислот приво-
дил к снижению энергии на 3 ккал · моль–1 (в рас-
чете на мономер); 5) УНТ связывалась в щели меж-
ду двумя мономерами липазы (рис. 6); 6) активные
центры димера TLL, состоящего из мономеров А
и Б, находились на расстоянии на 6.6 и 25.8 Å
(0.66 и 2.58 нм) от УНТ (рис. 6). В этом случае для
объяснения наблюдаемых максимума и миниму-
ма на кривых рис. 3б, можно также предположить,
что для низкомолекулярных С4–7 субстратов до-
ступны оба активных центра иммобилизованной

Рис. 2. Относительная активность (отн. ед.) биокатализаторов типа PLSi (серые колонки) и PLC (черные колонки) и
в реакции этерификации насыщенных жирных кислот: а – гептановой (энантовой, C7), б – нонановой, пеларгоновой,
C9), в – декановой (каприновой, C10), г –октадекановой (стеариновой, C18) алифатическими спиртами с различной
длиной углеродного скелета (n – количество атомов углерода).
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липазы, тогда как для высокомолекулярных суб-
стратов с количеством атомов углерода выше 10, до-
ступен преимущественно один активный центр, на-
ходящийся на расстоянии 25.8 нм от УНТ (рис. 6а).

Таким образом, в данной работе было установ-
лено, что функциональные свойства иммобилизо-
ванной рекомбинантной липазы rPichia/lip, такие
как активность и субстратная специфичность, из-
менялись (модулировались) в зависимости от хи-
мической природы носителя. Приготовленные
БКЛ существенно различались по каталитическим

свойствам: активность и каталитическая кон-
станта для биокатализатора “rPichia/lip на SiO2”
(тип PLSi) были в 20–30 раз ниже, чем для "rPich-
ia/lip на МУА” (тип PLC). Несмотря на широкую
субстратную специфичность обоих типов БКЛ,
синтез этиловых эфиров насыщенных монокар-
боновых кислот протекал более эффективно с
участием гидрофобного БКЛ типа PLC, тогда как
синтез высокомолекулярных эфиров с выражен-
ной гидрофобностью – с участием гидрофильно-
го типа PLSi. Для обоих типов приготовленных

Рис. 3. Полярность (logP) спиртовых субстратов S2 в зависимости от количества атомов углерода в молекуле (а), зави-
симость активности биокатализатора “rPichia/lip на МУА” от параметра logP (б) в реакции синтеза сложных эфиров:
1 – нонановой (пеларгоновой, С9), 2 – додекановой (лауриновой, С12), 3 – гептановой (энантовой, С7) кислот.
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Рис. 4. Зависимость активности (ЕА · г) биокатализаторов “rPichia/lip на силикагеле” (PLSi) (а) и “rPichia/lip на МУА”
(PLC) (б) от количества реакционных циклов этерификации гептановой С7 кислоты спиртами: 1 – дециловым (С10),
2 – гексадециловым (цетиловым, С16), 3 – бутиловым (С4).
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биокатализаторов максимальная скорость реакции
наблюдалась при этерификации гептановой С7
кислоты бутиловым спиртом, а минимальная – бу-
тановой кислоты дециловым С10 спиртом. Приго-
товленные активные и стабильные биокатализато-
ры PLSi и PLC типов, несомненно, обладают высо-
ким практическим потенциалом для “зеленых”
процессов низкотемпературного синтеза разнооб-
разных сложных эфиров.

Авторы благодарят Кузнецова В.Л. за предо-
ставленные образцы МУА, Рудину Н.А. и Ищен-

ко А.В. за проведение электронно-микроскопиче-
ских исследований биокатализаторов PLC типа.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования РФ
в рамках государственного задания Института ка-
тализа СО РАН (проект НИР 0239-2021-0005).

Работы по молекулярному моделированию про-
ведены в рамках государственного задания Сева-
стопольского государственного университета (про-
ект НИР FEFM-2020-0003).

Таблица 1. Взаимодействия между димером TLL, состоящим из двух мономеров А и В, и одностенной УНТ*

* Длина углеродной нанотрубки 50 Å.

Аминокислотный остаток Длина связи Атом УНТ Атом белка

Гидрофобные взаимодействия
24A LYS 3.43 5195 226
24A LYS 3.22 5150 227
24B LYS 3.34 5117 2763
29A PRO 3.67 5508 277
84A ARG 3.83 5226 761
84B ARG 3.54 5437 3295

Взаимодействие с аспарагином
26B ASN 3.92 5428 2786

π-Катионные взаимодействия
24B LYS 5.38 5118, 5119, 5120, 5121, 5163, 5165

Рис. 5. Докинг димера TLL с одностенной УНТ длиной 50 Å, диаметром 7.834 Å (n = 10, m = 0). Указаны атомы, кото-
рые непосредственно взаимодействуют с УНТ. Атомам 226, 227, 761, 2763, 2786, 3295 (из табл. 1) соответствуют атомы
углерода в CH2, 277– атом углерода в CH.
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Modulation of the Catalytic Properties of Immobilized Recombinant Lipase
from Thermomyces lanuginosus in the Reaction of Esterification

by the Selection of the Adsorbent
G. A. Kovalenkoa, *, L. V. Perminovaa, A. B. Beklemisheva, b, M. B. Pykhtinab,

M. G. Holyavkac, d, V. A. Buchelnikovad, and V. G. Artyukhovc

a Boreskov Institute of Catalysis, Russian Academy of Sciences, Siberian Branch, Novosibirsk, 630090 Russia
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c Voronezh State University, Voronezh, 394018 Russia
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*e-mail: galina@catalysis.ru

Biocatalysts with lipase activity (ВLА) were prepared by adsorptive immobilization of recombinant lipase
(designated rPichia/lip) from thermophilic microscopic fungi Thermomyces lanuginosus produced by a genet-
ically engineered strain of methylotrophic yeast Komagataella phaffia (Pichia pastoris). Supports with differ-
ent physicochemical properties such as hydrophilic mesoporous silica (SiO2) and hydrophobic macroporous
carbon aerogel (MCA) were used as adsorbents. The enzymatic activity, substrate specificity, and operational
stability of ВLА have been systematically studied in the esterification of saturated fatty acids and aliphatic al-
cohols with the number of carbon atoms in the molecule from 2 to 18. Matrices of relative activities were com-
piled for more than 60 pairs of substrates – acid and alcohol, by comparing the rates of the esterification un-
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der similar conditions, which made it possible to identify differences in the specificity of ВLА depending on
the chemical nature of the adsorbents. It was found that for both types of biocatalysts, “rPichia/lip on SiO2”
(denoted PLSi) and “rPichia/lip on MCA” (denoted PLC), the maximum reaction rate was observed when
heptanoic acid (C7) was esterified with butyl alcohol (C4). Under the same conditions for the synthesis of
esters (20 ± 2°C, 1 bar, an organic solvent – a mixture of hexane and diethyl ether), in particular, butyl hep-
tanoate, rPichia/lip adsorbed on silica showed an order of magnitude lower activity than lipase adsorbed on
carbon aerogel. The catalytic constants, equal to 3.7 s–1 and 1.1 × 102 s–1, respectively, differed by a factor of
30. It was found that esters of short chain fatty acids C4–C7 and ethyl alcohol were synthesized 2–3 times fast-
er with the hydrophobic PLC type biocatalysts than with the hydrophilic PLSi type. At the same time, esters
of high molecular weight С9, 10, С18 acids and С8–С16 alcohols, which exhibit pronounced hydrophobicity,
were synthesized 1.5–2 times faster with PLSi type biocatalysts. The operational stability of the prepared bio-
catalysts was quite high: the prepared ВLАs retained 82–99% of their initial activity after more than 30 reac-
tion cycles, and the duration of each cycle to reach an acid conversion above 85% was several hours (4–6 h).

Keywords: recombinant lipase from Thermomyces lanuginosus, silica, carbon aerogel, adsorption of lipase,
biocatalysts, esterification, catalytic properties



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2022, том 58, № 5, с. 459–466

459
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Карбонильный стресс – повышение концентрации моносахаридов и активных дикарбонильных
соединений (глиоксаля и метилглиоксаля, MG), которое приводит к увеличению скорости образо-
вания конечных продуктов гликирования (КПГ). MG, добавленный в культуру Escherichia coli, тор-
мозил рост бактерий, при этом возрастало количество флуоресцирующих КПГ, связанных с белка-
ми. Действие нитроксила (HNO) на клетки зависело от степени аэрации бактериальной культуры.
Нитроксил снижал токсическое действие MG на бактериальную культуру, что выражалось в увели-
чении жизнеспособности клеток, оцениваемой по МТТ-тесту, и снижению автофлуоресценции
связанных с белками продуктов неферментативного гликирования. В условиях пониженной аэра-
ции цитопротекторное действие донора нитроксила – кислоты Пилоти, было более выражено. Ци-
топротекторный эффект HNO в условиях карбонильного стресса может быть связан с его антиок-
сидантным и антигликирующим действием. Результаты исследования важны для понимания меха-
низмов защитного и регуляторного действия НNO в клетках.

Ключевые слова: нитроксил, метилглиоксаль, карбонильный стресс, Escherichia coli
DOI: 10.31857/S0555109922050117

Понятие “карбонильный стресс” в биологиче-
скую науку ввел Бейнс в 1991 г. [1]. Оно аналогич-
но понятию “окислительного стресса”. Под кар-
бонильным стрессом понимают повышение кон-
центрации сахаров (глюкозы, дезоксиглюкозы,
фруктозы, рибозы и триозофосфатов) и активных
карбонильных соединений (АКС), которое при-
водит к увеличению скорости образования ко-
нечных продуктов гликирования (КПГ).

В биологических образцах идентифицировано
более 20 активных альдегидов и кетонов, основны-
ми из которых являются глиоксаль, метилглиок-
саль (MG), 3-деоксиглюкозон и малоновый диаль-
дегид. Наибольшей гликирующей активностью
обладают α,β-дикарбонильные соединения – гли-
оксаль и MG. Особого внимания заслуживает мети-
лглиоксаль, для которого также используют такие
названия, как: 2-оксопропаналь, пировиноградный
альдегид, пирувальдегид. Токсичное действие MG
обусловлено его способностью вступать в реакции с
амино- и SH-группами аминокислотных остатков
белков, формируя ковалентно связанные КПГ
(AGEs, Advanced Glycation End products): карбокси-
этиллизин (CEL, Nε(carboxyethyl)lysine), карбокси-
метиллизин (CML, Nε(carboxymethyl)lysine), ими-

дазолоны, аргпиримидины и кросс-сшитые диме-
ры лизина с MG (MOLD, methylglyoxal-derived
lysine dimers) [2, 3]. Такие модификации изменяют
структуру, заряд и конформацию белка, вследствие
чего нарушается функция белка и его способность
к протеолитической деградации. Отметим также, что
наряду с термином “карбонильный стресс” в литера-
туре используется и термин “дикарбонильный
стресс”, подчеркивающий тот факт, что некоторые
АКС, например, тот же MG, содержат две карбо-
нильные группы [4].

Карбонильному стрессу подвержены и бакте-
риальные клетки в условиях резкого перехода на
субстраты с высокой концентрацией углеводов или
в стационарной фазе [5]. Избыточное образование
активных форм кислорода (АФК) может быть еще
одним механизмом развития карбонильного стрес-
са в прокариотической клетке. Впервые нефермен-
тативное гликирование белков в бактериях было
показано в работах Мироновой с соавт. [6, 7]. Гли-
кировался γ-интерферон человека, экспрессируе-
мый в клетках Escherichia coli. Пеппер с соавт. [8]
обнаружили увеличение количества гликирован-
ных белков при выращивании E. coli в стационар-
ной фазе и при добавлении глюкозы в среду LB. В
работе [9] удалось выделить неферментативно
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гликированный легоглобин (гемоглобин бобовых
растений) из клеток E. coli, содержащих плазмиду
с геном этого белка. И в работах группы Мироно-
вой [6, 7], и в ранее опубликованной работе авто-
ров [9] неферментативному гликированию подвер-
гались рекомбинантные белки, которые экспресси-
руются в большом количестве и накапливаются
внутри клетки.

Карбонильный стресс тесно связан с окисли-
тельным [10–12]. При взаимодействии амино-
кислот с MG образуются свободнорадикальные
интермедиаты: катион-радикал основания Шиф-
фа и анион-радикал MG (семидион) [11]. При на-
личии кислорода в среде анион-радикал MG мо-
жет восстанавливать кислород до супероксид-
аниона  [11]. Образуемый в аэробной среде

 инициирует цепные реакции перекисного
окисления липидов (ПОЛ), в результате которых
образуются новые АКС [11, 13, 14]. Таким обра-
зом, карбонильный стресс способствует разви-
тию окислительного стресса и, наоборот, окисли-
тельный стресс усиливает карбонильный.

В настоящее время ведется поиск новых пре-
паратов, которые могли бы ингибировать реак-
ции неферментативного гликирования. Считает-
ся, что основными механизмами ингибирования
гликирования могут быть удаление карбониль-
ных и радикальных соединений, которые увели-
чивают образование КПГ, а также хелатирование
ионов металлов, таких, как железо и медь.

В различных экспериментальных системах
in vitro и in vivo было показано, что оксид азота
(NO) и его доноры ингибируют образование КПГ
и, тем самым, минимизируют негативные по-
следствия их образования [12, 15–18]. Антиглики-
рующее действие NO во многом обусловлено его
антиоксидантными и антирадикальными свой-
ствами [19, 20]. Еще более сильным антиокси-
дантном является нитроксил (НNO) – продукт
одноэлектронного восстановления и протониро-
вания NO. Этот метаболит NO может влиять на
реакции неферментативного гликирования био-
молекул, выступая в роли антигликирующего ве-
щества.

Цель работы – выяснение, может ли нитрок-
сил оказывать защитное действие на клетки E. co-
li, культивируемые в условиях, моделирующих
карбонильный стресс.

МЕТОДИКА
В работе были использованы следующие реак-

тивы: цитохром с из сердца лошади, метилглиок-
саль, HEPES, МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-
2,5-дифенилтетразолиум бромид) – “Sigma-Al-
drich” (США); среда LB – “AppliChem” (Герма-
ния); соль Ангели (Angeli’s salt, триоксодинитрат

( )−i
2O

−i
2O

натрия), кислота Пилоти (Piloty’s acid, N-гид-
роксибензолсульфонамид) – “Cayman Europa”
(Эстония).

Определение антигликирующей активности нит-
роксила. Антигликирующую активность нитрок-
сила изучали в реакции с MG. Реакционная смесь
содержала 0.6 мМ цитохрома с в 50 мМ К-фос-
фатном буфере (pH 7.4), 55 мМ MG. В качестве
донора нитроксила использовали соль Ангели в
концентрациях 2, 4, 6, 8, 10 мМ. В качестве стан-
дартного антигликирующего соединения (поло-
жительный контроль) использовали аминогуани-
дин. Оценивали способность различных концен-
траций антигликирующих веществ подавлять
развитие флуоресценции, обусловленной образо-
ванием КПГ в ходе инкубации цитохрома с MG.
Реакционную смесь инкубировали в течение 24 ч
при 37°С. За накоплением КПГ следили по изме-
нению флуоресценции при λвозб = 320 нм, λисп =
= 440 нм. Перед измерением образцы белка диа-
лизовали против 50 мМ К-фосфатного буфера
(pH 7.4). Измерение проводили на спектрофлуо-
риметре Shimadzu RF-5302 PC (“Shimadzu”, Япо-
ния) в 0.5 мл микрокювете при средней скорости
сканирования, высокой чувствительности (по
маркировке прибора), ширине щели возбуждаю-
щего света 5 нм и испускаемого света 10 нм.

Выращивание клеток E. coli. В работе были ис-
пользованы клетки Escherichia coli штамм TB-1.
Клеточную суспензию (1 мл), хранившуюся в
растворе глицерина при температуре –70°С, вы-
севали в жидкую среду LB и культивировали в те-
чение 15 ч при 37°С на термошейкере фирмы
“Биоком” (Россия) с частотой 200 об./мин до оп-
тической плотности 0.096 ед. при 600 нм (OD600).
Полученную культуру использовали для заcева
серии колб объемом 350 и 150 мл с 60 мл жидкой
среды LB, коэффициент заполнения колбы 0.17 и
0.43 соответственно до OD600 = 0.02–0.03. В нача-
ле логарифмической фазы роста (OD600 = = 0.12–
0.15), через 2 ч после начала культивирования
вносили раствор MG (до концентрации 3 мМ)
и/или кислоту Пилоти (до концентрации 1 мМ),
длительно высвобождающую HNO. Концентра-
цию клеток в культуре измеряли через каждые 2 ч
по величине OD600 в 0.1 см кювете на спектрофо-
тометре Carу 300 (“VarianBio”, США). Через 8 ч
(середина логарифмической фазы роста) отбира-
ли пробы культуры для оценки жизнеспособно-
сти клеток. Через 24 ч (стационарная фаза) отби-
рали клетки для получения белкового экстракта
для оценки флуоресцирующих продуктов нефер-
ментативного гликирования.

Получение белкового экстракта из клеток E. coli.
Белковый экстракт получали из 24-часовой куль-
туры клеток. Бактериальную суспензию (1 мл) от-
мывали от компонентов питательной среды трех-
кратным центрифугированием (10000 g, 5 мин) в
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0.1 М К-фосфатном буфере (pH 7.4) и нормирова-
ли до OD600 = 0.24. К отмытой суспензии клеток
добавляли лизоцим (20 мкг/мл) и инкубировали в
течение 1 ч при 37°С. Затем клетки разрушали
ультразвуком (три цикла по 1 мин) на ультразву-
ковом дезинтеграторе Soniprep 150 (“MSE”, Ве-
ликобритания) при мощности 3 кГц, охлаждая
образцы между циклами. Суспензию разрушен-
ных клеток центрифугировали в течение 20 мин
при 15000 g для получения фракции растворимых
белков.

Измерение флуоресценции растворимых белков.
В супернатанте, полученном, как описано выше,
регистрировали автофлуоресценцию при λвозб =
= 325 нм и λисп = 490 нм. Измерения проводили
на спектрофлуориметре Shimadzu RF-5302 PC в
микрокювете на 0.5 мл при низкой скорости ска-
нирования, высокой чувствительности (по мар-
кировке прибора), ширине щели возбуждающего
и испускающего света 5 нм.

Определение жизнеспособности клеток E. coli.
Жизнеспособность клеток оценивали по скоро-
сти восстановления МТТ в нерастворимый фор-
мазан. К 100 мкл культуры клеток (8 ч роста) в
400 мкл среды LB добавляли 100 мкл МТТ
(5 мг/мл) и инкубировали при 37°С в течение ча-
са. Образовавшиеся кристаллы формазана отде-
ляли центрифугированием при 13000 g в течение
5 мин и растворяли в 0.5 мл изопропанола. Количе-
ство формазанов определяли спектрофотометри-
чески, используя коэффициент миллимолярной
экстинкции ε560 = 7.2 мМ–1 см–1. Перед регистраци-
ей образцы разбавляли в 10 раз в изопропаноле.
Спектрофотометрические измерения проводили на
спектрофотометре Carу 300 в кювете с длиной опти-
ческого пути 1 см.

Статистический анализ. Все результаты пред-
ставляли в виде средних значений 4–6 измерений ±
± стандартное отклонение. Статистическую об-
работку результатов выполняли с помощью Mic-
rosoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Антигликирующее действие нитроксила в реак-

ции цитохрома с с метилглиоксалем. Поскольку в
литературе отсутствуют данные о влиянии нит-
роксила на процессы неферментативного глики-
рования и модификацию белков метилглиокса-
лем, было исследовано антигликирующее дей-
ствие нитроксила в экспериментальной системе,
моделирующей карбонильный стресс.

В качестве объекта использовали цитохром с –
модельный гемовый белок, поскольку белки это-
го класса содержатся и в прокариотах. Антигли-
кирующую активность оценивали в реакции с
MG. MG был выбран в качестве гликирующего
агента, поскольку это наиболее активное дикар-

бонильное соединение, образующееся во всех
живых организмах, в том числе и в бактериях [5].
В качестве донора нитроксила использовали соль
Ангели [21], которая в настоящее время является
одним из наиболее часто используемых доноров
HNO/NO–, особенно в фармакологических ис-
следованиях. Соль Ангели высвобождает нитрок-
сил, спонтанно разлагаясь в диапазоне pH 4–8.
Антигликирующую активность нитроксила срав-
нивали с аминогуанидином.

Поскольку некоторые КПГ (пентозидин, гид-
роимидазолон) активно флуоресцируют, это
свойство использовали для регистрации их на-
копления в реакционной среде. На рис. 1 пред-
ставлены кривые, отражающие уровень КПГ, об-
разованных в реакции MG с цитохромом с через
24 ч. В присутствии донора нитроксила (соли Ан-
гели) образование КПГ замедлялось. Соль Анге-
ли показала значения концентрации полумакси-
мального ингибирования IC50 = 1.7 мМ. Антигли-
кирующая активность аминогуанидина в данной
реакционной системе оказалась ниже, чем у до-
нора HNO/NO–. Это объясняется принципиально
разными механизмами действия данных соедине-
ний на реакции неферментативного гликирования.
Аминогуанидин является хорошей ловушкой MG,
образуя нереакционноспособные аддукты. Дей-
ствие нитроксила, вероятно, связано с его способ-
ностью снижать уровень свободнорадикальных
интермедиатов реакции неферментативного гли-
кирования, поскольку в данной системе он может
выступать в качестве восстановителя свободных
радикалов.

В литературе имеются данные о взаимодействии
NO с продуктами неферментативного гликирова-
ния [15, 16]. В то же время в работе [16] показано,
что различные доноры NO ингибировали обра-
зование пентозидинов. Это обусловлено спо-
собностью NO перехватывать свободные ради-
калы, возникающие в реакциях неферментатив-
ного гликирования (анион-радикал MG, катион
радикал диалкилимина, основания Шиффа, су-
пероксидный анион-радикал), которые форми-
руются в ходе реакций аминокислот или белков с
MG [11, 14].

Влияние нитроксила и метилглиоксаля на рост
клеток E. coli. Учитывая, что в экспериментах in vitro
нитроксил проявил себя как антигликирующий
агент, было проверено его влияние на клетки E. coli,
выращенные в присутствии MG. В качестве доно-
ра HNO/NO– использовали кислоту Пилоти, ко-
торая медленно (kmax ~ 10–3–10–4 с–1 при 25°C) вы-
деляет HNO [21]. MG (конечная концентрация
3 мМ) и кислоту Пилоти (конечная концентрация
1 мМ) вносили в среду культивирования в начале
логарифмической фазы роста. Предварительно
было показано, что кислота Пилоти в концентра-
ции 1 мМ не ингибирует рост бактерий.
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Поскольку биологический эффект нитроксила
зависит от концентрации кислорода [22], в экспе-
рименте использовали два типа культур: расту-
щие в условиях нормальной аэрации (коэффици-
ент заполнения колбы 0.17) и растущие в условиях
с пониженной аэрацией (коэффициент заполне-
ния колбы 0.43). Известно, что снижение содер-
жания кислорода в среде культивирования спо-
собствует развитию карбонильного стресса в
клетках бактерий из-за активации гликолиза [5].

Добавление MG приводило к полному подав-
лению роста бактерий, выращенных при снижен-
ном уровне аэрации, в период с 2 до 10 ч (рис. 2а),
в то время как в хорошо аэрируемых культурах
происходило лишь замедление роста (рис. 2б).
Также различалось и влияние кислоты Пилоти на
эти культуры. В первом случае HNO/NO– оказы-
вал цитопротекторное действие (рис. 2а), во вто-
ром случае эффект был незначительным (рис. 2б).

Флуоресценция растворимой фракции белков
клеток E. coli. В клетках E. coli помимо добавлен-
ного MG, в процессе культивирования образуют-
ся собственные активные карбонильные соеди-
нения, участвующие в реакциях неферментатив-
ного гликирования клеточных белков. Особенно
активно эти процессы протекают в культурах, на-
ходящихся в стационарной фазе [8, 9]. Поэтому
было изучено влияние нитроксила на накопление
связанных с белками КПГ через 24 ч культивиро-
вания, когда клетки находятся в стационарной

фазе. Образование КПГ оценивали по их флуо-
ресценции.

В слабо аэрируемых культурах уровень КПГ
практически в 2 раза превышал их уровень в нор-
мально аэрируемых культурах (рис. 3). Это объяс-
няется активацией гликолиза и связанной с этим
повышенной продукцией MG. Добавка MG к
обоим типам культур усиливала образование
КПГ ~ на 25%, в то время как добавка нитрокси-

Рис. 1. Влияние различных концентраций антигли-
кирующих веществ на флуоресценцию конечных
продуктов гликирования (КПГ, %), образованных в
реакции цитохрома с с MG: 1 – донор нитроксила
(соль Ангели), 2 – аминогуанидин.
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Рис. 2. Влияние MG и донора нитроксила (кислота
Пилоти) на рост клеток E. coli в условиях пониженной
(а) и нормальной аэрации (б): 1 – без добавок, 2 –
кислота Пилоти, 3 – MG, 4 – MG и кислота Пилоти.
Стрелками отмечено добавление MG и/или кислоты
Пилоти.
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ла – снижала ~ на 15%. Антигликирующее дей-
ствие нитроксила на клетки E. coli было более
выражено в присутствии MG. В слабоаэрируе-
мых культурах нитроксил снижал содержание
КПГ до уровня контрольного варианта (без до-
бавок) (рис. 3a).

Жизнеспособность клеток E. coli. Цитотокси-
ческое и цитопротекторное действие MG и
HNO/NO– на бактерии оценивали по восстанов-
лению МТТ цитоплазматическими дегидрогена-
зами до нерастворимого формазана, количество
которого коррелировало с метаболической ак-
тивностью клеток и способностью к делению
(МТТ-тест). Показатели МТТ-теста у слабо аэри-
руемых культур E. coli были на 20% ниже, чем у
нормально аэрируемых (рис. 4). При действии
MG количество формазанов в обоих типах куль-
тур было ниже, чем в контрольном варианте: на
40% в слабо аэрируемых и на 20% в нормально аэ-
рируемых. Нитроксил оказывал цитопротектор-
ное действие только на бактериальные культуры,
выращенные в условиях пониженной аэрации
(рис. 4). Эти результаты подтверждаются также
кривыми роста бактерий на рис. 2.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Карбонильный стресс у прокариотов протека-
ет отлично от эукариотов. Подробно особенности
карбонильного стресса у бактерий описаны в об-
зоре [16]. Основные факторы, способствующие
его развитию у прокариотов – интенсивный ме-
таболизм углеводных субстратов и избыточное
образование АФК (окислительный стресс). Боль-
шие количества АФК часто образуются в стацио-
нарной фазе роста, когда бактерии испытывают
дефицит питательных веществ и переходят в со-
стояние с пониженной метаболической активно-
стью, образуя так называемые переживающие
формы – некультивируемые, но жизнеспособные
(VBNC – Viable But Non-Culturable) [23]. Неспо-
собность таких клеток к делению в сочетании с
замедленным метаболизмом и окислительным
стрессом благоприятствует накоплению гликиро-
ванных аддуктов [8].

В бактериях помимо ферментативного пути
генерации MG, его источником может быть не-
ферментативная деградация триозофосфатов (ди-
гидроксиацетон фосфата и глицеральдегид-3-фос-
фата) [5]. При длительной стационарной фазе не-
ферментативный путь образования MG может
превалировать над ферментативным. Если в ак-
тивно делящихся клетках в экспоненциальной фа-
зе происходит “разбавление” концентрации гли-
кированных белков в последующих поколениях
клеток, то клетки в стационарной фазе являются
своего рода аккумуляторами повреждений, вы-
званных MG и другими АКС.

Показано, что в некультивируемых клетках
E. coli повреждена ферментативная антиоксидант-
ная система, поэтому такие клетки характеризуют-
ся высоким уровнем окислительно модифициро-
ванных белков и других биомолекул [24], низким
уровнем экспрессии универсального стрессового
белка A (UspA) [25] и повышенным уровнем экс-
прессии стрессовых регулонов: Rpos, SoxRS,
RpoH, RpoE, CpxR [23]. Это объясняет 3-4-крат-
ное повышение уровня неферментативно глики-
рованных белков и нуклеиновых кислот в VBNC
культуре E. coli по сравнению с клетками экспо-
ненциальной фазы [8, 9].

Рис. 3. Флуоресценция (отн. ед.) растворимой фрак-
ции белков клеточного экстракта E. coli, выращенной
в условиях пониженной аэрации (а) и нормальной
аэрации (б).
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Карбонильный стресс тесно связан не только с
АФК, но и с активными метаболитами NO (нит-
розативный стресс). В бактериях может работать
несколько путей образования NO и НNO/NO–:
первый – восстановление нитратов до аммиака че-
рез нитрит и второй – окисление аммиака до нит-
рита через гидроксиламин. В анаэробных условиях
гидроксиламиноксидоредуктаза (КФ 1.7.3.4) окис-
ляет NH2OH до NO2

– через промежуточные про-
дукты – HNO и NO, диссоциирующие от фер-
мента. Если второй путь присущ почвенным де-
нитрифицирующим бактериям [26], то первый
характерен и для кишечной микрофлоры, вклю-

чая E. coli [27, 28]. Еще один путь генерации NO –
неферментативное восстановление нитритов при
подкислении среды, например, при продукции
молочной кислоты, а E. coli может превращать
нитрит в NO и при нейтральном рН за счет рабо-
ты различных нитритредуктаз [28, 29]. E. coli мо-
жет также использовать нитрат в качестве конеч-
ного акцептора электронов при недостатке кис-
лорода в среде [28].

У денитрификаторов и некоторых патогенов
описаны редуктазы NO, катализирующие образо-
вание HNO, быстро превращающегося в N2O [30].
Такой же процесс возможен и при восстановлении
NO бактериальным флавогемоглобином (Hmp)
[31], причем синтез самого Hmp при аноксии за-
пускается через нитрозилирование кластеров
4Fe-4S в транскрипционном регуляторе FNR. Нит-
роксил может образовываться при перекисном
окислении азотсодержащих субстратов (гидроксил-
амина, гидроксимочевины, гидроксамовых кис-
лот), катализируемом гемовыми белками [32], в
ходе неферментативных реакций NO с тиолами
[33] и за счет распада динитрозильных комплек-
сов железа (ДНКЖ) – физиологических доноров
NO [34, 35].

Нитроксил – короткоживущее соединение,
которое сложно детектировать в организмах. В
бактериях обнаружены метаболиты различной
структуры, к которым присоединена нитроксиль-
ная группа. Многие такие метаболиты существу-
ют как нитроксильные радикалы. Например, у
Micrococcus luteus идентифицированы гидроксил-
аминные соединения (лизодектоза и аммониге-
нин), переходящие в долгоживущие нитроксиль-
ные радикалы [36]. В биологических системах
нитроксильный анион может функционировать и
как антиоксидант, и как прооксидант. При повы-
шении концентрации кислорода происходит ин-
версия антиоксидантных свойств нитроксила в
прооксидантные, а в гипоксических условиях зна-
чительно снижается токсичность этого соединения
[22, 37, 38].

Имеются многочисленные сведения об анти-
оксидантном и антирадикальном действии нит-
роксила. Так, в условиях окислительного стресса
HNO/NO– повышает выживаемость дрожжевых
клеток, дефицитных по коэнзиму Q, и ингибиру-
ет перекисное окисление липидов (ПОЛ) [39],
что, по-видимому, обусловлено восстановлением
липидных свободных радикалов. Доноры нит-
роксила – соль Ангели и кислота Пилоти количе-
ственно ингибируют ПОЛ в гомогенезированном
препарате сердечной мышцы крыс [40]. Нитрок-
сил может снижать продукцию супероксида как
за счет ингибирования НАДН-оксидазы [41], так
и за счет ингибирования активности I и II ком-
плексов дыхательной цепи митохондрий [42]. Ан-
тиоксидантное действие нитроксила может быть

Рис. 4. Количество формазанов (%), образованных
после 1-часовой инкубации с МТТ клеток E. coli, вы-
ращенных в условиях пониженной аэрации (а) и нор-
мальной аэрации (б).
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связано и с образованием ДНКЖ [34, 35], по-
скольку нитрозильные комплексы гемового и не-
гемового железа являются эффективными анти-
оксидантами [19, 20].

Прооксидантное действие HNO/NO– прежде
всего определяется его реакцией с кислородом, в
которой образуется пероксинитрит (ONOO–) –
сильный окислитель, вызывающий необратимую
модификацию белков, мутации и разрыв ДНК
[22, 37, 38, 43]. В отличие от реакции NO с су-
пероксидом, эта реакция не контролируется су-
пероксиддисмутазой (КФ 1.15.1.1). Автоокисле-
ние HNO обычно происходит в клеточных мем-
бранах, где концентрация антиоксидантов низка.
К тому же NO−, восстанавливая ионы металлов
переменной валентности, катализирует образова-
ние гидроксильного радикала в реакции Фенто-
на. Это объясняет отсутствие положительного
эффекта нитроксила на хорошо аэрируемую бак-
териальную культуру. В этом случае повышение
концентрации кислорода в культуральной среде
способствует как образованию пероксинитрита,
так и появлению супероксида в реакциях нефер-
ментативного гликирования. Нитроксил спосо-
бен подавлять дыхание, ингибируя цитохромы
за счет модификации специфических остатков
цистеина [27, 42] и образования железонитро-
зильных комплексов с гемом в реакции восста-
новительного нитрозилирования [43]. Также
нельзя исключить ингибирующее действие HNO
на ключевой фермент гликолиза – 1,3-дифосфо-
глицератдегидрогеназу (КФ 1.1.1.95) [44]. При-
чем токсичность HNO выше для микроорганиз-
мов, у которых существенный вклад в получение
энергии вносит гликолиз [45].

Цитопротекторное действие нитроксила на бак-
терии при пониженной аэрации можно объяснить
проявлением его антиоксидантных и антигликиру-
ющих свойств. Помимо непосредственного анти-
оксидантного или прооксидантного действия,
HNO/NO– может влиять на метаболизм клетки за
счет модификации железо-гемовых белков, а также
белков, содержащих реакционноспособные тиолы
и Fe-S-кластеры [27, 46]. Эти белки выполняют
сигнальную и регуляторную функцию, что при-
водит к изменению экспрессии генов и синтезу
защитных ферментов. Причем HNO, в отличие от
NO, может непосредственно взаимодействовать с
тиолами, тиолсодержащими белками и окислен-
ным гемовым железом. Влияние нитроксила на
метаболизм может быть также связано с NO, ко-
торый образуется либо в результате окисления
HNO двухэлектронными окислителями, (напри-
мер, ФАД), либо при восстановительном нитро-
зилировании гемопротеидов HNO.

Таким образом, нитроксил защищал слабо аэ-
рируемые клетки E. coli от карбонильного стрес-
са, индуцированного MG. Этот цитопротектор-

ный эффект может быть обусловлен снижением
уровня ассоциированных с белками свободных ра-
дикалов и продуктов неферментативного глики-
рования, возникающих при взаимодействии ами-
нокислотных остатков с MG. Нитроксил также
может выполнять сигнально-регуляторную функ-
цию в клетке. Полученные результаты могут быть
полезны при разработке новых фармакологиче-
ских препаратов на основе доноров нитроксила.
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Influence of Nitroxyl on Escherichia coli Cells Grown under Carbonil Stress Conditions
E. I. Nasybullinaa, I. S. Pugachenkoa, O. V. Kosmachevskayaa, and A. F. Topunova, *

a Bach Institute of Biochemistry, Federal Research Center of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences,
Moscow, 119071 Russia

*e-mail: aftopunov@yandex.ru

Carbonyl stress is an increase in the amount of monosaccharides and active dicarbonyl compounds (glyoxal
and methylglyoxal (MG)), which leads to the raising of the rate of advanced glycation end products (AGEs)
formation. MG added to Escherichia coli culture inhibited the growth of bacteria, while the number of f luo-
rescent proteins-associated AGEs increased. The effect of nitroxyl (HNO) on cells depended on the level the
bacterial culture aeration. Under reduced aeration conditions, the cytoprotective effect of a nitroxyl donor –
Pilote’s acid was more pronounced. Nitroxyl reduced the toxic effect of MG on bacterial culture, which was
expressed in the increase of cell viability, assessed by the MTT test, and in the decrease of the autofluores-
cence of non-enzymatic glycation products associated with proteins. The cytoprotective effect of HNO at
carbonyl stress conditions may be associated with its antioxidant and antiglycemic effect. The results of the
study are important for understanding the mechanisms of protective and regulatory action of HNO in cells.

Keywords: nitroxyl, methylglyoxal, carbonyl stress, Escherichia coli
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Исследована роль биосинтеза кадаверина в адаптации Escherichia coli к действию пероксида водоро-
да. Показано дозозависимое увеличение уровня экспрессии генов ldcC и cadA, кодирующих фер-
менты синтеза кадаверина, в клетках, подвергнутых действию экзогенного пероксида водорода. Об-
наружена обратная зависимость чувствительности бактерий от уровня внутриклеточного кадавери-
на в момент добавки пероксида водорода. Также установлено, что чувствительность бактерий к
пероксиду водорода зависела от способности синтезировать кадаверин (наличия генов ldcC и cadA).
В частности, скорость отмирания клеток, неспособных синтезировать кадаверин, была выше по
сравнению с клетками способными к его синтезу. Чувствительность к пероксиду водорода увеличи-
валась в ряду изогенных штаммов с генотипом: дикий тип < ΔcadA < ΔldcC < ΔldcCΔcadA. Показана
также роль накопления активных форм кислорода, в том числе пероксида водорода, в активации ге-
нов ldcC и cadA в клетках, подвергнутых воздействию антибиотика левофлоксацина.

Ключевые слова: окислительный стресс, кадаверин, полиамины, лизиндекарбоксилаза, перекись во-
дорода, активные формы кислорода
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Пероксид водорода традиционно используют
в качестве биоцидного средства и применяют в
медицине, пищевой индустрии и промышленном
производстве для дезинфекции и стерилизации по-
верхностей и инструментов, помещений и готовой
продукции, для обработки воды, в качестве анти-
септика и компонента лекарственных средств [1].
Для обработки применяют пероксид водорода в
виде водного раствора или в более эффективной га-
зообразной форме [2]. Одним из преимуществ
Н2О2 по сравнению с другими дезинфектантами
является его сравнительно быстрое разложение до
нейтральных продуктов и низкие уровни остаточ-
ной концентрации. Н2О2 проявляет активность в
отношении широкого спектра микроорганизмов, в
том числе вирусов, бактерий, грибов, простей-
ших, устойчивых покоящихся форм бактерий и
простейших – эндоспор и цист соответственно, а
также, возможно, прионов [3, 4].

Н2О2 относят к активным формам кислорода
(АФК) и его биоцидное действие связано с окис-
лением ключевых биологических макромолекул.
Инициирование окисления пероксидом водорода
органических соединений может происходить за
счет непосредственного взаимодействия молекул,

либо вследствие образования высокореактивных
гидроксильных радикалов [5]. В частности, гидрок-
сильные радикалы, способные вызывать окисли-
тельное повреждение ключевых биомолекул (нук-
леиновых кислот, белков, липидов), образуются из
пероксида водорода в присутствии ионов металлов
с переменной валентностью (реакция Фентона).

В природных местах обитания микроорганиз-
мы испытывают воздействие Н2О2 естественного
происхождения. Пероксиды образуются в самой
микробной клетке, в частности, в качестве побоч-
ного продукта метаболизма у аэробных организ-
мов. Основной путь образования эндогенного
Н2О2 связан с нейтрализацией посредством реак-
ции дисмутации супероксидного аниона, который
образуется за счет переноса электрона с компонен-
тов дыхательной цепи непосредственно на кисло-
род [6]. В отсутствии стресса сохраняется баланс
между скоростью образования Н2О2 и его нейтра-
лизацией, поэтому концентрация АФК поддержи-
вается на постоянном, не наносящем ущерба уров-
не. В условиях воздействия естественных факторов
стресса разной природы концентрация Н2О2 в
клетке возрастает и наблюдается развитие окис-
лительного стресса [7, 8]. Образование в клетках
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АФК, в том числе Н2О2, может быть вызвано воз-
действием редокс-циклирующих соединений, ко-
торые катализируют перенос электрона на кис-
лород с образованием супероксидного аниона.
Редокс-циклирующие соединения могут иметь
искусственное происхождение или продуциро-
ваться живыми организмами (растениями, бак-
териями) [9]. Увеличение концентрации Н2О2 в
клетке до уровня способного вызвать поврежде-
ния может происходить за счет поступления его
из окружающей среды. Н2О2 может образовывать-
ся в водной среде в результате физико-химических
процессов, например, фотолиза воды. Кроме того,
источником Н2О2 могут служить другие биологиче-
ские объекты, например, лактобактерии и клетки
иммунной системы макроорганизма [10].

Поскольку бактерии постоянно подвергаются
воздействию Н2О2 в ходе эволюции у них сформи-
ровались механизмы защиты, позволяющие справ-
ляться с его повреждающим действием. Специаль-
ные ферменты (пероксидазы/каталазы), катализи-
руют разложение Н2О2 до нейтральных продуктов
[11]. Нейтрализовать АФК также способны ма-
лые антиоксидантные молекулы (глутатион, по-
лиамины, витамины С и Е, каротиноиды), хотя
следует отметить, что возможность синтеза ви-
таминов в качестве защитного ответа на окисли-
тельный стресс у прокариот не показана. Важную
роль в поддержании безопасного уровня свободных
радикалов играет контроль количества ионов же-
леза в клетке. Сохранять жизнеспособность в усло-
виях окислительного стресса позволяют системы
репарации макромолекул.

У Escherichia coli гены, кодирующие белки адап-
тации к пероксидному окислительному стрессу,
объединены в регулон под контролем транскрип-
ционного регулятора OxyR. Данный белок являет-
ся непосредственным сенсором пероксида водоро-
да, поскольку его переход в активную форму про-
исходит в результате окисления сульфгидрильных
групп имеющихся в его составе остатков цистеина
(С199 и С208) с образованием дисульфидной связи
за счет прямого контакта с Н2О2. Активация OxyR
приводит к согласованной индукции экспрессии
генов, кодирующих пероксидазы (katG, ahpCF),
репрессор транспорта железа из среды (fur), ком-
поненты системы восстановления глутатиона и
других тиоловых соединений (gor, trxC, grxA), ми-
ни-ферритин dps и другие белки и функциональ-
ные РНК [12].

Ранее было показано, что в ответ на воздей-
ствие Н2О2 в клетках E. coli активируется синтез
полиаминов (путресцина, спермидина и кадаве-
рина) [13]. Если защитная функция путресцина и
спермидина в условиях оксилительного стресса
продемонстрирована [13, 14], то вклад кадаверина
в адаптацию к действию пероксида водорода оста-
ется мало изученным.

Цель работы – исследование роли биосинтеза
кадаверина в адаптации E. coli к пероксидному
окислительному стрессу.

МЕТОДИКА
Материалы. Путресцин дигидрохлорид, кадаве-

рин дигидрохлорид, спермидин тригидрохлорид,
L-лизин моногидрохлорид, дансилхлорид, лево-
флоксацин, орто-нитрофенил-β-D-галактопира-
нозид – производства “Sigma” (США). Раствори-
тели, кислоты, пероксид водорода – призводства
фирмы “Вектон” (Россия), додецилсульфат на-
трия – “Fluka” (США), полиамины содержали
не ниже 98% основного компонента.

Объекты исследования. В качестве объектов
исследования использованы штаммы Escherichia
coli дикого типа (BW25141) и изогенные ему
штаммы с делецией гена ldcC (BW25141ΔldcC)
или гена cadA (BW25141ΔcadA), а также с делеци-
ей обоих генов, кодирующих лизиндекарбокси-
лазу (BW25141ΔldcCΔcadA) [15].

Для определения уровня экспрессии генов ис-
пользованы штаммы E. coli, несущие транскрипци-
онные генные слияния ldcC::lacZ (штамм SHT40,
производный от штамма GC4468) или cadA::lacZ
(штамм SHT45, производный от штамма GC4468)
[15]. Штамм E. coli BGF931, несущий генное сли-
яние katG::lacZ, предоставлен профессором Б. Дем-
плом (Stony Brook University Medical School,
США) [6].

Штаммы E. coli BW25141 и GC4468 получены
из коллекции CGSC (Йельский университет,
США).

Определение уровня экспрессии генов. Уровень
экспрессии генов оценивали методом Миллера
по активности β-галактозидазы в экстрактах кле-
ток, несущих слияние промоторной части иссле-
дуемого гена со структурной частью гена lacZ и
предварительно обработанных хлороформом и
додецилсульфатом натрия [16].

Клетки культивировали в колбах Эрленмейера
объемом 250 мл, содержащих 50 мл бульона LB
(“VWR”, США), при 37°С без ротации в течение
16–18 ч. Полученные культуры разводили в све-
жей питательной среде до оптической плотности
А600 = 0.1 и культивировали в описанных выше
условиях. При оптической плотности культуры
А600 = 0.3 вносили пероксид водорода/антибио-
тик. Добавку тиомочевины в культуру проводили
за 10 мин до внесения пероксида водорода/анти-
биотика.

Определение оптической плотности культуры.
Рост бактериальной культуры оценивали по изме-
нению оптической плотности культуры при длине
волны 600 нм (А600) с использованием сперктрофо-
тометра UV-1280 (“Shimadzu”, Япония) и кюветы с
длиной оптического пути 10 мм.
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Определение минимальной подавляющей концен-
трации (МПК) пероксида водорода. МПК определя-
ли методом двукратных серийных разведений пе-
роксида водорода в лунках 96-луночных планше-
тов. Суспензию бактериальных клеток для анализа
готовили, как описано в Руководстве по определе-
нию чувствительности микроорганизмов к анти-
биотикам [17] с некоторыми модификациями.
Клетки предварительно культивировали в 5 мл
среды М9 с добавкой 0.4% глюкозы, бульона LB
или декарбоксилазного бульона при 37°С без пе-
ремешивания в течение 16–18 ч. В случае культи-
вирования на М9 делали два пассажа культуры.
Затем полученные культуры разводили до опти-
ческой плотности А625 = 0.09 и еще в 100 раз в сре-
де соответствующего состава (указаны в табл. 1) и
вносили 1 : 1 в лунки планшета, содержащие сре-
ду и пероксид водорода. Конечная концентрация
бактерий в каждой лунке составляла примерно
5 × 105 КОЕ/мл. Далее планшеты инкубировали
при 37°С в течение 18–20 ч. Минимальной подав-
ляющей концентрацией считали наименьшую
концентрацию, которая подавляла видимый рост
бактерий.

Определение чувствительности бактериальных
клеток к пероксиду водорода. Жизнеспособность
бактериальных клеток оценивали по изменению
количества колониеобразующих единиц (КОЕ) в
культуре. Для определения количества КОЕ куль-
туру клеток разводили в физрастворе и 10 мкл по-
лученной суспензии наносили на поверхность
агара LB (“Sigma”, США). Выживаемость рассчи-
тывали в процентах от количества КОЕ в момент
добавления пероксида водорода.

В серии экспериментов клетки культивирова-
ли в колбах Эрленмейера объемом 250 мл, содер-
жащих 50 мл бульона LB, при 37°С без переме-
шивания (0 об./мин) или с перемешиванием
(100 об./мин) в течение 16–18 ч. Полученные
культуры разводили в свежей питательной среде
до оптической плотности А600 = 0.1 и культивиро-
вали в описанных выше условиях. После дости-
жения оптической плотности А600 = 0.3, 4.5 мл
культуры переносили в пробирки с 0.5 мл раство-
ра пероксида водорода и продолжали культиви-
рование.

В другой серии экспериментов клетки культи-
вировали в пробирках, содержащих 5 мл декарбок-
силазного бульона Мёллера (бульон ДК) (“Sigma”,
США) без добавок, с добавкой 10 г/л лизина гидро-
хлорида или 10 мМ кадаверина дигидрохлорида
при 37°С без перемешивания в течение 16–18 ч.
Затем клетки осаждали центрифугированием
(16000 g, 2 мин) и ресуспендировали в физраство-
ре, процедуру повторяли дважды. Отмытые скон-
центрированные клетки переносили в пробирки
со свежим ДК-бульоном для получения культур
с примерно одинаковой плотностью (5.2 ± 2.4 ×
× 106 КОЕ/мл, среднее ± стандартное отклоне-
ние) и добавляли пероксид водорода (конечный
объем культуры со всеми добавками составил
3 мл). В отмытых клетках до воздействия перок-
сида водорода определяли концентрацию внут-
риклеточных полиаминов.

Определение концентрации полиаминов в бакте-
риальных клетках. 500 мкл суспензии клеток цен-
трифугировали (16000 g, 2 мин), полученный осадок
заливали 100 мкл 0.4 M хлорной кислоты. На этом
этапе пробы замораживали и хранили при –20°С.
Размороженные пробы интенсивно встряхивали
на шейкере в течение 40 мин, после чего облом-
ки клеток осаждали центрифугированием при
16000 g 5 мин. Надосадочную жидкость (клеточ-
ный экстракт) использовали для проведения ре-
акции дансилирования. Клеточный экстракт, на-
сыщенный раствор карбоната натрия и раствор
дансилхлорида (2.7 мг/мл ацетона) в соотноше-
нии 1 : 1 : 2 помещали в плотно закрывающиеся
микропробирки и инкубировали 2 ч при 37°С. За-
тем содержимое микропробирок выпаривали,
осадок заливали 50 мкл бензола. Бензольный экс-
тракт (10 мкл) наносили на поверхность пластин
для ТСХ с силикагелевым покрытием Sorbfil ПТ-
СХ-АФ-В (Россия). Разделение проводили в двух
последовательных системах: 1 – бензол : триэтил-
амин 10 : 1, 2 – бензол : карбинол 10 : 0.45. Пласти-
ны фотографировали в ультрафиолетовом свете
(340 нм) и измеряли интенсивность свечения пя-
тен дансил-полиаминов на цифровом изображе-
нии. Идентификацию веществ и расчет концен-
трации полиаминов проводили методом внешне-
го стандарта. В качестве стандарта использовали

Таблица 1. Минимальная подавляющая концентрация пероксида водорода (мкг/мл)

Генотип
Среда

LB ДК ДК + 10 г/л лизина М9 М9 + 10 г/л лизина М9 + 5/25/50 мМ 
кадаверина

ldcC+cadA+ 14.6 7.3 14.6 7.3 7.3 7.3/7.3/7.3
ldcC-cadA- 14.6 14.6 14.6 7.3 7.3 7.3/7.3/7.3
ldcC+cadA- 14.6 7.3 14.6 7.3 7.3 7.3/7.3/7.3
ldcC-cadA+ 14.6 14.6 14.6 7.3 7.3 7.3/7.3/7.3
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растворы гидрохлоридов путресцина, кадаверина и
спермидина, подвергнутые той же процедуре что и
клеточные экстракты.

Статистическая обработка результатов. Обработ-
ка результатов проведена с использованием пакета
программ Statistica 6.0 (“StatSoft Inc.”, США). Дан-
ные представлены как среднее и стандартная ошиб-
ка среднего, рассчитанные на основе результатов не
менее трех отдельных экспериментов. Оценка ста-
тистической значимости различий средних срав-
ниваемых групп произведена с использованием
непарного t-критерия Стьюдента. Различия счи-
тали значимыми при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние пероксида водорода на экспрессию ге-
нов ldcC и cadA. В ранних исследованиях показа-
но, что в клетках E. coli, подвергнутых действию
Н2О2, возрастала активность лизиндекарбоксила-
зы и, как следствие, наблюдалось накопление ка-
даверина [13]. Фермент, катализирующий синтез
кадаверина – лизиндекарбоксилаза, у E. coli пред-
ставлен двумя изоформами, которые кодируются
генами ldcC и cadA [18]. С использованием метода
генных слияний исследовали изменение уровня
экспрессии этих генов в ответ на воздействие
Н2О2 в концентрации 0.1–6.0 мМ. Добавка в среду
Н2О2 в концентрации 0.5 мМ и выше вызывала
повышение уровня экспрессии как гена ldcC, так
и гена cadA (рис. 1а, 1б). Снижение экспрессии
генов ниже уровня контроля в присутствии 6 мМ
Н2О2 связано с гибелью бактериальных клеток.
Для сравнения в тех же условиях исследовали
влияние Н2О2 на экспрессию гена katG, кодиру-
ющего каталазу и входящего в OxyR-регулон за-
щиты от пероксидного окислительного стресса
(рис. 1в). Установлено, что для активации генов,
кодирующих лизиндекарбоксилазы, требовались
более высокие концентрации Н2О2, и индукция
их экспрессии происходила позднее по сравне-
нию с геном katG (1.5–2.0 и 0.5 ч соответственно).
Можно предположить, что регуляция экспрессии
генов, кодирующих ферменты синтеза кадаверина,
в условиях воздействия пероксида водорода
отличается от регуляции экспрессии генов, входя-
щих в oxyR-регулон, и опосредована вторичными
регуляторами. Тем не менее, увеличение концен-
трации Н2О2 можно рассматривать как сигнал для
повышения экспрессии генов синтеза кадаверина.

Влияние экзогенного кадаверина на чувстви-
тельность бактериальных клеток к пероксиду водо-
рода. Присутствие в среде кадаверина в концен-
трации 5–50 мМ не оказывало влияния на инги-
бирующее бактериальный рост действие Н2О2,
как было установлено с применением метода дву-
кратных серийных разведений (табл. 1).

Рис. 1. Влияние пероксида водорода на экспрессию
генов ldcC (а), cadA (б), katG (в) и оптическую плот-
ность культуры E. coli (г): 1 – контроль без добавки
Н2О2, 2 – 0.1, 3 – 0.5, 4 – 1.0, 5 – 3.0 и 6 – 6.0 мМ Н2О2.
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Накопление кадаверина в клетках кадаверин-
дефицитного штамма за счет экспорта из среды
способствовало снижению чувствительности к
пероксиду водорода (табл. 2, рис. 2г). В тоже время,
более высокий уровень кадаверина в клетках штам-
ма дикого типа, выращенных на среде с добавкой
экзогенного кадаверина, обусловливал повышение
их чувствительности к Н2О2 в сравнении с клетка-
ми, выращенными на среде, не содержащей када-
верин (табл. 2, рис. 2в). С чем связано повышение
скорости отмирания клеток, выращенных в при-
сутствии экзогенного кадаверина, на первых эта-
пах воздействия Н2О2 не ясно. Поскольку сравни-
ваемые штаммы, в целом, изогенны и отличались
лишь наличием генов ldcC и cadA, возможно, что
эффект экзогенного кадаверина обусловлен его
влиянием на активность системы биосинтеза ка-
даверина.

Вклад биосинтеза кадаверина в адаптацию бак-
териальных клеток к пероксидному окислительному
стрессу. Для оценки вклада биосинтеза кадаверина
в адаптацию бактерий к Н2О2 проведено сравнение
выживаемости штамма дикого типа и штаммов с
делецией генов ldcC и cadA. Разница в чувствитель-
ности к Н2О2 не была обнаружена при культивиро-
вании на полноценной среде в условиях микро-
аэрации (без перемешивания), тогда как в
аэробных условиях скорость отмирания клеток
способных к синтезу кадаверина была ниже по
сравнению с бактериями, не способными син-
тезировать данный полиамин (рис. 3). Обе ли-
зиндекарбоксилазы принимали участие в ответе
на Н2О2, но больший вклад в выживаемость бакте-
рий в данных условиях вносила лизиндекарбокси-
лаза LdcC (рис. 3в).

На бульоне ДК, не содержащем лизин, орни-
тин, аргинин и глутамат, скорость отмирания
культуры микроорганизмов, неспособных синте-
зировать кадаверин была выше по сравнению со
штаммом дикого типа в условиях микроаэрации
(рис. 2). Поскольку известно, что аминокислоты

способны оказывать антиоксидантное действие
[14, 19], отсутствие некоторых из них в составе
среды позволило более ярко продемонстрировать
эффект кадаверина, накопление которого в клет-
ке наблюдалось и при культивировании в отсут-
ствие экзогенного лизина (табл. 2).

Следует отметить, что клетки, выращенные в
условиях низкой аэрации (без перемешивания)
были более чувствительны к экзогенному Н2О2 по
сравнению с клетками, культивируемыми в усло-
виях более высокой аэрации (перемешивание со
скоростью вращения 100 об./мин) (рис. 3а, 3б).

Выживаемость бактерий также зависела от ко-
личества кадаверина в клетках в момент добавки
Н2О2. Для получения бактерий с разным уровнем
внутриклеточного кадаверина их выращивали на
среде ДК с добавкой и без добавки лизина. Внутри-
клеточная концентрация кадаверина уменьшалась
в ряду – ldcC + cadA + (ДК + Лиз) > ldcC + cadA +
+ (ДК) > ldcC-cadA-(ДК) и была обратно пропор-
циональна скорости отмирания культуры (табл. 2,
рис. 2в, 2г).

Лизин сам по себе оказывал защитное дей-
ствие в условиях пероксидного окислительного
стресса, поскольку его наличие в среде увеличива-
ло выживаемость бактериальных клеток, лишен-
ных генов синтеза кадаверина (рис. 3г). Аналогич-
ный эффект лизина был обнаружен на эукариот-
ных микроорганизмах Saccharomyces cerevisiae [20].
Клетки дрожжей, выращенные на среде с добав-
кой лизина и характеризующиеся повышенным
внутриклеточным содержанием данной амино-
кислоты, были менее чувствительны к Н2О2 по
сравнению с клетками, выращенными на среде без
добавки лизина. Авторы статьи [20] исключили
прямое антиоксидантное действие лизина (способ-
ность нейтрализовать Н2О2) и предположили, что
основной механизм защитного действия экзоген-
ного лизина связан с экономией восстановленного
НАДФН, вследствие снижения его расхода на био-

Таблица 2. Влияние состава среды культивирования на содержание полиаминов в клетках E. coli в зависимости
от их способности синтезировать кадаверин*

* Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение; ** статистически значимые отличия от кадаверин-профицит-
ного штамма; *** статистически значимые отличия от культуры, выращенной на ДК-бульоне без добавок.

Среда Генотип
Полиамины, нмоль/мг сухой биомассы

кадаверин путресцин спермидин

ДК ldcC+cadA+ 5.2 ± 0.5 7.7 ± 2.9 5.5 ± 1.5

ldcC-cadA- 1.4 ± 0.4** 7.6 ± 2.1 4.6 ± 2.2

ДК + 10 г/л лизина ldcC+cadA+ 39.7 ± 3.7*** 2.1 ± 0.2*** 7.3 ± 3.9

ldcC-cadA- 1.8 ± 0.1** 7.9 ± 4.2 5.2 ± 1.4

ДК + 10 мМ кадаверина ldcC+cadA+ 9.3 ± 1.3*** 6.7 ± 1.1 4.5 ± 0.1

ldcC-cadA- 8.3 ± 1.3*** 5.6 ± 2.2 3.6 ± 1.6
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синтез лизина и перенаправления на другие нуж-
ды, в том числе для восстановления глутатиона и
усиления антиоксидантной защиты. Возможно, на-
блюдаемое снижение чувствительности к перокси-
ду водорода клеток, выращиваемых в условиях
интенсивной аэрации, по сравнению с клетка-
ми, выращиваемыми в условиях микроаэрации,
обусловлено более высоким соотношением
НАДФН/НАДФ [21].

Также в работе [20] был сделан вывод, что за-
щитный эффект экзогенного лизина, скорее все-
го, не связан с накоплением в клетках дрожжей
кадаверина, поскольку внесение в среду кадаве-
рина не влияло на уровень чувствительности к
пероксиду водорода. Как показали исследования,
проведенные в настояшей работе, эффекты экзо-
генного и эндогенного кадаверина в условиях пе-

роксидного окислительного стресса различны.
Влияние уровня эндогенного кадаверина на устой-
чивость дрожжей к пероксиду водорода подробно
не изучено, хотя показано, что клетки, обладающие
активностью лизиндекарбоксилазы и практически
ее лишенные, не отличались по уровню чувстви-
тельности. Такие эксперименты проведены в
условиях культивирования в среде, не содержа-
щей лизин. Возможно, при культивировании в
среде, содержащей лизин, накапливались бы бо-
лее значительные количества кадаверина, что
позволило бы выявить его роль в адаптации к пе-
роксидному стрессу у эукариотных микроорга-
низмов.

Роль эндогенного окислительного стресса в ак-
тивации экспрессии генов ldcC и cadA в ответ на
воздействие антибиотика. Известно, что воздей-

Рис. 2. Выживаемость (%) клеток E. coli штамма дикого типа BW25141 (а, в) и штамма BW25141ΔldcCΔcadA (б, г) при
воздействии 3 (а, б) и 6 мМ (в, г) Н2О2 при культивировали в ДК-бульоне без добавок (1), с добавкой 10 г/л лизина (2)
или 10 мМ кадаверина (3). Данные о внутриклеточной концентрации кадаверина в момент добавки Н2О2 представле-
ны в табл. 2.
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ствие антибиотиков сопровождается накоплени-
ем в бактериальных клетках АФК и активацией
экспрессии генов антиоксидантной защиты, вхо-
дящих в oxyR-регулон [22, 23]. Также показано, что
в ответ на воздействие антибиотиков в клетках по-
вышается уровень экспрессии генов, кодирующих
ферменты синтеза кадаверина [15]. Можно предпо-
ложить, что развитие эндогенного окислительного
стресса, может быть сигналом для активации систе-
мы биосинтеза кадаверина в ответ на воздействие
антибиотиков.

Для оценки вклада эндогенных АФК, в том
числе Н2О2, в активацию генов ldcC и cadA был из-
мерен уровень их экспрессии в клетках, подверг-
нутых действию фторхинолона левофлоксацина,
в присутствии и в отсутствие антиоксиданта тио-
мочевины. Как было показано ранее, воздействие
использованной в настоящей работе концентра-
ции левофлоксацина вызывает повышение экс-
прессии гена katG [23]. Основное антиоксидант-
ное действие тиомочевины связывают с нейтра-
лизацией пероксида водорода и, как следствие,
ингибированием реакции Фентона [24, 25]. Была
подобрана концентрация тиомочевины, которая
снижала до базового уровня экспрессию гена
katG, индуцированную пероксидом водорода в
концентрации, вызывавшей активацию генов
синтеза кадаверина (рис. 4, рис. 1а, 1б). Добавка
тиомочевины снижала как базовый уровень, так и
индуцированный воздействием антибиотика уро-
вень экспрессии генов, кодирующих ферменты
синтеза кадаверина (рис. 4). В присутствии анти-
оксиданта индуцированный уровень экспрессии

гена ldcC значительно снижался, а экспрессия гена
cadA в клетках, подвергнутых воздействию анти-
биотика, возвращалась к базовому уровню. Сле-
довательно, уровень экспрессии генов, кодиру-
ющих ферменты синтеза кадаверина, частично
зависел от интенсивности эндогенного окисли-
тельного стресса.

Таким образом, экзогенный пероксид водоро-
да вызывал в клетках E. coli активацию генов, ко-
дирующих ферменты синтеза кадаверина. Повы-
шение внутриклеточного содержания АФК, в том
числе пероксида водорода, за счет эндогенного
образования, в частности, в результате воздей-
ствия фторхинолонового антибиотика, также
являлось сигналом к повышению экспрессии ге-
нов ldcC и cadA. Накопление кадаверина в клетке
являлось защитной реакцией на повышение кон-
центрации Н2О2 и вносило вклад в адаптацию
бактерий к пероксидному окислительному стрес-
су и, возможно, обусловливало преадаптацию к
другим стрессирующим воздействиям. В целом,
бактерии, неспособные синтезировать кадаверин
в результате декарбоксилирования лизина, были
более чувствительны к Н2О2 по сравнению с када-
верин-профицитными микроорганизмами. Жиз-
неспособность бактериальных клеток также на-
прямую зависела от уровня внутриклеточного ка-
даверина в момент начала воздействия пероксида
водорода. Можно предположить, что защитное
действие кадаверина может быть связано с пря-
мым антиоксидантным действием, а также со ста-
билизацией и экранированием структур бактери-
альных клеток, таких как клеточная стенка и ри-

Рис. 3. Выживаемость (%, а, б) и количество КОЕ в культуре E. coli (в) штаммов дикого типа BW25141 (1), BW25141Δca-
dA (2), BW25141ΔldcC (3) и BW25141ΔldcCΔcadA (4) при воздействии 6 мМ Н2О2. Клетки культивировали в среде LB без
перемешивания (а) и с перемешиванием (100 об./мин, б, в). Количество КОЕ (в) измеряли через 30 мин после воздей-
ствия Н2О2. (*Статистически значимые отличия от штамма дикого типа, **статистически значимые отличия от двой-
ного нокаута, t-критерий, p ≤ 0.05).
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босомы [26–29]. Механизмы, лежащие в основе
защитного действия кадаверина при адаптации к
пероксидному окислительному стрессу, требуют
дальнейшего изучения.
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Cadaverine Biosynthesis in Escherichia coli Adaptation
to Hydrogen Peroxide

A. V. Akhovaа, * and A. G. Tkachenkoа

а Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms UB RAS, Perm, 614081 Russia

*e-mail: akhovan@mail.ru

This study demonstrates the role of cadaverine in Escherichia coli adaptation to hydrogen peroxide. A dose-
dependent increase in the expression of the ldcC and cadA genes encoding the cadaverine-synthesizing en-
zymes was shown in cells exposed to exogenous hydrogen peroxide. An inverse relation between the bacterial
sensitivity and the level of intracellular cadaverine at the time of hydrogen peroxide addition was found. Sen-
sitivity to hydrogen peroxide also depended on the ability to synthesize cadaverine (presence of the ldcC and
cadA genes). In particular, the death rate of cells incapable of synthesizing cadaverine was higher compared
to cadaverine-producing cells. Sensitivity to hydrogen peroxide increased in a series of isogenic strains with
the genotype: wild type < ΔcadA < ΔldcC < ΔldcCΔcadA. The role of the accumulation of reactive oxygen spe-
cies, including hydrogen peroxide, in the activation of the ldcC and cadA genes in cells exposed to the antibi-
otic levofloxacin was also shown.

Keywords: oxidative stress, cadaverine, polyamines, lysine decarboxylase, hydrogen peroxide, reactive oxygen
species
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Терефталевая кислота (ТФК), изомер орто-фталевой кислоты, широко используется в химической
промышленности для получения искусственных волокон и пластмасс, в том числе полиэтиленте-
рефталата, и является распространенным загрязнителем окружающей среды. Изучена способность
двух штаммов Glutamicibacter spp. PB8-1 (=ВКМ Ac-2934D) и BO25  (=ВКМ Ac2935D), выделенных
из района солеразработок (Пермский край, Россия), к росту на ТФК как единственном источнике
углерода и энергии. Штаммы PB8-1 и BO25 способны утилизировать высокие концентрации ТФК
(30 г/л), что для бактерий-деструкторов ТФК показано впервые. Штаммы PB8-1 и BO25 являются
галотолерантными бактериями: растут в среде как без NaCl, так и при содержании NaCl до 90 г/л в
богатой среде и до 60 г/л в минеральной среде с ТФК. Бактерии, способные к деструкции ТФК в
условиях засоления, ранее описаны не были. Рост штамма ВО25 на ТФК сопровождался накопле-
нием и последующим разложением протокатеховой кислоты (ПКК), что позволило предположить
метаболизм ТФК через ПКК, описанный ранее для бактерий разных таксонов, в том числе актино-
бактерий. Таким образом, деструкторы ТФК Glutamicibacter spp. PB8-1 и BO25 являются перспек-
тивными для разработки методов биоремедиации засоленных почв и сточных вод, загрязненных
ТФК.

Ключевые слова: аэробные бактерии, Glutamicibacter, терефталевая кислота, деструкция, хлорид на-
трия
DOI: 10.31857/S0555109922050166

Фталаты – соли и эфиры орто-фталевой кис-
лоты, простейшей из двухосновных ароматиче-
ских карбоновых кислот, которая является изо-
мером терефталевой и изофталевой кислот. Фта-
латы широко применяются в промышленности в
качестве пластификаторов при производстве
пластмасс и большинства видов резины. Эфиры
фталевой кислоты (дибутилфталат, диметилфта-
лат, диэтилфталат) используются для пластифика-
ции поливинилхлорида (ПВХ), при синтезе поли-
эфирных волокон, полиэтилена, а также в произ-
водстве строительных и смазочных материалов,
лаков, косметики [1–3]. Терефталевая кислота
(ТФК) – изомер фталевой кислоты с пара-распо-
ложением карбоксильных групп, широко приме-
няется для получения насыщенных полиэфиров,
химических волокон, пластмасс, красителей. ТФК
является основным исходным соединением для
получения полиэтилентерефталата (ПЭТ), кото-
рый составляет 90% от общего производимого ко-
личества насыщенных полиэфиров и используется

в производстве искусственного волокна, пласти-
ковых бутылок, пластмассы. Мировое годовое
производство полиэтилентерефталата превысило
30 миллионов тонн, при этом потребность в ПЭТ
постоянно растет [4]. Наряду с 2-этилгексанолом,
ТФК является сырьем для производства диоктил-
терефталата (ДОТФ) – ключевого компонента в
производстве обоев, линолеума, напольных и кро-
вельных материалов и другой продукции строи-
тельной отрасли [5].

В связи с широким применением в промыш-
ленном производстве, фталаты (в том числе,
ТФК) являются повсеместными загрязнителями
окружающей среды и обнаруживаются в настоя-
щее время в различных экосистемах, в том числе в
почве, морской воде, донных отложениях [6–8].
При производстве 1 т ТФК обычно образуется
3–10 т сточных вод, содержащих высокие кон-
центрации этого соединения. В Китае производ-
ственные мощности по производству ТФК до-
стигли 12 млн т/г, при этом объем сточных вод со-
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ставлял около 30 миллионов т/г с концентрацией
выбросов ТФК более 1000 мг/л [9, 10]. Известно, что
терефталевая кислота оказывает неблагоприятное
воздействие на клетки человека и животных, обла-
дает гепатотоксичными и канцерогенными свой-
ствами, в связи с чем, необходима утилизация этого
широко распространенного поллютанта [6, 11].

К настоящему времени разработаны физиче-
ские и химические методы разложения ТФК, од-
нако данные методы являются сложными и доро-
гостоящими [12, 13]. Микробная деградация ТФК
является альтернативным экологически безопас-
ным и экономичным методом [10, 14]. Из литера-
туры известна способность бактерий различных
филогенетических групп к разложению ТФК. Так,
изучена способность к росту и деструкции ТФК у
грамотрицательных бактерий рода Comamonas,
Pseudomonas [14, 15]. Среди грамположительных
бактерий, утилизирующих ТФК, описаны не-
сколько штаммов родов Rhodococcus, Arthrobacter
[10, 16, 17]. В то же время, бактериальная деструк-
ция ТФК изучена менее детально, чем биодегра-
дация орто-фталевой кислоты [3, 18]. Известно,
что разложение ТФК начинается с дигидрокси-
лирования ароматического кольца с образовани-
ем цис-1,2-дигидрокси-1,2-дигидротерефталата,
при трансформации которого образуется прото-
катеховая кислота (ПКК) – ключевой метаболит
утилизации изомеров и сложных эфиров орто-
фталевой кислоты [3, 15, 16]. К настоящему вре-
мени в литературе не найдено статей, посвящен-
ных деструкции ТФК актинобактериями рода
Glutamicibacter.

Цель настоящей работы – характеристика двух
бактерий рода Glutamicibacter, выделенных из рай-
она солеразработок, способных к деструкции те-
рефталевой кислоты.

МЕТОДИКА

Объекты исследования. В работе использованы
бактериальные штаммы BO25 и PB8-1 из коллек-
ции лаборатории микробиологии техногенных
экосистем “ИЭГМ УрО РАН”, которые были
идентифицированы как представители рода Glu-
tamicibacter [19].

Штаммы BO25 (=ВКМ Ас-2935D), PB8-1
(ВКМ Ac-2934D) выделены из образцов, ото-
бранных на территории промышленных солераз-
работок (г. Березники, Россия). Штамм ВО25 вы-
делен из образца техногенно-минеральных обра-
зований калийного производства БКПРУ-1
методом прямого высева на агаризованную бога-
тую среду Раймонда (БСР) [19] с добавлением 50
г/л NaCl. Штамм РВ8-1 выделен из образца ризо-
сферной почвы, отобранного вблизи солеотвала
БКПРУ-3 методом накопительного культивиро-
вания в минеральной среде Раймонда с орто-фта-

левой кислотой (1 г/л) в качестве субстрата и до-
бавлением 30 г/л NaCl [19].

Среды и условия культивирования. Для выра-
щивания бактерий использовали минеральную
среду Раймонда (МСР) следующего состава (г/л):
NH4NO3 – 2.0, MgSO4 · 7H2O – 0.2, K2HPO4 – 2.0,
Na2HPO4 – 3.0, CaCl2 · 6H2O – 0.01, Na2CO3 – 0.1,
2 мл/л 1%-ного раствора MnSO4 ⋅ 2H2O и 1 мл/л
1%-ного раствора FeSO4 · 7H2O [20]. В качестве
субстратов использовали ТФК, орто-фталевую
кислоту (ОФК), дибутилфталат (ДБФ), диметил-
фталат (ДМФ), протокатеховую кислоту (ПКК),
фенантрен, бифенил, салицилат, бензоат и наф-
талин в концентрации 1.0 г/л. Характеристики
роста штаммов изучали в жидкой среде Раймонда
с добавлением NaCl в концентрации 30–100 г/л.
Для приготовления богатой среды Раймонда
(БСР) в минеральную среду Раймонда добавляли 5
г/л триптона и 2.5 г/л дрожжевого экстракта в ка-
честве субстратов. Культивирование микроорга-
низмов в жидких средах проводили при 28°С на
термостатируемой качалке при 100 об./мин. Для
получения агаризованных сред добавляли агар-агар
(“Helicon”, Россия) в концентрации 15 г/л. Культи-
вирование микроорганизмов осуществляли в тер-
мостате при 28°С.

Характеристики роста бактерий. Рост бактерий
при разных концентрациях хлорида натрия изу-
чали в периодической культуре в жидкой среде
МСР с ТФК (1.0 г/л) в присутствии 30, 60, 70 г/л
NaCl и без соли в среде. В качестве инокулята ис-
пользовали культуры в экспоненциальной фазе
роста, выращенные на МСР, без добавления NaCl,
с ТФК в качестве субстрата. Рост бактерий при
разных концентрациях ТФК оценивали в жидкой
минеральной среде К1 [22], в которую вносили
субстрат в концентрациях 1, 10, 20, 30, 40 г/л.
В качестве инокулята использовали культуры в
экспоненциальной фазе роста, выращенные на
среде К1 с ТФК (1 г/л) в качестве субстрата. Куль-
туры бактерий выращивали в колбах Эрленмейе-
ра объемом 250 мл (объем среды – 100 мл) при
28°С, с аэрацией на термокачалке при 100
об/мин. Оптическую плотность (ОП600) культу-
ральной жидкости определяли на спектрофото-
метре UV Visible BioSpec-mini (“Shimadzu”, Япо-
ния) при длине волны 600 нм в кювете с длиной
оптического пути 1 см. Расчет удельной скорости
роста (μ, ч–1) проводили по стандартной формуле:
μ = (lnB2 – ‒ lnB1)/(t2 – t1), где В1 и В2 – оптиче-
ские плотности культуры в моменты времени t1 и
t2, соответственно [21].

При оценке роста бактерий при разных рН ис-
пользовали среду БСР с 30 г/л NaCl, штаммы
культивировали на агаризованной среде при рН
5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0. Рост оценивали по наличию
бактериальных колоний на седьмой день культи-
вирования [21].
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ЯСТРЕБОВА и др.

Потребление ТФК и определение ПКК. ТФК и
ППК в среде для выращивания определяли мето-
дом высокоэффективной жидкостной хромато-
графии (ВЭЖХ) с использованием хроматографа
LC-20AD Prominance (“Shimadzu”, Япония) с ко-
лонкой (С-18 150 × 4.6 мм; “Shima-Aldrich”,
США) и УФ-детектором SPD-20A (при 205 нм) в
системе ацетонитрил–0.1%-ная H3PO4 (70 : 30).
В качестве подвижной фазы использовали 80%-
ный раствор ацетонитрила при скорости потока
1.0 мл/мин и температуре 40°С. Идентификацию
проводили при сравнении времени выхода пиков
экстрактов со стандартными растворами ТФК и
ПКК в концентрациях 50 и 100 мг/л, время удер-
живания (tR) ТФК и ПКК составляло 5.1 мин и
4.8 мин, соответственно. Количественное содер-
жание рассчитывали с помощью пакета программ
“LCsolution” (“Shimadzu”, Япония). Расчет удель-
ной скорости утилизации (μ, сут–1) проводили по
стандартной формуле: μ = (lnС1 – lnC2)/(t2 – t1),
где С1, С2 – концентрация субстрата в начальный
и конечный момент времени t1 и t2, соответствен-
но [21].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Общая характеристика штаммов. На основании

морфо-физиологических и генетических (анализ
гена 16S рРНК) характеристик штаммы BO25 и
PB8-1 были идентифицированы как представите-
ли рода Glutamicibacter (семейство Micrococcaceae).
Показано, что штамм BO25 филогенетически
наиболее близок типовому штамму вида G. halo-
phytocola, а штамм PB8-1 – типовому штамму вида
G. arilaitensis [19].

Штаммы BO25 и PB8-1 были выделены из об-
разцов шлама и ризосферной почвы, отобранных
на территории добычи и переработки калийно-
магниевых солей Верхнекамского месторожде-
ния (Россия). Ранее было показано, что образцы
из района солеразработок характеризовались как
повышенным содержанием соли, так и присут-
ствием стойких органических загрязнителей, в том
числе фталатов [23, 24]. Glutamicibacter spp. BO25,
PB8-1 обладали способностью к росту на моно- и
полиароматических углеводородах при культиви-
ровании в присутствии 30 г/л NaCl. Штамм BO25

показал умеренный рост на бензоате, ОФК, ДБФ,
ДМФ, а также слабый рост на нафталине. Штамм
PB8-1 способен к росту на бензоате, ОФК, ДБФ,
нафталине и слабому росту на ДМФ (табл. 1).
В литературе описаны штаммы рода Glutamici-
bacter, растущие на фталатах и моноароматиче-
ских углеводородах в качестве субстратов. Так,
штамм G. nicotianae ZM05 способен к утилизации
ОФК и сложных эфиров фталевой кислоты: ДБФ,
ДМФ, диэтилфталата (ДЭФ), ди-n-пропилфтала-
та, а также ПКК [25]. Штамм G. nicotianae MSSRF-
PD35 способен к деструкции фенола и его произ-
водных, а также катехола [26].

Штаммы BO25 и PB8-1 хорошо росли при рН
от 6.0 до 9.0 с оптимумом при 7.0. Аналогичные
показатели рН были показаны ранее и для других
видов рода Glutamicibacter [27].

Рост штаммов BO25 и PB8-1 в присутствии вы-
соких концентраций соли. Установлено, что штам-
мы BO25 и PB8-1 способны к росту на агаризо-
ванной БСР как без добавления соли в среду
культивирования, так и при содержании в среде
до 90 г/л хлорида натрия. На агаризованной МСР
с ТФК (1 г/л) в качестве единственного источни-
ка углерода и энергии штаммы росли при концен-
трации NaCl до 60 г/л в среде. Согласно получен-
ным данным, штаммы BO25 и PB8-1 относятся к
умеренно галотолерантным микроорганизмам по
классификации Кашнера [28].

Изучено влияние различных концентраций
NaCl на рост и потребление ТФК штаммами PB8-1
и BO25 в среде МСР с ТФК (1 г/л) в качестве суб-
страта (рис. 1, 2). Активный рост штаммов наблю-
дался в присутствии NaCl до 60 г/л в среде. Наи-
большую плотность роста (ОП600) штаммов
зафиксировали при культивировании без добав-
ления NaCl. Высокие значения ОП600 и скорости
роста культур наблюдали также в присутствии 30
г/л NaCl. Повышение концентрации NaCl в среде
до 60 г/л NaCl приводило к увеличению лаг-фазы
роста и к снижению максимальных значений
ОП600 штаммов, однако удельная скорость роста
снижалась незначительно (табл. 2). У штамма
ВО25 наблюдали как увеличение лаг-фазы, так и
снижение максимального значения ОП600, по
сравнению со штаммом РВ8-1. При содержании в

Таблица 1. Рост штаммов рода Glutamicibacter на моно(поли)ароматических соединениях*

Примечание. “++” – ОП600 ≥ 0.5; “+” – ОП600 = 0.35–0.5; “±” – ОП600 = 0.2–0.35; “–” – отсутствие роста. *ОФК – орто-
фталевая кислота, ТФК – терефталевая кислота, ДБФ – дибутилфталат, ДМФ – диметилфталат, ПКК – протокатеховая кис-
лота, Фен – фенантрен, Биф – бифенил, Сал – салицилат, Бен – бензоат, Наф – нафталин.

Штамм
Субстрат

ОФК ТФК ДБФ ДМФ ПКК Фен Биф Сал Бен Наф

BO25 ++ ++ ± ± ++ ‒ + + + ±
PB8-1 ++ ++ + ± ++ ‒ ‒ + + +
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среде 70 г/л NaCl рост штаммов на ТФК не на-
блюдали.

Отмечалась корреляция между показателями
роста штаммов и снижением концентрации ТФК
в среде культивирования. Показано, что деструк-
ция терефталата штаммами РВ8-1 и ВО25 в среде
без добавления соли и с добавлением 30 г/л NaCl
была выше 84%. С повышением содержания NaCl
в среде до 60 г/л отмечалось снижение уровня де-

струкции субстрата до 69.7 и 62.8% для штаммов
РВ8-1 и ВО25 соответственно (табл. 2).

Известны бактерии рода Glutamicibacter, расту-
щие на средах с высоким содержанием солей.
Так, штаммы G. halophytocola KLBMP5180T и Glu-
tamicibacter sp. YD01, как показано авторами,
были способны к росту на богатой среде в присут-
ствии до 130 и 100 г/л NaCl соответственно
[27, 29]. Однако штаммы рода Glutamicibacter,

Рис. 1. Рост штаммов РВ8-1 (а) и BO25 (б) на ТФК (1 г/л) при различных концентрациях NaCl (г/л): 1 – без NaCl; 2 – 30;
3 – 60; 4 – 70.
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Рис. 2. Утилизация ТФК (1 г/л) штаммами РВ8-1 (а) и BO25 (б) при различных концентрациях NaCl (г/л): 1 – без
NaCl; 2 – 30; 3 – 60; 4 – 70.
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способные к разложению фталатов, в частности
ТФК, в условиях повышенного засоления, ранее
описаны не были.

Рост штаммов BO25 и PB8-1 на средах с высоки-
ми концентрациями ТФК. Установлено, что штам-
мы РВ8-1 и ВО25 при культивировании в среде К1
[22], не содержащей NaCl, способны использовать
ТФК в качестве единственного источника углерода
и энергии в концентрации до 30 г/л (рис. 3). При
концентрации ТФК 1 г/л максимальные значения
ОП600 среды к 78-102 ч культивирования штаммов

РВ8-1 и ВО25 составляли 0.8 и 0.94 соответствен-
но. Увеличение концентрации ТФК в среде у обо-
их штаммов приводило к увеличению длительно-
сти лаг-фазы, накоплению биомассы и сниже-
нию удельной скорости роста (табл. 3). При этом
максимальные значения ОП600 штаммов наблю-
дались при концентрации ТФК в среде культиви-
рования 10 г/л и составляли 1.43 и 1.6 для штам-
мов РВ8-1 и ВО25 соответственно. При повыше-
нии концентрации ТФК в среде до 40 г/л роста
исследуемых штаммов не наблюдали.

Таблица 2. Параметры роста и утилизации ТФК при различных концентрациях хлорида натрия штаммами PB8-1,
BO25 при выращивании в присутствие ТФК, ПКК

Параметр

ТФК ПКК

PB8-1 BO25 PB8-1 BO25

без NaCl 30 г/л 60 г/л без NaCl 30 г/л 60 г/л без NaCl

Удельная скорость роста, ч–1 0.018 ± 
± 0.002

0.020 ± 
± 0.001

0.018 ± 
± 0.003

0.021 ± 
± 0.004

0.017 ± 
± 0.003

0.016 ± 
± 0.002

0.020 ± 
± 0.002

0.030 ± 
± 0.006

Максимальное значение 
ОП600

0.79 0.80 0.72 0.78 0.77 0.65 0.73 0.91

Лаг-фаза роста, ч 24 24 78 24 70 93 24 24

Утилизация ТФК, % 84.5 ± 0.2 85.2 ± 0.4 69.7 ± 0.3 83.5 ± 0.3 84.3 ± 0.2 62.8 ± 0.3 ‒ ‒

Удельная скорость потребле-
ния, сут-1 0.560 0.347 0.151 0.460 0.226 0.188 ‒ ‒

Рис. 3. Рост штаммов РВ8-1 (а) и ВО25 (б) на ТФК (г/л): 1 – 1; 2 – 10; 3 – 20; 4 – 30; 5 – 40.
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Таблица 3. Параметры роста и утилицации ТФК (1, 10, 20, 30 г/л) штаммами PB8-1, BO25

Показатель
PB8-1 BO25

1 10 20 30 1 10 20 30

Удельная скорость роста, ч-1 0.012 ± 
± 0.003

0.017 ± 
± 0.001

0.014 ± 
± 0.002

0.020 ± 
± 0.002

0.018 ± 
± 0.003

0.030 ± 
± 0.004

0.026 ± 
± 0.003

0.028 ± 
± 0.002

Максимальное значение 
ОП600

0.83 1.43 1.25 1.27 0.94 1.60 1.58 1.24

Лаг-фаза роста, ч 24 30 48 72 30 30 51 102

Утилизация ТФК, % 79.0 ± 0.3 67.0 ± 0.4 32.6 ± 0.3 21.0 ± 0.2 87.5 ± 0.5 78.0 ± 0.3 38.0 ± 0.1 19.3 ± 0.2

Удельная скорость утилиза-
ции, сут-1 0.373 0.270 0.086 0.054 0.420 0.360 0.119 0.044

Наиболее высокий уровень утилизации ТФК
отмечали при выращивании штамма PB8-1 в сре-
де К1 при концентрации субстрата 1.0 г/л – 79%
за 99 ч, а штамма ВО25 – 87.5% за 118 ч. Макси-
мальная удельная скорость потребления ТФК у
этих штаммов также наблюдалась при содержа-
нии ТФК в среде 1.0 г/л (табл. 3).

Как показано для представителей разных так-
сономических групп, терефталевая кислота в по-
вышенных концентрациях может подавлять рост
бактерий и способность к деструкции этого со-
единения. Так, концентрация ТФК 10 г/л и выше
подавляла способность клеток штамма Arthro-
bacter sp. 0574 разлагать ТФК [10], а у бактерий ро-
да Pseudomonas концентрация, которая превыша-
ла 1 г/л уже ингибировала рост [14]. Описан
штамм Rhodococcus sp. N2, утилизирующий 10 г/л
ТФК за 5 сут [30]. Исследуемые нами штаммы
Glutamicibacter spp. РВ8-1 и ВО25 были способны
к эффективному росту на более высоких концен-
трациях до 30 г/л ТФК. Таким образом, исследуе-
мые штаммы не только способны выдерживать
критически высокие концентрации ТФК, но и
использовать это соединение в качестве источни-
ка углерода и энергии, что представляет несо-
мненный интерес для дальнейшего изучения.

Разложение ТФК штаммами РВ8-1 и ВО25. Из-
вестно, что деструкция терефталевой кислоты
аэробными бактериями осуществляется через
стадию образования цис-1,2-дигидрокси-1,2-ди-
гидротерефталата, который трансформируется до
ПКК с последующим ее разложением до основ-
ных продуктов жизнедеятельности микробной
клетки (рис. 4) [3, 16, 31]. Показана способность
исследуемых штаммов BO25 и PB8-1 расти в МСР
с 30 г/л NaCl на ПКК в качестве субстрата (рис. 5).
Штамм ВО25 имел более высокие показатели мак-
симального значения ОП600, удельной скорости
роста на ПКК, чем штамм РВ8-1 (табл. 2). Анализ
продуктов утилизации ТФК в культуральной сре-

де при выращивании штамма ВО25 на данном
субстрате методом ВЭЖХ показал присутствие
ПКК в концентрации 0.3 и 0.1 г/л через 48 и 70 ч
культивирования соответственно. На основании
присутствия метаболита в среде с ТФК и способ-
ности исследуемых штаммов к росту на ПКК
(рис. 5) можно предположить, что деструкция
ТФК штамма Glutamicibacter sp. ВО25 осуществля-
лась по пути образования ПКК с последующим ее
разложением (рис. 4). Известно, что утилизация
ПКК актинобактериями идет преимущественно по
орто-пути [32]. В то же время, имеются данные о
возможности деградации ПКК у штаммов семей-
ства Micrococcaciae (родов Arthrobacter, Pseudar-
throbacter) по орто- и/или мета-пути [18, 33]. Ис-
следование метаболического пути деструкции
ТФК и ПКК штаммами Glutamicibacter spp. BO25
и РВ8-1 будет продолжено.

Таким образом, впервые охарактеризованы га-
лотолерантные деструкторы ТФК рода Glutamici-
bacter. Штаммы BO25 и PB8-1 способны к росту и
эффективной деструкции ТФК, в том числе при за-
солении среды (до 60 г/л NaCl) и высоких концен-
трациях этого соединения в среде культивирования
(до 30 г/л). Подобные характеристики у бактери-
альных культур обнаружены впервые. Описанные
бактериальные культуры являются перспектив-
ными для разработки эффективных биотехноло-
гий очистки загрязненных/засоленных почв и
промышленных стоков.
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Halotolerant Terephthalic Acid-Degrading Bacteria
of the Genus Glutamicibacter
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Terephthalic acid (TPA), an isomer of ortho-phthalic acid, is widely used industrial chemical, used in the
manufacture of artificial fibers and plastics, including polyethylene terephthalate, and therefore is a wide-
spread environmental pollutant. The ability of strains Glutamicibacter spp. PB8-1 and BO25 isolated from the
salt mining area (Perm Krai, Russia) to growth on terephthalic acid as the only source of carbon and energy
was studied. Glutamicibacter spp. PB8-1 and BO25 are able to utilize high concentrations of TPA (30 g/L),
which is shown for the first time for TPA-degrading bacteria. Strains PB8-1 and BO25 are halotolerant bac-
teria: they grow without NaCl in the medium and at NaCl concentrations up to 90 g/L (in a rich medium),
up to 60 g/L (in a mineral medium with TPA). Bacteria capable of degrading TPA under saline conditions
have not been previously described. The growth of strain BO25 on TPA was accompanied by the accumula-
tion and subsequent degradation of protocatechuic acid (PCA). This suggests that TPA metabolism in the
strain proceeds through the formation of PCA, that was described earlier for bacteria of different taxa, includ-
ing actinobacteria. Thus, TPA-degrading strains Glutamicibacter spp. PB8-1 and BO25 are of interest for fur-
ther research and are promising for the development of bioremediation methods for saline soils and wastewa-
ter contaminated with TPA.

Keywords: aerobic bacteria, Glutamicibacter, terephthalic acid, degradation, sodium chloride
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Изучена способность грибов белой гнили из разных экофизиологических групп (Trametes hirsuta –
первичный дереворазрушающий сапротроф, Steccherinum ochraceum – вторичный дереворазрушаю-
щий сапротроф, Crucibulum laeve – подстилочный сапротроф, и Agrocybe praecox – гумусовый сапро-
троф) к деструкции эфиров фталевой кислоты (ЭФК). Показано, что диэтилгексилфталат (ДЭГФ),
с более длинными и разветвленными углеводородными цепями, быстрее подвергался биодеструк-
ции дереворазрушающими сапротрофами такими, как T. hirsuta и S. ochraceum, с эффективностью
более 99%. Дибутилфталат (ДБФ), менее гидрофобный с более короткими углеводородными зве-
ньями, наиболее эффективно трансформировался подстилочным сапротрофом C. laeve (до 96.5%).
Диэтилфталат (ДЭФ) оказался наиболее токсичным для всех грибов. Из всех исследованных грибов
T. hirsuta проявлял наибольшую устойчивость к повышенным концентрациям ДЭФ в среде. Пока-
зано, что грибы разрушают ЭФК с образование различных метаболитов в зависимости от состава
мультиферментного комплекса гриба. Среди вторичных метаболитов обнаружен ионол – антиок-
сидант, образуемый грибами при внесении ЭФК в среду.

Ключевые слова: эфиры фталевой кислоты, деградация, биодеструкция, базидиомицеты, грибы бе-
лой гнили
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Проблема утилизации устойчивых токсичных
органических загрязнителей в последнее время
становится все более актуальной. К таким рас-
пространенным ксенобиотикам относятся эфиры
фталевой кислоты (ЭФК, фталаты) – масляни-
стые жидкости без цвета и запаха, широко ис-
пользуемые для придания гибкости пластмассам,
при изготовлении резины, полимеров, красок и
топлива, в продуктах медицинского назначения,
а также присутствующие в широком спектре про-
дукции для личной гигиены [1]. ЭФК ковалентно
не связаны с содержащей их продукцией, поэто-
му легко высвобождаются и попадают в различ-
ные биологические системы (реки, почву, воз-
дух), оказывая серьезное негативное влияние не
только на микробные сообщества почвы и круго-
ворот питательных веществ [2, 3], но и нанося
вред здоровью животных и человека, попадая в
организм при вдыхании, перорально или тран-
сдермальном всасывании [4–6]. ЭФК и их произ-
водные признаны потенциально опасными, так
как оказывают негативное влияние на эндокрин-
ную систему млекопитающих, токсичны для пе-

чени и могут оказывать тератогенное и канцеро-
генное действие. Показано также негативное влия-
ние ЭФК как на мужскую [1], так и на женскую [7]
репродуктивную систему. ЭФК обнаруживаются и
в пищевых продуктах, которые становятся источ-
ником попадания этих ксенобиотиков в организм
человека [8, 9]. Все это свидетельствует о важности
их удаления из окружающей среды.

Возможные пути разложения таких соединений
в природе – гидролиз, фоторазложение и микроб-
ная деградация. Процесс гидролиза в основном
происходит в водной среде, однако не всегда со-
провождается полной деградацией ЭФК. Фотораз-
ложение происходит очень медленно, а период по-
лураспада составляет от нескольких лет до не-
скольких столетий. Таким образом, в настоящее
время биодеструкция ЭФК с помощью фермент-
ных систем микроорганизмов считается основ-
ным перспективным путем их деструкции в окру-
жающей среде за относительно короткое время
[10]. Так, были изучены и подробно описаны раз-
личные виды бактерий, способные к деструкции
ЭФК [11–14]. Однако немногие способны к пол-
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ной минерализации этих соединений и могут
быть использованы в практических целях. Базиди-
альные грибы являются более перспективными
объектами, благодаря их способности эффективно
разрушать труднодеградируемые соединения [15].
При этом разработка стратегий, основанных на
применении как самих грибных культур, так и син-
тезируемых ими ферментов, требует четкого пони-
мания механизмов биодеградации каждого ксено-
биотика. Известно, что способность к разложе-
нию ЭФК различная у разных штаммов грибов и
зависит от синтезируемого ими комплекса фер-
ментов и факторов окружающей среды. В литера-
туре представлено значительное количество работ,
которые показывают, что грибы, благодаря своим
богатым и разнообразным мультиферментным
комплексам, являются перспективными биоде-
структорами различных поллютантов, в том чис-
ле ЭФК [15–18]. Таким образом, скрининг
штаммов на способность к деградации ЭФК и
изучение процесса их деградации является важ-
ным направлением современных исследований.

В качестве объектов для изучения деградации
использованы диэтиловый эфир фталевой кисло-
ты (ДЭФ, рис. 1а), дибутиловый эфир фталевой
кислоты (ДБФ, рис. 1б) и диэтилгексилфталат
(ДЭГФ, рис. 1в) – широко распространенные
токсичные органические загрязнители, которые
при попадании в организм человека могут нару-
шить работу эндокринной системы. Их относят к
соединениям, нуждающимся в приоритетном
контроле [19].

Цель работы – изучение биодеструкции ДЭФ,
ДБФ и ДЭГФ грибами белой гнили из различных
экофизиологических групп.

МЕТОДИКА

Реактивы. В работе были использованы следую-
щие реактивы: диэтилфталат, дибутилфталат, ди-
этилгексилфталат фирмы “Sigma-Aldrich” (США).
Другие материалы и растворители квалификации
“х. ч.” и “ч. д. а.” были приобретены у российских
производителей.

Культуры и условия культивирования. Штаммы
базидиомицетов Trametes hirsuta LE-BIN 072, Stec-

cherinum ochraceum LE-BIN 3174, Crucibulum laeve
LE-BIN 1700 и Agrocybe praecox LE-BIN 2506 полу-
чены из Коллекции культур Ботанического ин-
ститута им. В.Л. Комарова (Санкт-Петербург,
Россия).

Для оценки роста в присутствии ЭФК и опре-
деления общей оксидазной активности (ОА) гри-
бы культивировали на твердой среде Мальтекс-
агар, следующего состава (г/л): неохмеленный
солодовый экстракт Maltax 10 (“OY Maltax AB”,
Финляндия) – 50; агар-агар – 20, рН 6.0. В сте-
рильную охлажденную до 40–50°С среду вносили
ЭФК в концентрациях: 0.5, 1.0 и 1.5 г/л. Среды с
внесенными ЭФК обрабатывали в ультразвуко-
вой бане при 50°С в течение 5 мин. На подготов-
ленные чашки Петри засевали мицелиальные
блоки (d = 8 мм) грибов белой гнили и инкубиро-
вали в термостате при 25°С, измеряя в процессе
роста диаметр мицелиального мата.

Инокулят грибов выращивали стационарно в
750 мл конических колбах с фарфоровыми бусами
на глюкозо-пептонной (ГП) среде следующего
состава (г/л): пептон – 3.0, глюкоза – 10, KH2PO4
– 0.6, K2HPO4 · 3H2O – 0.4, MgSO4 · 7H2O – 0.5,
CaCl2–0.5, MnSO4 · 5H2O – 0.05, ZnSO4 – 0.001,
FeSO4 – 0.0005, при 25°С 10–14 сут в зависимости
от скорости роста гриба. Перед засевом инокулят
измельчали бусами 20 мин при 180 об./мин до по-
лучения однородной суспензии, которую затем
стерильно вносили в колбы для культивирования
в объеме 10%.

Для изучения накопления биомассы и способ-
ности к биодеструкции ЭФК грибы выращивали
глубинным способом на ГП среде на роторной
качалке при 180 об./мин и 27°C. Выросшие гриб-
ные пеллеты отделяли фильтрованием и промы-
вали 0.02%-ным стерильным водным раствором
Твин 80, после чего 10 г грибной биомассы сте-
рильно переносили в конические колбы на 250 мл
со 100 мл жидкой минеральной среды следующе-
го состава (г/л): KH2PO4 – 0.6, K2HPO4 – 0.4, Mg-
SO4 ⋅ 7H2O – 0.5, CaCl2 – 0.05, MnSO4 – 0.05, Zn-
SO4 – 0.001, FeSO4 – 0.0005, NaNO3 – 3.0, глюко-
за – 10.0, Твин 80 – 0.2. Перед внесением грибной
биомассы в опытные колбы добавляли растворы
ЭФК в концентрации 1.0 г/л, инкубировали на ро-

Рис. 1. Структура диэтилфталата, ДЭФ (а); дибутилфталата, ДБФ (б); диэтилгексилфталата, ДЭГФ (в).
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торной качалке при 100 об./мин и 25°C. Образцы
культуральной жидкости (КЖ) отбирали на 3, 6,
10 сут инкубации и хранили при –73°C до проведе-
ния анализа. Грибную биомассу отделяли филь-
трованием и высушивали при температуре 100 ±
± 5°С до постоянной массы.

Скорость радиального роста (ur). Скорость ра-
диального роста рассчитывали по графику зави-
симости диаметра колонии от времени роста с
анализом линейной регрессии. Диаметр измеря-
ли линейкой с первых суток инкубации до мо-
мента, когда гриб полностью покроет поверх-
ность чашки Петри [20].

Общая эстеразная активность (ЭА). Оценку эсте-
разной активности в КЖ проводили при культиви-
ровании на жидкой минеральной среде с содержа-
нием фталатов 1.0 г/л. Активность определяли
спектрофотометрически на спектрофотометре
PerkinElmer Lambda 35 (“PerkinElmer”, США), ис-
пользуя п-нитрофенил бутират в качестве субстра-
та. Реакцию проводили в натрий ацетатном
буфере, рН 4.5 при 40°С в течение 10 мин. Реак-
цию останавливали натрий фосфатным буфером,
рН 7.3, оптическую плотность определяли при
длине волны λ = 400 нм. Расчет эстеразной актив-
ности проводили по формуле:

где RЕ – предварительное разбавление КЖ перед
внесением в раствор субстрата;

А400(S) – контроль, в котором вместо КЖ исполь-
зовали воду; А400(Е) – контроль без внесения в ре-
акционную смесь субстрата.

Определение общей оксидазной активности
(ОА). ОА определяли в КЖ при выращивании
грибов на жидкой минеральной среде с содержа-
нием фталатов 1.0 г/л. Активность определяли
спектрофотометрически на спектрофотометре
PerkinElmer Lambda 35 при длине волны λ = 436 нм
в 0.1 М натрий-ацетатном буфере, рН 4.5, как
описано в работе [21] с использованием раствора
2,2'-азино-бис-(3-этилбензтиозолин-6-сульфо-
кислоты) диаммониевой соли (АБТС) в качестве
хромогенного субстрата. За 1 условную единицу
активности принимали увеличение оптической
плотности в 1 мл реакционной смеси за 1 мин.

Тонкослойная хроматография (ТСХ). Каче-
ственную оценку содержания ЭФК в КЖ грибов
в процессе культивирования проводили методом
ТСХ. Для этого 3 мл КЖ экстрагировали равным
объемом дихлорметана (ДХМ), процедуру по-
вторяли трижды. Полученный экстракт упарива-
ли досуха и перерастворяли в 200 мкл ДХМ. По
10 мкл полученного экстракта наносили на пла-
стину для аналитической хроматографии TLC Sil-
ica gel 60 F254 (“Merck”, Германия). В качестве

( ) =усл. ед/мл 400 Е, 0.13ΔА А R

=400 400 40 (0 400S) (E)Δ – – ,А А А А

контроля использовали растворы коммерческих
ЭФК в ДХМ (по 10 мкг на точку). Элюцию про-
водили восходящим методом, используя в каче-
стве подвижной фазы: 1) смесь ДХМ и гексана
(2 : 1 об./об.) для предварительной оценки нали-
чия ЭФК и продуктов деградации; 2) ДХМ для
визуализации продуктов деградации, более по-
лярных, чем исходные ЭФК. Визуализацию про-
водили в УФ-свете при длине волны 254 нм. Пла-
стину обрабатывали 1%-ным раствором ванили-
на в 10%-ном водном растворе HClO4 и
проявляли при температуре 100–110°С. Чувстви-
тельности метода ТСХ было достаточно для на-
блюдения за убыванием исходных ЭФК в процес-
се культивирования, а также визуализации в ос-
новном полярных продуктов биодеструкции.

Для разделения смеси полярных продуктов с
целью их идентификации использовали препара-
тивную ТСХ. Для этого сухой остаток, получен-
ный после упаривания экстракта КЖ, растворяли
в минимальном объеме ДХМ, наносили раствор
на пластинки для ТСХ полосой на линии старта и
хроматографировали восходящим методом в ДХМ.
В УФ-свете пластинку делили на зоны по различ-
ным значениям Rf. Соединения элюировали от-
дельно из каждой зоны с использованием ДХМ.
Элюаты упаривали досуха. Для контроля полу-
ченных элюатов проводили ТСХ. Идентифика-
цию продуктов в образцах проводили с помощью
ГХ-МС анализа.

Газовая хроматография с масс-спектрометриче-
ской детекцией (ГХ-МС). Оценку степени и ско-
рости биодеструкции ЭФК в процессе культиви-
рования грибов белой гнили проводили после
анализа КЖ с использованием метода ГХ-МС.
Для этого получали гексановые экстракты образ-
цов КЖ (1 : 1 об./об.) и анализировали методом
газо-жидкостной хроматографии в двух режимах:
регистрация ионных масс в полном спектре (TIC,
диапазон масс m/z 45–400) и регистрация по ха-
рактерному для ЭФК основному иону (MIC,
m/z = 149 – протонированный фталевый ангид-
рид).

Анализ проводили на газовом хроматографе
GC-MS QP 2010 Ultra EI (“Shimadzu”, Япония),
снабженном автоматическим устройством ввода
пробы и квадрупольным масс-спектрометриче-
ским детектором. Сбор данных и обработку хро-
матограмм проводили с помощью программного
обеспечения LabSolutions GCMSsolution (“Shi-
madzu”, Япония). Использовали колонку MDN-5
30 м × 250 мкм × 0.25 мкм (“Supelco”, США), в
качестве подвижной фаза – гелий, скорость пото-
ка элюента – 1 см3/мин, деление потока 1 : 5. Объ-
ем вводимой пробы 1 мкл, температура термоста-
та 120°С, температура инжектора 200°С. Темпера-
турный градиент: 120°С выдержка 1 мин; с 120 до
280°С со скоростью 10°С/мин, изотерма 3 мин.
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Все измерения проводили в 3 биологических
повторностях. Результаты представлены в виде
среднего значения ± стандартное отклонение.
Статистическая обработка данных проводилась
с использованием метода дисперсионного ана-
лиза. При обнаружении достоверного значения
(р < 0.05) F-статистики, различия между инди-
видуальными средними были оценены с ис-
пользованием теста множественного сравнения
Тьюки (р ≤ 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Показано, что базидиальные грибы белой гнили
могут использоваться для биоремедиации сточных
вод и почв, загрязненных различными органиче-
скими соединениями. Благодаря своему уникаль-
ному комплексу секретируемых ферментов, они
способны модифицировать даже такие трудноде-
градируемые полимеры, как лигнин, входящий в
состав древесины. Известно, что такая высокая
эффективность обусловлена существенными раз-
личиями в составе и композиции секретируемых
мультиферментных комплексов (содержащих та-
кие ферменты, как лакказа, лигнинпероксидаза,
Mn-зависимая пероксидаза) у грибов из разных
экофизиологических групп, участвующих на раз-
ных стадиях разложения древесины [22]. Этот факт
позволил предположить, что такие различия могут

обуславливать особенности деградации ЭФК раз-
ными представителями базидиомицетов. В настоя-
щей работе был проведен сравнительный анализ
способности грибов белой гнили – представителей
различных экофизиологических групп, а именно:
Trametes hirsuta (первичные дереворазрушающие
сапротрофы), Steccherinum ochraceum (вторичные
дереворазрушающие сапротрофы), Crucibulum laeve
(подстилочные сапротрофы), Agrocybe praecox (гу-
мусовые сапротрофы), к деструкции трех распро-
страненных ЭФК.

Влияние ЭФК на рост грибов белой гнили. Хоро-
шо известно, что начальная концентрация ЭФК
может влиять на способность к их биодеградации
различными организмами [18, 20]. Экстремаль-
ные концентрации загрязняющих веществ трудно
поддаются деструкции большинством организ-
мов. Для того, чтобы определить рабочий диапа-
зон концентраций ЭФК, в данном исследовании
была проведена предварительная оценка способ-
ности выбранных для исследования грибов к ро-
сту на агаризованных средах, содержащих разные
концентрации фталатов. На рис. 2–4 приведены
кривые роста грибных культур на среде с ДЭФ,
ДБФ и ДЭГФ, в табл. 1 представлены скорости
радиального роста грибов.

Эксперимент показал, что при увеличении
концентрации ДЭФ в среде скорость роста всех
штаммов замедлялась, причем на среде с кон-

Рис. 2. Кривые роста грибов на агаризованной среде с ДЭФ. а – T. hirsuta, б – S. ochraceum, в – C. laeve, г – A. praecox;
1 – контрольная среда без ЭФК, 2 – среда с 0.5 г/л ДЭФ, 3 – среда с 1 г/л ДЭФ, 4 – среда с 1.5 г/л ДЭФ.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

50 10 15 20 25 30

мм (а)

Сут

2

3

1
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

50 10 15 20 25 30 35 4540

мм (б)

Сут

2 3

1

4

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

50 10 15 20 25 30 35 4540

мм
(в)

Сут

2

3

1

4

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

50 10 15 20 25 30 35 6055504540

мм
(г)

Сут

2

3

1

4



488

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 5  2022

САВИНОВА и др.

Рис. 3. Кривые роста грибов на агаризованной среде с ДБФ. а – T. hirsuta, б – S. ochraceum, в – C. laeve, г – A. praecox;
1 – контрольная среда без ЭФК, 2 – среда с 0.5 г/л ДБФ, 3 – среда с 1 г/л ДБФ, 4 – среда с 1.5 г/л ДБФ.
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Рис. 4. Кривые роста грибов на агаризованной среде с ДЭГФ. а – T. hirsuta, б – S. ochraceum, в – C. laeve, г – A. praecox;
1 – контрольная среда без ЭФК, 2 – среда с 0.5 г/л ДЭГФ, 3 – среда с 1 г/л ДЭГФ, 4 – среда с 1.5 г/л ДЭГФ.
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центрацией ДЭФ 1.5 г/л существенная задержка
роста по сравнению с контролем наблюдалась у
T. hirsuta, S. ochraceum и A. praecox (в 22, 66 и 5 раз
соответственно), а гриб C. laeve не рос на среде с
такой концентрацией ДЭФ. Следует отметить,
что наиболее устойчивыми к присутствию ДЭФ в
среде оказались T. hirsuta и A. praecox – их рост на
контрольной среде и среде с 0.5 г/л ДЭФ не отли-
чался, а на среде с ДЭФ в концентрации 1 г/л и
выше рост гриба T. hirsuta замедлялся в большей
степени, по сравнению с A. praecox. Все штаммы
хорошо росли на среде с ДБФ. Наличие этого
фталата в среде не оказывало влияния на рост
T. hirsuta, на рост S. ochraceum и A. praecox влия-
ние было незначительное, при этом рост C. laeve
замедлялся при возрастании концентрации ДБФ
в среде.

При выращивании грибов на среде с ДЭГФ на-
блюдали увеличение скорости роста T. hirsuta, по
сравнению с контрольной средой, увеличение кон-
центрации ДЭГФ в среде также ускоряло рост гри-
бов A. praecox и C. leave, но замедляло рост S. ochrace-
um по сравнению с контролем. Увеличение ско-
рости радиального роста на средах с добавлением
ДЭГФ было ранее отмечено также для таких гри-
бов белой гнили как Pleurotus pulmonarius, Pleuro-
tus ostreatus и Lentinula edodes [18, 20], причем уве-
личение содержания ДЭГФ приводило к увеличе-
нию скорости роста. Авторы предположили, что
грибы могут использовать фталаты в качестве ис-
точника углерода и энергии, так как наблюдалась
четкая корреляция между диаметром гиф и кон-
центрацией фталатов в среде.

Таким образом, для последующих экспери-
ментов была выбрана концентрация ЭФК 1 г/л,

которая, как было показано выше, не приводила
к значительному ингибированию роста грибов.

На следующем этапе исследовали способность
грибов к биодеструкции ДЭФ, ДБФ и ДЭГФ в
жидких средах. При культивировании на мине-
ральной среде с глюкозой и ЭФК в концентрации
1 г/л, наблюдали увеличение биомассы T. hirsuta
как на контрольной среде, так на среде с ДЭГФ
(рис. 5а), причем прирост биомассы продолжался
вплоть до 10 сут культивирования. На среде с
ДБФ биомасса увеличивалась к 6 сут, но далее не
менялась. Биомасса S. ochraceum на среде с ДБФ и
ДЭГФ увеличивалась к 3 сут на 8.1 и 22.6% соот-
ветственно, по сравнению с контрольной средой,
но к 10 сут мицелий разрушался, причем более
интенсивно в присутствии ДБФ (рис. 5б). Однако
при культивировании как первичных, так и вто-
ричных сапротрофов в присутствии ДЭФ количе-
ство биомассы оставалось на уровне исходного
значения (рис. 5а, б), что согласуется с результа-
тами по ингибированию роста этих грибов на ага-
ризованных средах с ДЭФ (рис. 2а, б).

Наиболее чувствительным к присутствию
ЭФК оказался подстилочный сапротроф C. laeve.
Так, в присутствии ДБФ прирост биомассы не на-
блюдался, а в присутствии ДЭФ – мицелий гриба
вовсе разрушался в ходе культивирования. На
среде с ДЭГФ прирост биомассы наблюдался к
3 сут, далее биомасса резко уменьшалась (рис. 5в).
Для гумусового сапротрофа A. praecox максимум
биомассы на минеральных средах с ЭФК наблю-
дали на 3 сут культивирования, в отличие от кон-
трольной среды (6 сут), но при этом он не превы-
шал максимума биомассы в контроле (рис. 5г). На
минеральной среде с ДЭФ был отмечен все же не-

Таблица 1. Скорость радиального роста штаммов, ur

ЭФК Концентрация, г/л
ur (мм/сут)

T. hirsuta S. ochraceum С. laeve A. praecox

ДЭФ

0 13.4 ± 0.6 6.6 ± 0.3 5.7 ± 0.2 2.4 ± 0.05

0.5 13.3 ± 0.6 6.2 ± 0.3 1.6 ± 0.05 2.1 ± 0.05

1.0 12.4 ± 0.6 1.7 ± 0.08 1.2 ± 0.05 2.3 ± 0.05

1.5 0.6 ± 0.03 0.1 ± 0.005 Нет роста 0.5 ± 0.01

ДБФ

0 14.9 ± 0.7 7.4 ± 0.2 7.1 ± 0.3 2.2 ± 0.05

0.5 14.9 ± 0.7 6.7 ± 0.2 6.7 ± 0.3 2.2 ± 0.05

1.0 14.8 ± 0.7 6.8 ± 0.2 5.8 ± 0.3 2.0 ± 0.05

1.5 14.8 ± 0.7 6.5 ± 0.2 5.6 ± 0.2 2.1 ± 0.05

ДЭГФ

0 17.6 ± 0.9 13.3 ± 0.7 4.7 ± 0.2 1.9 ± 0.05

0.5 17.3 ± 0.9 9.9 ± 0.5 5.2 ± 0.2 1.6 ± 0.05

1.0 17.2 ± 0.9 10.4 ± 0.5 6.4 ± 0.3 2.0 ± 0.05

1.5 17.2 ± 0.9 12.6 ± 0.6 6.4 ± 0.3 2.9 ± 0.05
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значительный прирост биомассы A. praecox в ходе
культивирования, которого не наблюдали у T. hir-
suta и S. ochraceum.

Таким образом, в присутствии ЭФК, макси-
мальный прирост биомассы грибов был отмечен
на среде с ДЭГФ, однако только у S. ochraceum он
был больше, чем на контрольной среде. В работе
[23] показано, что биомасса Fusarium culmorum
увеличивалась в присутствии ДБФ, по сравнению
с контролем. Авторы предположили, что это свя-
зано с использованием фталата в качестве источ-
ника углерода, что, однако зависело от использу-
емого организма и сложности структуры фталата.

Необходимо отметить существование различий
в характере роста грибов на богатой среде Маль-
текс-агар и жидкой минеральной среде. Так, в при-
сутствии 1 г/л ДЭГФ скорость роста S. ochraceum на
агаризованной среде замедлялась по сравнению с
контролем, а в жидкой среде, наоборот, прирост
биомассы был больше, по сравнению с контролем.
У C. laeve на Мальтекс-агаре скорость роста увели-
чивалась, а на жидкой среде биомассы было значи-
тельно меньше, чем в контроле. Таким образом,
характер роста S. ochraceum и C. laeve менялся в за-

висимости от состава среды культивирования.
Для T. hirsuta и A. praecox такой зависимости не
было выявлено. Скорость роста и накопление
биомассы у T. hirsuta на обоих средах не отлича-
лось от контроля, а у A. praecox скорость роста и
прирост биомассы увеличивались в присутствии
ДЭГФ.

Различия в характере роста грибных культур
на разных средах в присутствии ЭФК могут быть
связаны, в первую очередь, с синтезом ими спе-
цифического комплекса ферментов, который
может сильно отличаться в зависимости от вида
гриба и состава среды культивирования, а также,
с различными путями деградации фталатов [20,
24–27].

Кроме того, в ходе жидкофазного культивиро-
вания грибов на средах с ЭФК наблюдали разли-
чия в изменении рН по сравнению с контрольной
средой (рис. 6). Так, например, при культивиро-
вании S. ochraceum с ДЭФ к 10 сут рН резко сни-
жался до 3.7 (по сравнению с исходным значени-
ем рН среды 4.9), в то время как на средах с други-
ми ЭФК, а также контрольной, рН возрастал в
процессе культивирования (рис. 6б). У грибов

Рис. 5. Диаграмма накопления биомассы (по сухому весу) при росте на среде с ЭФК (1 г/л). К – контрольная среда без
ЭФК, 0 – исходная биомасса в расчете на сухой вес мицелия, 3 – биомасса на 3 сут, 6 – на 6 сут, 10 – на 10 сут культи-
вирования. а – T. hirsuta, б – S. ochraceum, в – C. laeve, г – A. praecox.
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C. laeve и A. praecox также различалась динамика
изменения рН на среде с ДЭФ, однако при этом
показатель практически не менялся по сравне-
нию с остальными вариантами эксперимента
(рис. 6в, 6г). Для гриба T. hirsuta на всех средах со-
хранялась общая тенденция к снижению значе-
ния рН в процессе культивирования (рис. 6а),
причем наиболее резкое падение происходило на
3 сут в присутствии ДЭФ.

Закисление среды в процессе ферментативной
деструкции ЭФК можно объяснить образованием
продуктов гидролиза. Их присутствие тормозит
деградацию ЭФК (эфиры гидролизуются в ще-
лочной среде более интенсивно, чем в более кис-
лой). Предыдущие исследования показали, что
разложение ДЭФ и ДБФ зависит от значения pH.
Так, скорость деградации ДЭГФ штаммом Pseu-
domonas sp. быстро увеличивалась, когда pH среды
увеличивался до 8.5 [13], то же показано для ДБФ
штаммом Agrobacterium sp. при увеличении рН с 5
до 8 [28].

Было показано, что T. hirsuta и A. praecox в ди-
намике закисляли среду до 4.3–4.5 и 3.4–4.4 соот-
ветственно, что коррелировало с существенным
падением у этих грибов ЭА к 10 сут культивирова-
ния. У S. ochraceum и C. laeve, напротив, наблюда-
лось защелачивание среды в ходе культивирова-
ния и соответствующее этому постепенное нарас-
тание эстеразной активности. Однако, не смотря
на различную динамику рН и ЭА, для всех 4 гри-
бов на 10 сут степень деградации ДБФ и ДЭГФ со-
ставляла 86–99%. Вероятно, в процессах биоде-
струкции у разных грибов участвуют разные фер-
менты и механизмы. Так, например, при действии
марганец пероксидаз, которые могут принимать
участие в деградации ЭФК, отмечается образова-
ние свободных радикалов при низких рН, в то
время как гидролитическое расщепление слож-
ноэфирной связи между алкильными цепями и
ароматическим кольцом ЭФК с образованием
сложных моноэфиров, а затем и фталевой кис-
лоты под действием эстераз эффективнее проис-
ходит в щелочных условиях.

Рис. 6. Изменение рН при жидкофазном культивировании грибов T. hirsuta (а), S. ochraceum (б), C. leave (в), A. praecox
(г): 1 – контрольная среда, 2 – ДЭФ, 3 – ДБФ, 4 – ДЭГФ.
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Определение активности ферментов в КЖ гри-
бов. Известно, что от метаболических особенно-
стей штамма, субстрата и условий культивирова-
ния зависит уровень экспрессии ферментов. При
выращивании гриба L. edodes авторы [20] показа-
ли увеличение активности внутри- и внеклеточных
лакказ и эстераз на среде с ДЭГФ, причем актив-
ность лакказы была выше по сравнению с активно-
стью эстеразы при всех концентрациях ДЭГФ. При
этом, для других грибов, в частности P. ostreatus,
выращенных в присутствии бутилбензилфталата,
а также ДЭГФ, напротив, активность лакказы бы-
ла ниже ЭА [24, 25]. Аналогичные результаты бы-
ли получены для аскомицетов Fusarium culmorum и
Trichoderma harzianum в присутствии ДЭГФ [16].
Таким образом, соотношение секретируемых фер-
ментов может непосредственно влиять на эффек-
тивность деградации того или иного ЭФК. По-
скольку ЭА и ОА играют важную роль в способно-
сти грибов к деструкции сложнодеградируемых
соединений, была проведена их оценка при куль-
тивировании грибов на жидкой минеральной среде
(рис. 7, 8).

Показано, что у T. hirsuta максимальная ЭА до-
стигалась в 1 сут в присутствии всех ЭФК, далее
на 3 сут культивирования происходило увеличе-
ние ОА, особенно в присутствии ДЭФ. После
3 сут ОА T. hirsuta в присутствии ДБФ и ДЭГФ
продолжала постепенно расти, а в среде с ДЭФ,

наоборот, уменьшаться, что могло быть связано с
токсичностью ДЭФ для гриба.

Для S. ochraceum пик ЭА достигался на 2–3 сут,
при этом ОА возрастала плавно к 10 сут. Напро-
тив, для C. leave и A. praecox пики ЭА и ОА совпа-
дали и приходились на 10 и 2 сут соответственно.
Наибольшая ЭА достигалась в присутствии ДБФ
для грибов T. hirsuta, S. ochraceum и A. praecox, в то
время как для C. leave – в присутствии ДЭГФ.
При этом максимальные значения ЭА были полу-
чены для C. leave (0.16 усл. ед./мл) и A. praecox
(0.09 усл. ед./мл) в присутствии ДЭГФ и ДБФ со-
ответственно. Биосинтез ферментов может инду-
цироваться увеличением концентраций ЭФК в
среде [18]. Показано, что присутствие ДБФ инду-
цирует ЭА у гриба Fusarium culmorum [27], что со-
гласуется с результатами настоящей работы для
всех грибов, кроме C. laeve. Однако для P. ostreatus
также была показана индукция ЭА в присутствии
ДЭГФ [25], что аналогично результату, получен-
ному в настоящей работе для C. laeve.

В присутствии ДЭФ ОА уменьшалась у всех
грибов, по сравнению с контролем, кроме T. hir-
suta, в КЖ которого активность в присутствии
ДЭФ наоборот, существенно увеличивалась. Это
согласуется с данными по скорости роста T. hirsu-
ta на среде с ДЭФ и с вышеописанными результа-
тами по накоплению биомассы. Таким образом,
гриб T. hirsuta – наиболее устойчив к присут-

Рис. 7. Общая оксидазная активность КЖ грибов: 1 – контрольная среда, 2 – среда с ДЭФ, 3 – среда с ДБФ, 4 – среда
с ДЭГФ; а – T. hirsuta, б – S. ochraceum, в – C. laeve, г – A. praecox.
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ствию ДЭФ по сравнению с остальными, веро-
ятно, за счет более эффективного комплекса
секретируемых оксидаз или других вспомога-
тельных ферментов.

Известно, что на начальной стадии деградации
ЭФК ключевыми ферментами являются эстеразы
[29], осуществляющие гидролитическое расщеп-
ление сложноэфирной связи между алкильными
цепями и ароматическим кольцом ЭФК с образо-
ванием сложных моноэфиров, а затем фталевой
кислоты (ФК) и спиртов. Далее может происхо-
дить расщепление бензольного кольца ФК с об-
разованием метаболитов, образующихся при раз-
ложении ФК и спиртов. Во вторую стадию могут
быть вовлечены такие ферменты, как декарбок-
силазы, оксигеназы и оксидазы/дегидрогеназы
[26, 27, 30, 31].

Анализ продуктов деструкции ЭФК. Качествен-
ный анализ экстрактов КЖ штаммов грибов ме-
тодом ТСХ показал, что скорость биоразложения
ДЭФ у всех грибов была значительно ниже, по
сравнению с другими ЭФК, что коррелирует со
скоростью их роста на твердой агаризованной
среде и накоплением биомассы на жидкой среде с
ДЭФ. Существенного убывания ДЭФ во времени
не было зафиксировано, продукты реакции не
были визуализированы (результаты не представ-
лены), вероятно по причине их крайне низкого
содержания. Очевидно, что самым трудно дегра-
дируемым и токсичным для грибов белой гнили

оказался ДЭФ, что подтверждается известными
значениями токсичности использованных ЭФК:
токсичность убывает в ряду ДЭФ > ДБФ > ДЭГФ
[6]. Похожие результаты были получены в работе
[15], в которой грибы белой гнили P. ostreatus и
T. versicolor менее эффективно деградировали ДЭФ,
по сравнению с диметилфталатом и бутилбензил-
фталатом. Результаты анализа экстрактов КЖ гри-
бов с ДБФ и ДЭГФ методом ТСХ приведены на
рис. 9.

Показано, что у всех грибов в процессе культи-
вирования с ДБФ и ДЭГФ менялось количе-
ственное соотношение продуктов реакции, а так-
же их спектр. Поскольку, согласно результатам
ТСХ, скорость деградации ЭФК убывала в поряд-
ке ДЭГФ > ДБФ > ДЭФ, и для ДЭФ скорость бы-
ла очень низкая, а продукты не визуализировались,
количественную оценку биодеструкции ЭФК с ис-
пользованием метода ГХ-МС в дальнейшем прово-
дили только для ДБФ и ДЭГФ. Результаты пред-
ставлены в табл. 2.

Полученные результаты показали высокую
эффективность разложения ДЭФГ (более 98%)
грибами T. hirsuta, S. ochraceum и A. praecox, а ДБФ
(более 96%) – C. leave за 10 сут.

Несмотря на то, что в литературе описано сни-
жение скорости биодеградации фталатов с увели-
чением длины алкильной цепи, а также зависи-
мость от ее разветвленности [15, 19, 23, 32], в на-
стоящей работе показано, что у гриба S. ochraceum

Рис. 8. Общая эстеразная активность КЖ грибов: 1 – контрольная среда, 2 – среда с ДЭФ, 3 – среда с ДБФ, 4 – среда
с ДЭГФ; а – T. hirsuta, б – S. ochraceum, в – C. laeve, г – A. praecox.
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Рис. 9. ТСХ экстрактов КЖ грибов T. hirsuta, S. ochraceum, C. leave и, A. praecox на 3, 6, и 10 сут культивирования на среде
с ДБФ (а, б) и ДЭГФ (в, г): К- ДБФ коммерческий; а, в – визуализация в УФ-свете, б, г – проявление ванилином.
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скорость деградации ДЭГФ была существенно
выше, чем ДБФ (табл. 2). Для остальных грибов
скорость деградации ДБФ на 3 сут была выше,
чем ДЭГФ, но все же к 10 сут для грибов T. hirsuta
и A. praecox более высокая степень деградации была
получена для ДЭГФ. Только результаты с C. leave
согласовались c данными литературы. При этом
увеличение концентрации ДБФ в среде в неболь-
шой степени ингибировало рост C. leave (рис. 3в),
в отличие от гриба P. ostreatus, рост которого не
ингибировался повышением концентрации ДБФ
в среде (до 1000 мг/л) [23].

Поскольку скорость биодеградации ДЭГФ бы-
ла выше у дереворазрушающих сапротрофов, а
ДБФ – у подстилочных сапротрофов (более 90%
на 6 сут, табл. 2), по 1 представителю этих групп
(T. hirsuta и C. leave) было выбрано с целью опре-
деления продуктов биодеградации ЭФК. Для
накопления продуктов деградации ЭФК в коли-
чествах, необходимых для их идентификации,
предварительно проводили разделение экстрак-
тов методом препаративной ТСХ, после чего
элюаты анализировали методом ГХ-МС. Для
анализа в этом случае использовали экстракты
КЖ C. leave на 3 сут для обоих субстратов, а T. hir-
suta – на 3 сут с ДБФ и 6 сут с ДЭГФ (образцы, где
продукты деградации ЭФК визуализировались ме-
тодом ТСХ).

В результате ГХ-МС-анализа в контрольных
образцах C. laeve (при отсутствии фталатов) был
обнаружен более широкий спектр метаболитов
(всего 24), по сравнению с контрольными образ-
цами T. hirsuta (всего 13 и 19 на 3 и 6 сут соответ-
ственно), представленный в основном эфирами
карбоновых кислот, а также спиртами и альдеги-
дами (рис. 10).

Следует отметить, что на 6 сут культивирова-
ния в КЖ T. hirsuta расширялся спектр синтезиру-
емых грибом спиртов и эфиров бензойной кисло-
ты. В присутствии фталатов образование боль-
шинства характерных для грибов метаболитов
прекращалось: на 3 сут в образце КЖ C. laeve с
ДБФ и ДЭГФ было обнаружено 7 и 11 соединений
соответственно, а на 3 и 6 сут в образцах T. hirsuta
с ДБФ и ДЭГФ – 5 и 3 соединения соответствен-

но (табл. 3). Причем всего 3 соединения из кон-
трольных образцов были идентифицированы в
опытных образцах с фталатами, а именно: пента-
дециловый эфир акриловой кислоты, обнаружен-
ный в контрольных образцах КЖ обоих грибов,
идентифицирован в КЖ и C. laeve с ДЭГФ, и T. hir-
suta с ДБФ и ДЭГФ; пентадециловый эфир про-
пионовой кислоты, найденный в контрольном
образце T. hirsuta, также идентифицирован в КЖ
T. hirsuta с ДБФ; 4-пропилбензальдегид, найден-
ный в контрольном образце КЖ C. laeve – иден-
тифицирован в КЖ C. laeve с обоими ЭФК. В при-
сутствии ЭФК для C. laeve было характерно появ-
ление кетонов и отсутствующих в контрольных
КЖ спиртов (табл. 3).

В КЖ грибов T. hirsuta и C. leave обнаружен 2,6-
дитретбутил-4-метилфенол (ионол), отсутствую-
щий в контрольных образцах. Это соединение
применяется в качестве антиоксиданта при про-
изводстве пищевых продуктов (пищевая добавка
E321), а также является исходным соединением
для синтеза различных пространственно затруд-
нённых фенолов, многие из которых обладают
биологической активностью [33]. Ионол часто
встречается в качестве вторичного метаболита,
продуцируемого различными группами организ-
мов, в частности грибами, однако является ауто-
токсичным [34]. Имеющиеся на сегодняшний
день данные не объясняют, почему организмы
вырабатывает такой аутотоксичный метаболит.
Вероятно, индукция биосинтеза ионола грибами
является своеобразной защитной реакцией гри-
бов от свободных радикалов, образующихся при
ферментативном окислении в ходе деградации
ЭФК. Однако, ввиду своей аутотоксичности, на-
копление этого соединения в ходе биотрансфор-
мации ДБФ может приводить к торможению ро-
ста гриба.

Кроме того, при культивировании грибов в
присутствии ДБФ и ДЭГФ в КЖ грибов был об-
наружен ДЭФ, из чего можно сделать вывод, что
он являлся промежуточным продуктом биотранс-
формации этих ЭФК обоими грибами. В работе
[23] при изучении пути деградации ДБФ дерево-
разрушающим грибом белой гнили P. ostreatus не
было обнаружено ДЭФ в качестве промежуточно-

Таблица 2. Динамика биодеградации ДБФ и ДЭГ (1 г/л) грибами белой гнили

Штамм

Деградация, %

ДБФ ДЭГФ

3 сут 6 сут 10 сут 3 сут 6 сут 10 сут

T. hirsuta 072 65.9 ± 2.0 78.3 ± 0.6 88.2 ± 1.2 39.2 ± 1.9 92.6 ± 0.2 99.2 ± 0.5
S. ochraceum 3174 0.2 ± 0.05 57.7 ± 0.3 87.3 ± 0.2 45.0 ± 0.8 96.5 ± 0.4 99.7 ± 0.3
C. laeve 1700 85.5 ± 1.5 94.9 ± 0.3 96.5 ± 0.5 52.3 ± 0.2 68.6 ± 2.0 88.7 ± 1.2
A. praecox 6205 74.8 ± 0.8 85.5 ± 0.6 86.1 ± 1.0 12.6 ± 1.2 41.4 ± 0.5 99.0 ± 0.3
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Рис. 10. Диаграмма Венна для метаболитов, обнаруженных в контрольных образцах КЖ C. leave и T. hirsuta методом
ГХ-МС.
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го метаболита, однако при бактериальной транс-
формации этого фталата показана возможность
его образования из ДБФ [32]. Вероятно, замедле-
ние роста грибных культур при выращивании на
среде с ДБФ, может быть также связано с образо-
ванием в качестве промежуточного трудно дегра-
дируемого ДЭФ из-за его высокой токсичности,
особенно в условиях высоких концентраций ЭФК.

В работе [35] в качестве основного метаболита
при биодеструкции ДБФ бактериями Pseudomo-
nas sp. и Comamonas sp. также был идентифициро-
ван ДЭФ, который может быть получен путем ре-
акции переэтерификации с участием липаз. Одна-
ко авторам, как и в настоящей работе, не удалось
обнаружить такой основной метаболит деструкции
ЭФК как фталевая кислота, предположительно,
из-за короткого периода полураспада этого соеди-
нения.

Ранее показан возможный механизм деструк-
ции ЭФК с помощью эстераз, приводящий к об-
разованию 1,3-изо-бензофурандиона (ИБФ) при
гидролизе сложного эфира с последующим спон-
танным образованием оксомостика и дальнейшее
превращение ИБФ в различные моноэфиры путем
переэтерификации при наличии в среде спиртов
[36]. Перечень возможных продуктов превраще-
ния ИБФ зависит от спектра синтезируемых гри-
бами ферментов. Возможно, именно таким путем
происходит образование ДЭФ при трансформа-

ции ДБФ и ДЭГФ. В КЖ гриба C. leave на 3 сут ЭА
преобладала над ОА. Вероятно, идентифицирован-
ные в ней соединения, могут быть продуктами ре-
акций переэтерификации моноэфиров, например
1-гидроксициклогексил фенил кетон. Посколь-
ку одновременно с ЭА все же фиксируется и ОА,
то параллельно могут проходить свободноради-
кальные реакции с образованием целого спектра
разнообразных соединений (подобно 2-гидрок-
си-изо-бутирофенону у C. leave), некоторые из
которых трудно идентифицировать (вероятно,
таким соединением может являться не иденти-
фицированное соединение с RT2126, обнару-
женное в КЖ T. hirsuta).

Таким образом, исследование показало, что гри-
бы белой гнили являются перспективными биоде-
структорами широко распространенных токсичных
ЭФК, различающихся структурой и гидрофобно-
стью. Полученные результаты подтвердили, что ме-
ханизмы разрушения ЭФК различаются у грибов в
зависимости от экофизиологической группы. Раз-
личия в путях деградации ЭФК грибами белой
гнили могут быть связаны с секрецией уникаль-
ных ферментных комплексов, участвующих в
процессах биодеструкции. Показано, что в про-
цессе культивирования динамика ОА и ЭА T. hir-
suta ближе к A. praecox, а S. ochraceum – к C. laeve.
Очевидно, что присутствие ЭФК изменяло мета-
болический профиль гриба. Вероятно, вторичные
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Таблица 3. Метаболиты, идентифицированные в КЖ C. leave и T. hirsuta на средах с ЭФК методом ГХ-МС

Метаболит
C. leave + 

+ ДБФ
(3 сут)

C. leave + 
+ ДЭГФ

(3 сут)

T. hirsuta +
+ ДБФ
(3 сут)

T. hirsuta + 
+ ДЭГФ

(6 сут)

Фталаты

Диэтилфталат (ДЭФ), C12H14O4 + + + +

Эфиры карбоновых кислот

Тридецил акрилат, C16H30O2 + – – –

Спирты

Гексадеканол, C16H33OH – + – –

Октадеканол, C18H38O – + – –

Кетоны

Бензил этил кетон, C10H12O – + – –

1-Гидроксициклогексил фенил кетон, C13H16O2 + + – –

2-Гидрокси-изо-бутирофенон, C10H12O2 + + – –

Фенолы

2,4-Ди-трет-бутилфенол, C14H22O + – – –

2,6-Дитретбутил-4-метилфенол (ионол), C15H24O + – + +

Другие

Сквален – + – –

O
O

O

O

O

HO

O

O

OH

HO

HO
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ксилотрофы могут быть ближе по своему метабо-
лизму к гумусовым и подстилочным грибам, в от-
личие от первичных ксилотрофов.

Полученные результаты могут быть использо-
ваны для дальнейших исследований, направлен-
ных на установление механизмов биоразложения
ЭФК различными грибами, а также при отборе
конкретных штаммов базидиальных грибов для
использования с целью биоремедиации загряз-
ненных фталатами сред.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда, грант РНФ 21-14-
00306.
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Biodestruction of Phtalic Acid Esters by White Rot Fungi
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a Bach Institute of Biochemistry, Biotechnology Research Center of Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
b Chemistry Department, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: fedorova_tv@mail.ru

The ability of white rot fungi from different ecophysiological groups (Trametes hirsuta, primary wood-de-
stroying saprotroph; Steccherinum ochraceum, secondary wood-destroying saprotroph; Crucibulum laeve, lit-
ter saprotroph; and Agrocybe praecox, humus saprotroph) to biodegrade phthalic acid esters (PAE) was stud-
ied. It has been shown that diethylhexyl phthalate (DEHP) with longer and branched hydrocarbon chains is
more rapidly biodegraded by wood-destroying saprotrophs such as T. hirsuta and S. ochraceum, with an effi-
ciency of more than 99%. At the same time, DEHP can be used by fungi as a source of nutrition for growth
and development. Dibutyl phthalate (DBP), with shorter hydrocarbon units and less hydrophobic, is most
efficiently transformed by the litter saprotroph C. laeve (up to 96.5%). The most toxic for all fungi is a lower
molecular weight PAE – diethyl phthalate (DEP). T. hirsuta showed the greatest resistance to elevated DEP
concentrations in the medium. It has been shown that fungi destroy PAE with the formation of various me-
tabolites, depending on the composition of the multienzyme complex of the fungus. Among the secondary
metabolites, ionol was found, an antioxidant secreted by fungi when PAE is added to the medium.

Keywords: phthalic acid esters, degradation, biodestruction, basidiomycetes, white rot fungi
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Разработан ферментативный синтез интерполиэлектролитного комплекса полианилин (ПАНИ)/поли-
стиролсульфонат натрия (ПСС), в котором ПАНИ допирован ионами Cu(II). Биокатализатором
полимеризации анилина (АНИ) являлась грибная лакказа Trametes hirsuta, а окислителем – атмо-
сферный кислород. Полученный комплекс ПАНИ-Cu/ПСС был исследован методами УФ-види-
мой и FTIR-ATR спектроскопии и рентгенофлуоресцентного анализа. Весовое содержание меди в
ПАНИ-Cu/ПСС составляло ~8 вес. %. Минимальная ингибирующая концентрация (МИК) ком-
плекса ПАНИ-Cu/ПСС, блокирующего рост грамотрицательных (Escherichia coli) и грамположи-
тельным (Staphylococcus aureus) бактерий составляла 2.65 мг/мл и 0.66 мг/мл соответственно.

Ключевые слова: полианилин, Cu (II)-допант, биокатализ, лакказа, антибактериальная активность
DOI: 10.31857/S0555109922050154

В последние десятилетия большое внимание
уделяется гибридным системам и композитам
на основе электропроводящего полианилина
(ПАНИ), что связано с перспективностью их ис-
пользования в различных областях [1–5]. Свой-
ства ПАНИ можно изменять в широких пределах
в зависимости от условий проведения синтеза
[6, 7]. Обычно ПАНИ синтезируют химическим
или электрохимическим окислением анилина
(АНИ) в сильнокислой среде [1, 2, 8, 9]. Также опи-
сан ферментативный метод получения электропро-
водящего ПАНИ, отвечающий требованиям “бе-
лой” биотехнологии [1, 10–15]. С экологической
точки зрения ферментативный синтез ПАНИ явля-
ется хорошей альтернативой традиционным мето-
дам синтеза.

Перспективным катализатором окислитель-
ной полимеризации АНИ является лакказа, так
как окислителем в реакции является кислород воз-
духа. Лакказа (п-дифенол:кислород оксидоредук-
таза, КФ 1.10.3.2) относится к медь-содержащим
оксидазам и катализирует окисление различных
органических соединений, в результате которого
образуются радикалы, вступающие в реакции со-
четания с образованием олигомерных/полимер-
ных продуктов [16–18].

Электрические и оптические свойства ПАНИ
можно обратимо контролировать редокс реакци-

ями или протонированием [19, 20]. Окислительное
состояние ПАНИ может изменяться от полностью
окисленного (пернигранилин) до полностью вос-
становленного (лейкоэмеральдин). Полуокислен-
ное состояние основной цепи полимера называют
эмеральдином [1, 2]. Электропроводящую форму
ПАНИ, эмеральдиновую соль, можно получить
как протонированием [1, 2, 21], так и допирова-
нием цепи полимера различными допантами, та-
кими как кислоты Льюиса, йод, соли переходных
металлов [22–26]. Допантами полимеров называ-
ют доноры или акцепторы электронов, которые
при взаимодействии с основной цепью полимера
приводят к образованию на ней зарядов, обуслав-
ливающих электропроводность полимера.

В ряде работ было показано, что химически
синтезированный ПАНИ обладает антимикроб-
ными свойствами [27–32]. Эффективность хими-
чески синтезированного ПАНИ подавлять рост
грамположительных и грамотрицательных бакте-
рий и грибов впервые была описана в работе [27]:
хлопчатобумажные ткани, покрытые электро-
проводящим ПАНИ, подавляли рост S. aureus на
95%, E. coli на 85% и грибов Candida albicans на
92%. Авторы связывали антибактериальные эф-
фекты ПАНИ с электростатическим взаимодей-
ствием между молекулами полимера и клетками
бактерий, что приводило к разрушению клеточ-
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ных стенок и гибели клеток. Ши с соавт. [28] по-
казали, что пленки поливинилового спирта, со-
держащие 1–10 вес. % ПАНИ полностью подав-
ляли рост бактерий E. coli и S. aureus.

Известно, что медь и ее сплавы являются анти-
микробными материалами [33, 34]. Можно пред-
положить, что ионы меди Cu2+ в качестве допанта
основной цепи полимера могут усиливать анти-
микробные свойства ПАНИ.

Цель работы – провести ферментативный мат-
ричный синтез и изучить физико-химические и
антибактериальные свойства полианилина, до-
пированного ионами меди(II).

МЕТОДИКА
Лимонная кислота, NaH2PO4, KH2PO4, NaOH –

производства “Riedel-de Haën” (Германия),
CuSO4 · 5H2O, полистиролсульфонат (ПСС, 30 вес. %)
“Sigma-Aldrich” (США) были использованы без
дополнительной очистки. АНИ (“Sigma-Aldrich”,
США) был очищен вакуумной перегонкой.

Лакказа была выделена из культуральной
жидкости базидиального гриба Trametes hirsuta
(Wulfen) Pilát (штамм T. hirsuta 56) согласно ме-
тоду [35]. Фермент был гомогенен по данным
ДДС-электрофореза и имел удельную активность
161 МЕ/мг белка. Активность фермента опреде-
ляли спектрофотометрически, используя в каче-
стве хромогенного субстрата 1 мМ раствор АБТС
(λ = 420 нм; ε = 36000 M–1 см–1) в 0.1 М Na-цит-
ратно-фосфатном буфере, рН 4.5. За единицу ак-
тивности принимали количество фермента, ката-
лизирующего превращение 1 мкмоль АБТС за
1 мин при температуре 22°С. Концентрация бел-
ка, измеренная согласно методу [36], составляла
7.8 мг/мл.

Все растворы готовили с использованием во-
ды, очищенной на установке Simplicity (“Milli-
pore”, США).

Синтез ПАНИ/ПСС проводили следующим
образом. К 10 мл раствора ПСС в 0.1 М цитратно-
фосфатном буфере, рН 3.5 (концентрация 11 мМ
на повторяющееся звено полимера), добавляли
10 мкл АНИ (концентрация 11 мМ) и перемеши-
вали в течение 1 ч. Полимеризацию АНИ ини-
циировали добавлением фермента, удельная
активность которого в реакционной смеси была
~1 МЕ/мл. Реакцию проводили при комнатной
температуре (21–22°С) и постоянном перемеши-
вании со скоростью 400 об./мин на магнитной
мешалке RT-10 (“IKA®-Werke GmbH & Co”, Гер-
мания) в течение 24 ч. Затем реакционную смесь
диализовали против деионизированной воды для
удаления низкомолекулярных соединений.

Дедопирование интерполимерного комплекса
ПАНИ/ПСС проводили, добавляя к диализован-
ному раствору 1 М NaOH до рН 10.0. Через 12 ч

раствор диализовали против воды, рН которой
доводили до значения 7.8 раствором NaOH. Для
редопирования комплекса ионами меди к раство-
ру добавляли 27.5 мг CuSO4 · 5H2O (молярное со-
отношение АНИ/CuSO4 · 5H2O = 1 : 1), переме-
шивали при комнатной температуре (21–22°С) на
магнитной мешалке со скоростью 400 об./мин в
течение 12 ч и диализовали против деионизиро-
ванной воды.

УФ-видимые спектры регистрировали на спек-
трофотометре UV1240 mini (“Shimadzu”, Япо-
ния). Анализ образцов методом спектроскопии
нарушенного полного внутреннего отражения в
инфракрасной области с преобразованием Фу-
рье (FTIR-ATR) проводили на спектрометре
FT/IR-67000 (“Jasco”, Япония). Содержание меди
в образцах определяли методом энергодисперси-
онной рентгеновской спектроскопии (EDX) с
использованием сканирующего электронного
микроскопа JSM-6510LV (“JEOL Ltd”, Япония),
оснащенного энергодисперсионной приставкой
сX-MAX (“Oxford Instruments”, Великобритания).
Для определения содержания меди и исследова-
ний методом FTIR-ATR спектроскопии образцы
высушивали при 60°С до постоянного веса.

Для исследований на антимикробную актив-
ность водные растворы комплексов были скон-
центрированы упариванием при 37°C до 5.8 мг/мл
(ПАНИ/ПСС) и 5.3 мг/мл (ПАНИ-Cu/ПСС).
Минимальную ингибирующую рост концентра-
цию (МИК) синтезированных комплексов опре-
деляли по стандартной методике серийных (дву-
кратных) разведений в питательной среде LB
(Luria-Bertani, Miller, “Sigma”, США). В качестве
тест-культур использовали грамположительные
бактерии Staphylococcus aureus 209P и грамотрица-
тельные бактерии Escherichia coli K-12. 200 мкл
предварительно стерильно приготовленных сред
LB, содержащих различные концентрации ком-
плексов, вносили в лунки 96-луночного планше-
та в 3-кратной повторности для каждой концен-
трации. Затем в каждую лунку вносили 4 мкл кле-
ток тест-культур стационарной фазы роста (1 сут)
и инкубировали при 28°C и перемешивании на
роторной качалке (150 об./мин). После 24 ч инку-
бации измеряли оптическую плотность каждой
лунки относительно контролей (без инокулята)
при 540 нм с использованием Ao Absorbance Mi-
croplate Reader (“Azure Biosystems”, UK). Рост
микроорганизмов оценивали по изменению опти-
ческой плотности по сравнению с начальным зна-
чением (сразу после инокуляции среды). МИК
определяли как наименьшую концентрацию со-
единения, подавляющую рост бактерий в течение
24 ч. Каждую культуру тестировали трижды.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Одна из ключевых проблем использования
электропроводящего ПАНИ – плохие эксплуа-
тационные характеристики полимера (нераство-
римость, неплавкость, плохие механические свой-
ства), которые препятствуют его широкому про-
мышленному использованию. Одним из вариантов
решения этой проблемы является синтез ПАНИ с
использованием водорастворимой матрицы [1, 2,
37, 38]. В настоящей работе в качестве матрицы
был использован ПСС.

В результате катализируемой лакказой окис-
лительной полимеризации АНИ на матрице ПСС
был получен электропроводящий интерполи-
электролитный комплекс ПАНИ/ПСС, УФ-ви-
димый спектр которого представлен на рис. 1
(кривая 1). На спектре ПАНИ/ПСС присутство-
вали полосы, характерные для электропроводя-
щего ПАНИ: полоса в области 340 нм, соответ-
ствующая π–π* электронным переходам в арома-
тических кольцах, и две полосы поглощения (420
и 787 нм), указывающие на формирование поля-
рона в структуре ПАНИ [39, 40]. При дедопирова-
нии комплекса эти полосы исчезали, и появля-
лась полоса поглощения в области 510 нм, соот-
ветствующая ПАНИ в неэлектропроводящей
форме эмеральдинового основания (рис. 1, 2).
При этом переходе цвет раствора менялся с зеле-
ного на голубой. Так как дедопирование/допиро-
вание процесс обратимый, то после диализа на
спектре снова появляются полосы, характерные
для электропроводящей формы ПАНИ (рис. 1, 3).
Однако при рН 7.8 основная полоса поглощения,
соответствующая полярону, смещалась в более ко-
ротковолновую область (755 нм). При редопирова-
нии полимера ионами Cu2+ (рис. 1, 4) происходил
сдвиг этой полосы до 764 нм, что являлось косвен-
ным доказательством взаимодействия ионов меди
с основной цепью ПАНИ.

Исследование ПАНИ-Cu/ПСС методом энер-
годисперсионной рентгеновской спектроскопии
(рис. 2) показало, что содержание меди в ком-
плексе, рассчитанное как среднее значение по че-
тырем измерениям, составляло 1.66 ± 0.31 ат. %
или 6.81 ± 1.18 вес. %.

На рис. 3а представлена общая формула ПАНИ.
Соотношениe фенилендиаминных (бензеноид-
ных) и хиноиддииминных (хиноидных) структур
в цепи ПАНИ обуславливает несколько возмож-
ных редокс-состояний полимера: лейкоэмераль-
дин (полностью восстановленное состояние),
эмеральдин (полуокисленное состояние) и пер-
нигранилин (полностью окисленное состояние).

Рис. 1. УФ-видимые спектры ферментативно синте-
зированного комплекса ПАНИ/ПСС (1, рН 3.5), де-
допированного комплекса (2, рН 10.0), (комплекса
после диализа (3, рН 7.8) и редопированного ионами
меди комплекса ПАНИ-Cu/ПСС (4).

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0
300 400 500 600 700 800 900 1000

нм

D
1

4

3

2
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При кислотном допировании (рис. 3б) протоны
взаимодействуют с иминными атомами азота, что
приводит к образованию поликатиона. Положи-
тельные заряды, локализованные на атомах азота,
повышают общую энергию полимерной системы,
в результате чего происходит перераспределение
электронной плотности и распаривание неподе-
ленной электронной пары атомов азота. В цепи по-
лимера появляются делокализованные электроны и
возникает электронная проводимость, которая за-
висит от степени протонирования ПАНИ и от при-
роды допирующей кислоты. Таким образом элек-
тропроводность ПАНИ обусловлена наличием в
полимерной цепи катион-радикалов (поляро-
нов), локализованных на атомах азота хиноид-
дииминных колец. Допирование цепи ПАНИ

ионами переходных металлов относится к окис-
лительному допированию. Основываясь на ре-
зультатах экспериментов с солями переходных
металлов, которые могут действовать как окис-
литель, Димитриев [25] предложил следующий
механизм окислительного допирования эме-
ральдинового основания ПАНИ. Ионы переход-
ных металлов окисляют атомы азота бензеноид-
ных фрагментов; после этого восстановленные ио-
ны металла координируются с иминными атомами
азота хиноидных фрагментов. Затем происходит
окисление восстановленных катионов металлов и
восстановление иминных групп, что приводит к об-
разованию допированной (электропроводящей)
формы ПАНИ и окисленного катиона.

Рис. 3. Общая формула ПАНИ (а): y = 1 – лейкоэмеральдин; y = 0.5 – эмеральдин и y = 0 – пернигранилин; схемати-
ческое изображение взаимопревращений различных редокс-состояний ПАНИ (лейкоэмеральдин, эмеральдин, пер-
нигранилин) при кислотном допировании (б).
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На рис. 4 приведены FTIR-ATR спектры мат-
рицы ПСС (кривая 1) и комплексов ПАНИ/ПСС
(кривая 2) и ПАНИ-Cu/ПСС (кривая 3). Полосы
в области 600–1150 см–1 соответствовали колеба-
ниям связей в молекуле ПСС, что подтверждало
образование комплекса ПАНИ/ПСС в результате
ферментативной реакции. Наиболее существен-
ные различия в спектрах ПАНИ/ПСС и ПАНИ-
Cu/ПСС наблюдались в области 1150–1600 см–1.
На обоих спектрах присутствовала полоса в обла-
сти 1496 см–1, относящаяся к колебаниям С‒С свя-
зи бензеноидных фрагментов в структуре ПАНИ
[41, 42]. В то же время интенсивность полосы по-
глощения, соответствующей колебаниям С=С
связи хиноидных фрагментов, значительно увели-
чивалась при допировании ПАНИ ионами меди, а
положение полосы смещалось сторону меньшего
волнового числа (от 1581 см–1 в ПАНИ/ПСС до
1567 см–1 в ПАНИ-Cu/ПСС), что указывало на
увеличение относительного количества хиноид-
ных фрагментов в цепи ПАНИ [24]. Также проис-
ходил сдвиг полосы, соответствующей колебани-
ям структуры ‒NH+=, от 1173 до 1163 см–1. Кроме
того на спектре ПАНИ-Cu/ПСС появлялись до-
полнительные полосы, соответствующие колеба-
ниям связи С‒N рядом с хиноидным кольцом

(1324 и 1358 см–1), и полоса, относящаяся к коле-
баниям связей катион-радикала C‒N•+ (1259 см–1).
При допировании ПАНИ ионами меди увеличи-
валась интенсивность полосы, относящейся к ко-
лебаниям C‒N связи вторичных ароматических
аминов в области 1307 см–1. Такие изменения в ИК-
Фурье спектрах свидетельствовали о допировании
основной цепи ПАНИ ионами меди.

Для антимикробных исследований водные
растворы ПАНИ/ПСС и ПАНИ-Cu/ПСС были
сконцентрированы до 5.8 и 5.3 мг/мл соответ-
ственно. Исследования показали, что матрица
ПСС не обладала антимикробной активностью,
а комплекс ПАНИ/ПСС, хотя и проявлял анти-
микробную активность в отношении S. aureus и
E. coli, однако его МИК для обоих микроорганиз-
мов выше, чем максимально достигнутая в иссле-
довании концентрация (2.9 мг/мл). Необходимо
отметить, что в литературе крайне мало данных о
МИК “чистого” ПАНИ, что, по-видимому, свя-
зано с его плохой растворимостью. В статье [29]
было показано, что МИК суспензии в питатель-
ной среде химически синтезированного ПАНИ
для E. coli и S. aureus выше 10 мг/мл. Шалини с со-
авт. [31] показали, что МИК суспензии ПАНИ в

Рис. 4. FTIR-ATR-спектры матрицы ПСС (1), ПАНИ/ПСС (2) и ПАНИ-Cu/ПСС (3).
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диметилсульфоксиде для E. coli и S. aureus была
10 и 2.5 мг/мл соответственно.

Комплекс ПАНИ-Cu/ПСС показал более высо-
кую ингибирующую активность, чем ПАНИ/ПСС.
МИК ПАНИ-Cu/ПСС по отношению S. aureus
составляла 0.66 мг/мл, а E. coli – 2.65 мг/мл. По-
скольку в литературе отсутствуют данные о значе-
ниях МИК для композитов, в состав которых вхо-
дит ПАНИ, допированный ионами меди, провести
прямое сравнение с полученными нами результата-
ми не представляется возможным. Однако можно
сделать вывод, что ионы меди в составе комплекса
ПАНИ-Cu/ПСС усиливали антимикробные свой-
ства полимера и использование их в качестве до-
панта основной цепи ПАНИ перспективно для раз-
работки антимикробных пленочных покрытий.

Авторы выражают благодарность Ю.А. Нико-
лаеву и Е.В. Демкиной за помощь в проведении
микробиологических экспериментов. При прове-
дении исследований использовалось оборудова-
ние Центра коллективного пользования “Про-
мышленные биотехнологии” ФИЦ Биотехноло-
гии РАН.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке Российского Фонда Фундаменталь-
ных исследований (проект № 19-08-00420).
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Enzymatically Synthesized Polyaniline Doped with Copper Ions:
Physico-Chemical and Antimicrobial Properties of the Product

I. S. Vasil’evaa, G. P. Shumakovicha, O. V. Morozovaa, and A. I. Yaropolova, *
a Bach Institute of Biochemistry, Research Centre of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: yaropolov@inbi.ras.ru

An enzymatic synthesis of the polyaniline (PANI)/sodium polystyrenesulfonate (PSS) interpolyelectrolyte
complex, in which PANI is doped with Cu(II) ions, has been developed. The biocatalyst for aniline (ANI)
polymerization was the fungal laccase Trametes hirsuta, and the oxidizing agent was atmospheric oxygen. The
resulting PANI-Cu/PSS complex was studied by UV-visible and FTIR-ATR spectroscopy, and X-ray f luo-
rescence analysis. The copper weight content in PANI-Cu/PSS was ~8 wt %. The minimum inhibitory con-
centrations (MIC) of the PANI-Cu/PSS complex against gram-negative (Escherichia coli) and gram-positive
(Staphylococcus aureus) bacteria were 2.65 and 0.66 mg/mL, respectively.

Keywords: polyaniline, Cu(II)-dopant, biocatalysis, laccase, antibacterial activity
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Для формирования наночастиц серебра методом восстановления из ионов металла в присутствии
восстановителя D-глюкозы при комнатной температуре в качестве полимерной матрицы было ис-
пользовано водорастворимое производное хитозана – сукцинил хитозан. Синтез наночастиц сереб-
ра можно также осуществлять без восстановителя при термической активации системы с использо-
ванием щелочи (NaOH) в качестве ускорителя процесса. О наличии наночастиц серебра в получен-
ных коллоидных растворах судили по появлению полосы поглощения в спектрах электронного
плазмонного резонанса (%max = 417 нм). Показано, что использование дополнительного компонента
– полиэтиленоксида в макромолекулярной системе позволило получить наночастицы серебра ма-
лого размера (1–3 нм). Результаты исследований антимикробной активности в опытах in vitro полу-
ченных коллоидных растворов, содержащих наночастицы серебра, подтвердили, что уменьшение
размеров наночастиц серебра приводило к расширению спектра антибактериальной активности в
отношении штаммов грамположительных и грамотрицательных бактерий (Bacillissubtilis ATCC
6633, Staphylococcus aureus 209P, Escherichia coli ATCC 25922) и к проявлению выраженного антифун-
гального действия по отношению к Aspergillus niger INA 00760.

Ключевые слова: наночастицы серебра, хитозан, сукцинил хитозана, антимикробная активность, зе-
леный синтез
DOI: 10.31857/S055510992205004X

В последнее время значительно возрос инте-
рес исследователей к зеленой химии. В соответ-
ствии с основными положениями этого научного
направления методы синтеза выбираются так,
чтобы как исходные, так и синтезированные ве-
щества были безвредными для человека и окру-
жающей среды [1]. Методы химического восста-
новления ионов металлов в растворе полимера
часто используются для создания нанокомпози-
тов [2–4]. С учетом требований, которые предъ-
являются к зеленой химии, выбор сукцинил хито-
зана в качестве полимерной матрицы для созда-
ния нанокомпозитов, является обоснованным.

Водорастворимое производное хитозана – сук-
цинил хитозан является нетоксичным, биодегра-
дируемым полимером, для которого характерна
антиоксидантная, иммуностимулирующая и др.
активности [5, 6]. Важно отметить, что сукцинил
хитозан безопасен при внутривенном введении,
что позволяет использовать этот полимер в систе-
мах доставки противоопухолевых препаратов [7, 8].

При химическом восстановлении ионов сереб-
ра, обычно в качестве восстановителей используют
такие вещества, как боргидрид натрия, амины, гид-
разин, формальдегид и др., не относящиеся к числу
безопасных для здоровья человека и для окружаю-
щей среды. Наночастицы серебра можно получать
с использованием экстрактов различных растений.
Однако, получаемые при этом коллоидные раство-
ры представляют собой сложную смесь различных
веществ, что затрудняет идентификацию компо-
нентов реакционной системы [9, 10].

Наночастицы металлов можно получать с ис-
пользованием методов радиационно-химическо-
го и фотохимического восстановления, а также при
воздействии микроволнового облучения [11–13].
Для проведения таких исследований необходимы
дорогостоящие установки и специально оборудо-
ванные помещения.

С учетом вышеизложенного исследовали воз-
можность разработки простого экологичного спо-
соба синтеза наночастиц серебра в матрице сукци-

УДК 547.995.12:544.546.57

EDN: GTENMZ
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нил хитозана при комнатной температуре или при
термической активации системы, как в присут-
ствии восстановителя, так и без него.

Цель работы – получение и изучение антимик-
робной активности композитов на основе сукци-
нил хитозана и наночастиц серебра.

МЕТОДИКА

Материалы. В качестве полимерной матрицы-
стабилизатора в работе использовали сукцинил
хитозан (СХТЗ) производства ООО “Биопрогресс”
(Россия). Молекулярная масса (ММ) хитозана, из
которого был получен СХТЗ – 200 кДА, степень
дезацетилирования – 85%. Для проведения реак-
ции в гомогенных условиях в качестве растворителя
использовали воду (бидистиллят, 18МОМ × см–1),
азотнокислое серебро (AgNO3), щелочь (NаOH) и
D-глюкозу (марки х. ч.), полиэтиленоксид (ПЭО)
с молекулярной массой 7 × 105 ЗХК “Экотек”
(Россия).

Синтез наночастиц серебра в матрице сукцинил
хитозана. При комнатной температуре. СХТЗ
растворяли в бидистиллированной воде при ком-
натной температуре и перемешивании на магнит-
ной мешалке. К 5 мл раствора полимера (0.25% по
массе) при перемешивании добавляли водный рас-
твор AgNO3, с таким расчетом, чтобы его концен-
трация в растворе полимера составляла 0.0018 М.
Затем в реакционную смесь добавляли восстано-
витель (D-глюкозу) в соотношении AgNO3 : D-глю-
коза, равном 1 : 5 (моль/моль). В полученную ре-
акционную смесь по каплям добавляли 0.1 М
NаOH (20–100 мкл). В ходе эксперимента из ре-
акционной смеси отбирали пробы для определе-
ния оптической плотности коллоидного раствора
(%max = 417 нм) при различной концентрации ще-
лочи.

При термической активации системы. СХТЗ
растворяли в бидистиллированной воде при ком-
натной температуре и перемешивании на магнит-
ной мешалке. К 2.5 мл раствора СХТЗ (1% по мас-
се) при перемешивании добавляли 2.5 мл водорас-
творимого ПЭО (10% от массы СХТЗ). В
полученную реакционную смесь добавляли 60 мкл
0.1 М раствор NаOH, а затем водный раствор Ag-
NO3, с таким расчётом, чтобы его концентрация в
реакционной смеси составляла 0.0018М. После
тщательного перемешивания реакционную смесь
нагревали до 70°С в течение 3 ч. Синтез проводи-
ли в токе аргона. При проведении эксперимента
наблюдали изменение окраски рабочего раствора
от бледно-желтого до коричневого.

УФ-спектроскопия. Спектры полученных рас-
творов регистрировали на УФ-спектрофотометре
“SPECORD M–40” (“Carl Zeiss”, Германия) в квар-
цевой кювете с длинной оптического пути 1 мм при

25°С, в качестве раствора сравнения использовали
бидистилированную воду.

Просвечивающая электронная микроскопия
(ПЭМ). Размеры наночастиц серебра в коллоид-
ном растворе на основе СХТЗ изучали при помо-
щи просвечивающей электронной микроскопии
(ПЭМ) “LEO 912 AB Omega” (“Leo Electron Mi-
croscopy”, Великобритания).

Микробные штаммы, питательные среды, усло-
вия культивирования. Антимикробную активность
растворов наночастиц оценивали методом диффу-
зии в агар по диамеру зоны отсутсвия роста тест-
культур. Антибактериальную активность оценива-
ли с помощью тест-штаммов: грамотрицательные
бактерии Escherichia coli ATCC 25922, грамполо-
жительные бактерии Bacillus subtilis АТСС 6633, и
Staphylococcus aureus 209P. Для оценки фунгицид-
ной активности использовали плесневый гриб
Aspergillus niger INA 00760.

Тест-культуру B. subtilis АТСС 6633 выращива-
ли на среде Гаузе № 2 следующего состава (г/л):
триптон – 2.5 (или бульон Хоттингера – 30 мл),
пептон – 5, хлорид натрия – 5, глюкоза – 10;
S. aureus 209P выращивали на среде МПА
(“ЗАО НИЦФ”, Россия), а E. coli ATCC 25922 на
среде LB (триптон-соевый агар). Культуру A. niger
INA 00760 выращивали на среде Чапека. Предва-
рительно культуры бактерий выращивали в тече-
ние суток в пробирках на скошенном питатель-
ном агаре, после чего клетки суспендировали в
физиологическом растворе до мутности 0.5 по
стандарту McFarland (1.5 × 108 КОЕ/мл) и исполь-
зовали в течение 15 мин. Культуру гриба выращи-
вали в течение 5 сут. Все тест-культуры получены
из коллекции культур НИИ по изысканию новых
антибиотиков им. Г.Ф. Гаузе (Россия). В качестве
контроля использовали стандартные диски с ам-
фотерицином В для грибов (40 мкг, “НИИ Пасте-
ра”, Россия) и амоксиклавом (амоксициллин/кла-
вулоновая кислота) для бактерий (20/10 мкг,
“НИИ Пастера”, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЯ
Одним из условий зеленой химии является

синтез веществ из возобновляемых в природе ис-
точников сырья. Известно, что для синтеза поли-
меров ряда хитина и хитозана используют при-
родный полисахарид – хитин, который широко
распространен в природе и, в частности, содер-
жится в панцире и клешнях крабов, креветок, на-
секомых и др. организмов.

С целью разработки простого и экологичного
способа синтеза наночастиц серебра (НЧAg) в на-
стоящей работе в качестве матрицы был использо-
ван СХТЗ, который получают путем взаимодей-
ствия хитозана с янтарным ангидридом. Структура
элементарных звеньев полимера приведена на
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рис. 1, где k-N-ацетилглюкозамин. Этот полимер
является полиэлектролитом, в структуре которого
присутствуют как карбоксильные –COOH груп-
пы (m), так и первичные аминогруппы -NH2 (n).
При этом мольное соотношении этих групп со-
ставляло: k-0.15, m-0.75 и n-0.1.

Для синтеза НЧAg из ионов Ag+ в матрице
СХТЗ была исследована возможность проведения
процесса при комнатной температуре с использо-
ванием в качестве восстановителя D-глюкозы. При
этом для ускорения процесса восстановления
ионов Ag+ в НЧAg использовали водный раствор
NaOH. Анализ полученных результатов (рис. 2) по-
казал, что постепенное увеличение количества
NaOH в реакционной среде приводило к росту
оптической плотности образующихся при этом
НЧAg (кривые 1–5, рис. 2). О наличии НЧAg в си-
стеме судили по появлению полосы поглощения
(%max = 420 нм) в УФ-спектрах коллоидных рас-
творов. Дальнейшее увеличение количества уско-
рителя (NaOH) выше 60 мкл в реакционной смеси
было нецелесообразно, поскольку приводило к
образованию более крупных НЧAg.
Подтверждением этого служит отсутствие четко
выраженного максимума  полосы поглощения
характерной для НЧAg (кривые 6–8, рис. 2).
Отметим также, что при этом не происходило
дальнейшее увеличение оптической плотности
синтезированных НЧAg. В результате проведен-
ных исследований было установлено оптимальное
соотношение AgNO3 и восстановителя-D-глюко-
зы, которое составляло 1 : 5 (моль/моль). Извест-
но, что при проведении реакции химического
восстановления ионов Ag+ в НЧAg обычно ис-
пользуется большой избыток восстановителя
[14, 15]. Таким образом, использование ускорите-
ля процесса восстановления ионов серебра поз-
волило значительно снизить необходимый избы-
ток восстановителя в реакционной среде. В ре-
зультате проведенных предварительных

исследований также была определена оптималь-
ная концентрация раствора NaOH – 0.1 М, кото-
рая позволяла регулировать процесс образования
НЧAg при восстановлении ионов Ag+ в растворе
СХТЗ.

Вопросу стабилизации НЧAg в растворе поли-
мера уделяется особое внимание, поскольку эти
частицы легко подвергаются окислению и склон-
ны к агрегации. Для снижения вероятности ассо-
циирования образующихся НЧAg помимо основ-
ного полимера СХТЗ был введен дополнитель-
ный компонент – полиэтиленоксид (ПЭО).
Известно, что ПЭО относится к числу нетоксич-
ных полимеров, что дает возможность его ис-
пользования в фармацевтике в качестве связую-

Рис. 1. Структура мономерных звеньев СХТЗ.
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Рис. 2. Спектры оптического поглащения растворов
НЧAg в матрице СХТЗ с различным содержанием
NaOH в системе: 1 – 20, 2 – 30, 3 – 40, 4 – 50, 5 – 60,
6 – 80, 7 – 90, 8 – 100 мкл. Соотношение Ag : D-глю-
козы в реакционной смеси 1 : 5 моль/моль.
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щего компонента при приготовлении лекар-
ственных препаратов.

Синтез НЧAg также можно проводить без вос-
становителя при термической активации систе-
мы. При этом в качестве ускорителя восстановле-
ния ионов Ag+ также использовали NaOH. Пред-
ставленные на рис. 3 результаты подтвердили, что
полученный при восстановлении ионов Ag+ в мат-
рице СХТЗ с добавлением ПЭО коллоидный рас-
твор, содержал НЧAg (полоса поглощения при
Gmax = 417 нм).

Оценку формы и размера синтезированных
НЧAg проводили с использованием метода про-
свечивающей электронной микроскопии (ПЭМ).
Из представленных на рис. 4 данных можно за-
ключить, что синтезированные НЧAg имели

сферическую форму. Введение дополнительного
компонента ПЭО в количестве 10% от массы ос-
новного полимера приводило к образованию
НЧAg размером 1–6 нм (рис. 4а, система: СХТЗ-
ПЭО1-НЧAg). Увеличение содержания ПЭО до
20% приводило к образованию более мелких ча-
стиц 1–3 нм (рис. 4б, система: СХТЗ-ПЭО2-
НЧAg). О стабильности НЧAg, синтезированных
в матрице СХТЗ, судили по отсутствию уменьше-
ния оптической плотности НЧAg в УФ-спектрах
полученных коллоидных растворов после их вы-
держки в темноте при комнатной температуре в
течение 6 месяцев.

В настоящее время проблема разработки новых
подходов к созданию нетоксичных биодеградируе-
мых композитных материалов и расширение спек-
тра их биологической активности является актуаль-
ной. Условия синтеза наночастиц серебра в поли-
мерной матрице оказывают существенное влияние
на размер частиц. Известно, что размер НЧAg явля-
ются важной характеристикой, определяющей их
бактерицидную активность. Ранее при исследова-
нии биологической активности НЧAg, синтези-
рованных из ионов Ag+ в растворе СХТЗ при воз-
действии микроволнового облучения, авторами
было показано, что такие частицы (размер 9–34
нм) проявляют выраженную антибактериальную
активность по отношению к штаммам грамполо-
жительных бактерий (B. subtilis ATCC 6633,
B. coagulans 429) [16]. Исследована возможность
уменьшения размеров НЧAg, образующихся в мат-
рице СХТЗ, путем введения в систему дополни-
тельного компонента ПЭО, препятствующего ас-
социации образующихся НЧAg. Результаты ПЭМ
(рис. 4) подтвердили, что введение ПЭО в систе-
му позволило снизить размер образующихся
НЧAg (1–3 нм).

Исследование антимикробной активности кол-
лоидных растворов НЧAg, полученных в матрице

Рис. 3. Спектр оптического поглощения коллоидного
раствора с НЧAg в матрице СХТЗ (разбавление 1 : 4).
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СХТЗ с добавлением ПЭО показало, что уменьше-
ние размера НЧAg в системе приводило к расшире-
нию спектра антибактериальной активности си-
стемы в отношении штаммов грамположительных
и грамотрицательных бактерий, а также к появле-
нию выраженного антифунгального действия на-
нокомпозитных систем в отношении A. niger INA
00760 (табл. 1).

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований разработан зеленый синтез наноча-
стиц серебра из ионов в матрице нетоксичного
биодеградируемого сукцинил хитозана. Синтез
НЧAg можно осуществлять при комнатной тем-
пературе с использованием в качестве восстано-
вителя D-глюкозы и ускорителя процесса NaOH.
Помимо этого синтез НЧAg в матрице СХТЗ
можно проводить без восстановителя при терми-
ческой активации системы. Показано, что при-
менение дополнительного компонента ПЭО в си-
стеме позволило получить НЧAg малого размера
1–3 нм.

Исследование антимикробной активности в
опытах in vitro полученных коллоидных раство-
ров, содержащих НЧAg, показало, что уменьше-
ние размеров НЧAg приводило к расширению
спектра антибактериальной активности (B. subtilis
ATCC 6633, S. aureus 209P, E. coli ATCC 25922), по
сравнению с более крупными частицами иссле-
дованными ранее [16], и к проявлению антифун-
гального действия по отношению к A. niger INA
00760.

Полученные нанокомпозиты, стабилизирован-
ные сукцинил хитозаном, могут найти применение
при разработке биодеградируемых пленочных по-
крытий для лечения открытых ран и ожогов, а так-
же при создании антибактериальных препаратов
(аэрозоли, мази, жидкие пластыри и другие мате-
риалы).

В связи с сильно возросшей в последнее время
резистентностью различных микроорганизмов к
антибиотикам возникает необходимость разра-

ботки альтернативных подходов к получению ан-
тимикробных и противовирусных средств с иным
механизмом действия на основе экологически
безопасных веществ.

Работа выполнена в рамках Госзадания ИНХС
РАН.
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The Method of Obtaining Nanocomposites Silver-succinyl Chitosan and Their 
Antimicrobial Activity
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To form silver nanoparticles by reduction from metal ions in the presence of a reducing agent, D-glucose, at
room temperature, a water-soluble derivative of chitosan, succinyl chitosan, was used as a polymer matrix.
The synthesis of silver nanoparticles can also be carried out without a reducing agent by thermal activation of
the system using alkali (NaOH) as an accelerator. The presence of silver nanoparticles in the obtained colloi-
dal solutions was judged by the appearance of an absorption band in the electron plasmon resonance spectra
(Gmax = 417 nm). It has been shown that the use of an additional component, polyethylene oxide, in a mac-
romolecular system makes it possible to obtain small silver nanoparticles (1–3 nm). The results of in vitro
studies of antimicrobial activity of the obtained colloidal solutions containing silver nanoparticles confirm
that a decrease in the size of silver nanoparticles leads to an expansion of the spectrum of antibacterial activity
of strains of gram-positive and gram-negative bacteria (B. subtilis ATCC 6633, S. aureus 209P, E. coli ATCC
25922) and to the manifestation of a pronounced antifungal action in relation to A. niger INA 00760.

Keywords: silver nanoparticles, chitosan, succinyl chitosan, antimicrobial activity, green synthesis
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С применением овечьей дисплейной библиотеки фрагментов scFv (Griffin.1, UK) получены антите-
ла, специфичные к ампициллину. Методом дот-иммуноанализа при биоспецифичном взаимодей-
ствии отобранных рекомбинантных антител в фаговом формате (фаговых антител) проведено опреде-
ление ампициллина в водных растворах. Установлено, что фаговые антитела обладали специфично-
стью в отношении ампициллина и не взаимодействовали с другими антибиотиками тетрациклином и
канамицином, а также с близкими по химической формуле веществами – L-фенилаланином, L-трип-
тофаном и L-цистеином. Показано, что метод твердофазного иммуноанализа с визуальным учетом ре-
зультатов, позволял определять минимальную концентрацию ампициллина в воде 1 мкг/мл. Фаго-
вые антитела перспективны для использования в качестве чувствительного (распознающего) эле-
мента сенсорных систем при определении ампициллина.

Ключевые слова: технология фагового дисплея, антитела, ампициллин, дот-иммуноанализ
DOI: 10.31857/S0555109922050087

Антибактериальные препараты являются одной
из наиболее широко используемых групп лекар-
ственных средств на фармацевтическом рынке.
Антибиотики используются в медицине, ветерина-
рии, пищевой промышленности при консервиро-
вании и транспортировке, а также для усиления ро-
ста животных при добавлении их в корм в субтера-
певтических концентрациях [1]. В связи с этим
актуальным является проблема контроля содер-
жания антибиотиков в лекарственных формах, а
также их определение в питьевой воде, сточных
водах фармацевтических предприятий и других
объектах [2].

Одной из важных составляющих при разработке
диагностических аналитических систем анализа ан-
тибактериальных препаратов является подбор ан-
тибактериального биорецептора. В качестве биосе-
лективного агента (элемента распознавания) пре-
имущественно используют антитела, специфичные
к определяемому антигену и современная иммуно-
химия предлагает широкий ассортимент каче-
ственных и количественных методов анализа ан-
тигена, различающихся по чувствительности и

степени сложности [3]. Существует несколько
технологий получения антител, но наиболее про-
стым и доступным является метод отбора антител
путем иммунизации животных изолированными
препаратами антигена. Более сложным и, вместе
с тем, позволяющим получить более надежные
антитела методом (однажды полученные и оха-
рактеризованные гибридомы представляют со-
бой неограниченный источник моноклональных
антител) является гибридомная технология [4].
Однако гибридомы, подобно большинству других
клеточных культур животных, растут относитель-
но медленно, не достигают высокой плотности и
требуют сложных и дорогих сред, что создает
определенные сложности для их применения в
качестве аналитических реагентов. Для решения
подобных задач в молекулярной биологии стали
использоваться генно-инженерные технологии
клонирования узнающих фрагментов – гиперва-
риабельных участков иммуноглобулинов (фаго-
вых антител), которые являются дешевыми и мо-
гут конкурировать по селективности с гибридом-
ными технологиям. К такому методу относится

УДК 579.6

EDN: JVLFCS
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технология фагового дисплея, в основе которой
лежит экспонирование чужеродных пептидов
или белков на поверхности фаговых частиц в со-
ставе одного из химерных белков оболочки. Дан-
ная технология была разработана Дж. Смитом [5],
который доказал возможность экспрессии чуже-
родного белка на поверхности нитчатого бактерио-
фага М13, осуществив встройку гена, кодирующего
фрагмент эндонуклеазы рестрикции EcoRI, в еди-
ную рамку трансляции с минорным белком обо-
лочки pIII нитчатого бактериофага [5, 6]. Данный
метод не требует использования животных, дли-
тельных процедур иммунизации, дорогих сред и
культур животных клеток.

Фаговые рекомбинантные антитела успешно
зарекомендовали себя в качестве биорецепторов
[7, 8]. Не менее востребованной окажется техно-
логия фагового дисплея для получения рекомби-
нантных антител, специфичных к низкомолеку-
лярным антигенам, в том числе, антибиотикам. В
частности, с применением этой технологии были
получены и апробированы в различных методах
иммуноанализа фаговые антитела к ивермектину
[9], диминазину [10] ферритину [11] и силимари-
ну [12]. В известной авторам литературе отсут-
ствует информация о получении фаговых анти-
тел, специфичных к β-лактамным антибиотикам.
На практике при выборе антибиотиков руковод-
ствуются принципом принадлежности антибак-
териального препарата к определенной группе,
поэтому в качестве антигена использовали ампи-
циллин (как представитель β-лактамных анти-
биотиков). β-лактамные антибиотики занимают
2 место по объему продаж среди всех антибиоти-
ков в соответствии с данными на 2020 г. [1].

Цель работы – отработка технологии фагового
дисплея для получения антител, специфичных к
ампициллину, и демонстрация возможности их
применения в качестве биорецептора методом
дот-иммуноанализа.

МЕТОДИКА

Бактериальная культура и питательные среды. В
работе были использованы бактерии Escherichia
coli XL-1 Blue (IBPPM 632), полученные из кол-
лекции ризосферных микроорганизмов ИБФРМ
РАН (Россия) (http://collection.ibppm.ru). Культу-
ру выращивали на среде 2хTY, следующего соста-
ва (г/100 мл воды): NaCl – 0.5; триптон (“Becton,
Dickinson and Co.”, Франция) – 1.6; дрожжевой
экстракт – 1.0, при 37°С и 160 об./мин.

В работе использовали следующие антибиоти-
ки: ампициллин, канамицин, тетрациклин (“Sig-
ma”, США), и аминокислоты: L-фенилаланин,
L-триптофан (“Fluka”, Швейцария), а также
L-цистеин (“Merck”, Германия).

Аффинная селекция миниантител из фаговой биб-
лиотеки. В работе использовали хелперный бакте-
риофаг М13К07 (“Stratagene”, Швеция), несущий
ген устойчивости к канамицину.

Синтез белковых конъюгатов ампициллина
проводили по методике, описанной в работе
[13], ампициллин и 1-этил-3-(3-диметиламино-
пропил)-карбодиимид (по 83 мкмоль каждого)
добавляли к 2 мл аликвот дистиллированной воды,
содержащих растворенный белок (0.83 мкмоль бы-
чьего сывороточного альбумина (БСА). Реакцион-
ную смесь инкубировали при комнатной темпера-
туре при непрерывном перемешивании в течение
2 ч, затем инкубировали при 4°С в течение 14 ч,
рН поддерживали на уровне 5.0. Полученные
конъюгаты диализовали против дистиллирован-
ной воды и лиофилизировали.

Для селекции фагов, несущих антитела к конъ-
югатам ампициллина с БСА, в качестве твердой фа-
зы для закрепления антигена использовали план-
шет для иммуноферментного анализа (ИФА).

В лунку вносили 200 мкл антигена и инкубиро-
вали в течение ночи при 4°С, затем блокировали
незанятое антигеном пространство на стенках
планшета 2%-ным раствором сухого обезжирен-
ного молока в течение 1 ч, после чего вносили
200 мкл рекомбинаторной фаговой библиотеки (с
концентрацией 1012 фагмид/мл), как описано в
работе [14] и затем инкубировали в течение ночи
при 4°С. Элюцию фаговых частиц проводили
триэтиламином. Элюированные фаговые части-
цы использовали для инфицирования клеток
E. coli штамма XL-1. Методика получения фаго-
вых антител подробно описана в работах [15].
Фаговые частицы осаждали центрифугировани-
ем 10 мин при 8000 g, осадок ресуспендировали в
1/10 от исходного объема культуры буфера ТЕ
pH 7.5 (5 мл). Полученный препарат осветляли
центрифугированием в тех же условиях, после че-
го фаговые частицы снова осаждали добавлением
1/5 объема раствора ПЭГ6000/NaCl (1.0 мл) с по-
следующим центрифугированием. Осадок рас-
творяли в 1 мл буферного раствора ТЕ.

Концентрацию фаговых частиц определяли
спектрофотометрически, как описано в работе
[16], используя для расчетов следующее соотно-
шение: A269 – А320 ~ 2 × 1014 фаговых частиц/мл,
где А320 – оптическая плотность суспензии фагов
при длине волны электромагнитного излучения
320 нм, А269 – оптическая плотность суспензии
при длине волны 269 нм. Измерения проводили
на спектрофотометре UV-VIS Specord BS 250
(“Analytik Jena”, Германия) в Центре коллектив-
ного пользования научным оборудованием в об-
ласти физико-химической биологии и нанобио-
технологии “Симбиоз” ИБФРМ РАН.

Полученный препарат фаговых частиц исполь-
зовали для проведения последующих раундов се-
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лекции, осуществляемых в аналогичных условиях.
Специфичность полученных препаратов фаговых
антител определяли методом дот-иммуноанализа.
Титр сыворотки определяли с помощью ИФА по
общепринятой методике [17]. Титр фаговых анти-
тел составил 1 : 1200.

Приготовление наночастиц золота. Наночасти-
цы золота (НЗ) со средним диаметром частиц
(15 нм) получали, используя реакцию восстанов-
ления золотохлористоводородной кислоты (“Al-
drich”, США) цитратом натрия (“Fluka”, Швей-
цария) по методу, описанному в работе [18]. Под-
готовленные наночастицы контролировали по
фотометрической калибровке, а также с помо-
щью трансмиссионной электронной микроско-
пии и регистрации динамического рассеяния све-
та, как описано в работе [19] в Центре коллектив-
ного пользования научным оборудованием в
области физико-химической биологии и нано-
биотехнологии “Симбиоз” ИБФРМ РАН.

Фотометрическую оценку НЗ проводили на
спектрофотометре UV-vis Specord BS 250 при длине
волны 520 нм (A520).

Трансмиссионную электронную микроскопию
осуществляли с помощью электронного микроско-
па Libra 120 (“Carl Zeiss AG, Oberkochen”, Гер-
мания).

Динамическое рассеяние света исследовали на
приборе Malvern Zetasizer Nano Nanoparticle
Characterization System (“Malvern Instruments”,
Великобритания) с He-Ne лазером (длина волны
633 нм, мощность 4 мВт). Измерения проводили
под фиксированным углом 173° при 25°С. Значе-
ния гидродинамического радиуса, полученные
при регистрации динамического рассеяния света,
составили 15.2 ± 1.4 нм для нативных золотых ча-
стиц.

Процедуру получения конъюгатов наночастиц
золота с фаговыми антителами проводили соглас-
но методике [20].

Дот-иммуноанализ. Для дот-иммуноанализа
использовали мембрану “Western S” (“Sigma-Al-
drich”, США), которую предварительно погружа-
ли в раствор метанола на 30 с. Ампициллин в кон-
центрациях 1.0, 4.0, 6.0, 12, 25, 50 и 100 мкг/мл на-
носили на мембрану “Western S”, а затем
проводили блокировку мембраны с нанесенным на
нее антигеном в течение 1 ч 2%-ным сухим моло-
ком, разведенным в фосфатном буферном растворе
(рН 7.0). Мембрану погружали в раствор специфи-
ческих фагмид, разведенных до концентрации 1 ×
1013 фагмид/мл 10 мМ фосфатного буфера, и прово-
дили инкубацию в течение ночи при 4°С. Затем
мембрану отмывали от неспецифически связав-
шихся фаговых антител в фосфатном буферном
растворе и погружали в конъюгат коллоидного
золота (КЗ) с кроличьими антифаговыми антите-
лами (А520 = 0.5), при 25°С на ночь.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В работе проводили отработку технологии полу-

чения фаговых антител, специфичных в отноше-
нии ампициллина. В 1999 г. в ИБФРМ РАН в ходе
выполнения совместного научного проекта с Уни-
верситетом г. Абердина (Великобритания) был пе-
редан фаговый дисплей антител овцы, протоколы и
методические рекомендации по применению дан-
ной технологии [14]. Основой метода является со-
здание комбинаторной библиотеки, в которой ва-
риабельные участки легких и тяжелых цепей им-
муноглобулинов соединены случайным образом и
представлены на поверхности нитевидного бакте-
риофага (М13К07). Каждый бактериофаг экспрес-
сирует антитела единственной специфичности.
Фаги, несущие антигенсвязывающие фрагменты
антител (scFv, Fab) нужной специфичности, могут
быть отобраны на иммобилизованном антигене.

Для получения фаговых антител, специфичных
к ампициллину, оптимальным носителем выбрана
мембрана “Western S”. Установлено, что количе-
ство антигена, используемого для иммобилизации,
должно быть не менее ×1012 бактериофагов/мл. По-
добран элюент – 100 мМ раствор триэтиламина, для
его нейтрализации выбран 1.0 М Трис-НСl, рН 7.4.
Для повышения чувствительности фаговых анти-
тел рекомендовано проводить не менее 4 раундов
селекции. Контроль специфичности антител ре-
комендовано проводить методом дот-иммуноана-
лиза, титр антител определять методом ИФА. Из-
мерение проводили на микропланшетном спек-
трофотометре АИФ-Ц-01С (ЗАО “Илип”, РФ) при
длине волны 490 нм. Титр полученных фаговых
антител составил 1 : 1200.

С использованием отработанной методики было
проведено 4 раунда селекции фаговых антител к ам-
пициллину. Для увеличения их специфичности с
каждым раундом вдвое уменьшалась концентрации
антигена, как описано в [21]. Начальная концентра-
ция антигена составляла 100 мг/мл. Концентрация
фаговых частиц, определенная спектрофотомет-
рическим методом с использованием формулы:
A269 – А320, составила ~1.2 × 1013 вирионов/мл.

Специфичность фаговых антител определяли
методом дот-иммуноанализа. Метод дот-имму-
ноанализа является, в основном, качественным
или полуколичественным методом, тем не менее,
его использование может оказывать большую по-
мощь при предварительном тестировании. Суть ме-
тода заключается в визуализации специфического
взаимодействия адсорбированного на мембране
антигена и меченых (коллоидными или молекуляр-
ными метками) антител. В работе использовали
стратегию вторичного мечения, аналогично, как
описано [11], то есть сначала проводили биоспеци-
фическую реакцию ампициллин/фаговые антите-
ла, а затем визуализировали ее с помощью меченых
наночастицами поликлональных кроличьих ан-
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тифаговых антител. Были проведены с первого по
четвертый раунды селекции фаговых антител,
специфичных к ампициллину. Только после чет-
вертого раунда селекции методом дот-иммуно-
анализа показано, что фаговые антитела обладали
специфичностью к ампициллину (рис. 1б). После
первого раунда селекции такой четкой картины
не наблюдалось (рис. 1а), также, как и после вто-
рого и третьего раунда. Поэтому сделан вывод,
что для повышения чувствительности фаговых ан-
тител рекомендуется проводить не менее 4 раундов
селекции. Необходимо было определить мини-
мальную концентрацию антигена, детектируемую
визуально с помощью фаговых антител методом
дот-иммуноанализа. Для этого использовали фаго-
вые антитела, специфичные к ампициллину, полу-
ченные после 4 раунда селекции, и ампициллин в
концентрациях 1.0, 4.0, 6.0, 12, 25, 50 и 100 мкг/мл.
В качестве метки использовали 15 нм конъюгаты
коллоидного золота с кроличьими антифаговыми
антителами (200 мкл конъюгата на 1 мл фосфат-

ного буферного раствора при визуальном контро-
ле (около 20 мин).

Из данных, представленных на рис. 2 видно,
что конъюгат связывался с комплексом антиген-
антитело, что можно было визуально наблюдать в
виде серии розовых пятен. Следовательно, полу-
ченные в работе фаговые антитела способны де-
тектировать ампициллин с помощью метода дот-
иммуноанализа при минимальной определяемой
концентрации 1 мкг/мл (различимое связывание
метки, отличное от фонового уровня).

На следующем этапе проводили анализ специ-
фичности взаимодействия полученных фаговых
антител в отношении представителей других
групп антибиотиков. Для этого использовали ан-
тибактериальные препараты, которые, в соответ-
ствии с данными 2020 г., активно используются
во всем мире [1]: тетрациклин (занимает 1 место
по объему продаж) и канамицин (как представи-
тель аминогликозидных антибиотиков, объем

Рис. 1. Дот-иммуноанализ фаговых антител, специфичных к ампициллину, полученных с использованием фаговой биб-
лиотеки после (а) первого раунда и (б) обогащенной библиотеки после 4 раунда селекции: 1 – 100; 2 – 50; 3 – 25; 4 – 12; 5 –
6.0; 6 – 4.0; 7 – 1.0 мкг/мл ампициллина.

(а)

(б)

1 2 3 4 5 6 7

1 2 3 4 5 6 7

Рис. 2. Дот-иммуноанализ фаговых антител, специфичных к ампициллину, полученных с использованием овечьей фа-
говой библиотеки (Griffin.1, Англия) после 4 раунда селекции, при детекции ампициллина в концентрации: 1 – 1.0; 2 –
4.0; 3 – 6.0; 4 – 12; 5 – 25; 6 – 50; 7 – 100 мкг/мл.

1 2 3 4 5 6 7
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продаж которого составляет 6.2% от общего объе-
ма продаж всех антибактериальных препаратов).

Условия проведения анализа для всех анти-
биотиков были аналогичны тем, как и при ис-
пользовании ампициллина. Установлено, что
конъюгат связывался с комплексом ампициллин
(антиген) – специфичные фаговые антитела, что
можно визуально наблюдать в виде серии розо-
вых пятен (рис. 3). Из представленных данных
видно, что фаговые антитела, специфичны толь-
ко к ампициллину и не взаимодействуют с тетра-
циклином и канамицином.

При разработке биорецептора для определения
антигена одним из важных моментов является ана-
лиз возможности неспецифичного взаимодействия
с другими аналитами, близкими по химическому
строению. Поскольку химическая формула ампи-
циллина, L-фенилаланина и L-триптофана содер-
жат ароматическое кольцо и группу NH2 (рис. 4),
были проведены контрольные исследования по ис-
ключению возможности неспецифичного взаимо-
действия полученных фаговых антител с L-фенил-
аланином и L-триптофаном. Дополнительно
проводили исследования, исключающие неспе-
цифичное взаимодействие фаговых антител в от-
ношении L-цистеина, который также в своем со-
ставе содержит группу NH2 (рис. 4).

Из результатов, представленных на рис. 5, вид-
но, что фаговые антитела, специфичные в отно-
шении ампициллина, не взаимодействуют L-фе-
нилаланином, L-триптофаном и L-цистеином.

Рис. 3. Определение специфичности фаговых антител в отношении ампициллина (а), тетрациклина (б, мкг/мл), кана-
мицина (в) методом дот-иммуноанализа при их концентрации: 1 – 1.0; 2 – 4.0; 3 – 6.0; 4 – 12; 5 – 25; 6 – 50; 7 – 100
мкг/мл.

(а)

(б)

(в)

1 2 3 4 5 76

Рис. 4. Структурные формулы ампициллина, L-фе-
нилаланина, L-триптофана и L-цистеина.
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ГУЛИЙ и др.

Как показало исследование, технология фаго-
вого дисплея является перспективным инстру-
ментом для получения антител, специфичных к
ампициллину. Полученные фаговые антитела об-
ладают достаточно высокой специфичностью по
отношению к ампициллину и не взаимодейству-
ют с другими антибиотиками: тетрациклином и
канамицином, а также аминокислотами: L-фе-
нилаланином, L-триптофаном и L-цистеином.
Рекомендовано проводить не менее 4 раундов
биопэннинга для получения фаговых антител,
специфичных к ампициллину. Фаговые антитела,
специфичные к ампициллину, в дальнейшем
могут быть использованы для детекции ампи-
циллина в водных растворах методом дот-имму-
ноанализа, при этом нижний предел детекции
составлял 1 мкг/мл. На данном этапе показана
возможность получения фаговых антител, специ-
фичных к ампициллину, и продемонстрирована
принципиальная возможность их применения для
иммунодетекции ампициллина. В дальнейшем та-
кие фаговые антитела могут быть использованы в
качестве чувствительного (распознающего) эле-
мента сенсорных систем при определении ампи-
циллина в водных растворах.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке гранта Российского научного фонда
№ 22-24-00417, https://rscf.ru/project/22-24-00417/.
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Phage Antibodies as Bioreceptors for Ampicillin Detection
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Ampicillin-specific antibodies were obtained using a sheep display library of scFv fragments (Griffin.1, UK).
Ampicillin was determined by dot-immunoassay with biospecific interaction of selected recombinant anti-
bodies in phage format (phage antibodies). It has been established that the phage antibodies are specific for
ampicillin and do not interact with other antibiotics as tetracycline and kanamycin, as well as with substances
similar in chemical formula – L-phenylalanine, L-tryptophan and L-cysteine. It has been shown that the
method of solid-phase immunoassay with visual consideration of the results makes it possible to ampicillin
detection with the minimum concentration of 1 μg/ml. Phage antibodies are promising for use as a sensitive
(recognizing) element of sensory systems at the ampicillin detection.

Keywords: phage display technology, antibodies, ampicillin, dot-immunoassay
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Индустрия пробиотиков в мире в последние годы претерпевает серьезные изменения. Меняются
подходы поиска и создания пробиотиков, а также парадигмы использования в пищевой промыш-
ленности, медицине и фармацевтике. Катализатором послужила нарастающая популярность и до-
ступность омиксных технологий, в частности метагеномных исследований микробиома человека и
животных. Однако эффективность, безопасность и быстрота внедрения лекарственных препаратов
на основе пробиотических штаммов в значительной степени зависят от уровня правового и техни-
ческого регулирования в данной области. В обзоре обсуждаются правовые аспекты регулирования
в России, Евросоюзе и США и преимущества и недостатки пробиотиков и постбиотиков. Сегодня
формируется консенсус, что постбиотики имеют ряд преимуществ по сравнению с классическими
живыми пробиотическими культурами. Также в обзоре уделяется внимание семейству лактоба-
цилл, включающему самое большое количество изученных пробиотических штаммов, и по-преж-
нему занимающему среди пробиотиков лидирующее положение. В законодательном плане Россия не-
редко выдвигает опережающие предложения, это касается принятия федерального закона № 492-ФЗ о
биологической безопасности, давшего определение понятию микробиоты человека и животных и
сформулировавшего законодательные указания по ее сохранению. Новое направление “нутригено-
мика микробиома” направлено на решение этой задачи.

Ключевые слова: пробиотики, постбиотики, фармабиотики, лактобациллы, правовое регулирование
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Бактерии, относящиеся к пробиотическим,
издавна используются людьми как компоненты
пищи, а с начала 20 в. – и как аналоги лекарствен-
ных средств. Их принципиальное отличие от соб-
ственно лекарств в том, что они оказывают благо-
приятный эффект на макроорганизм в целом,
однако механизм и мишени их действия не из-
вестны. Пробиотики предназначены в основном
для здоровых людей и используются как профи-
лактическое средство. В последние годы интерес
к пробиотикам постоянно растет, расширяется
круг используемых микроорганизмов [1–5].

Омиксные технологии сделали возможным изу-
чение как микробиоты в целом, так и отдельных
бактерий на уровне их геномов. Было идентифици-
ровано огромное число видов микроорганизмов,
прежде всего бактерий, обитающих на поверхности
и в организме человека, что заставило и фарминду-
стрию обратить внимание на потенциал исполь-
зования препаратов на основе живых пробиоти-
ческих организмов для лечения различных забо-
леваний [8–14]. Исследования последних лет
демонстрируют огромный потенциал пробиоти-

ков. Они способны влиять на различные процес-
сы в организме человека, в том числе повышать
чувствительность к инсулину, улучшать память и
когнитивные свойства, снижать проявление при-
знаков тревожности и депрессии, снижать проявле-
ние аллергических реакций. Следует подчеркнуть,
что проявление пробиотических свойств бактерия-
ми – явление штаммоспецифическое, что требует
детального исследования свойств не только видов,
но и конкретных штаммов.

Однако использование препаратов на основе
пробиотических микроорганизмов в медицине
затруднено в связи со сложностями их стандарти-
зации и разработки соответствующих протоко-
лов, позволяющих гарантировать сохранение по-
лезных свойств микроорганизмами в процессе
производства. Проблему осложняет и большое
количество терминов (“эубиотики”, “пребиоти-
ки”, “пробиотики” “синбиотики”, “парабиотики”,
“постбиотики”) и их произвольное использование.
Тем не менее, такие препараты были названы “жи-
выми биотерапевтическими препаратами” (англ.
Live Biotherapeutic Products – LBPs) или “фарма-
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биотиками” и были сформулированы руководства
по их созданию Управлением по санитарному
надзору за качеством пищевых продуктов и меди-
каментов (FDA) в США и Европейским директо-
ратом по качеству лекарственных средств и
здравоохранению (EDQM) [6, 7]. Постепенно
формируется консенсус, что гораздо перспек-
тивнее вкладываться не в пробиотики на основе
живых культур бактерий, а в постбиотики (инакти-
вированные микробные клетки или их метаболи-
ты), которые легче поддаются контролю и стан-
дартизации.

Согласно государственному реестру лекар-
ственных средств, в РФ зарегистрирован ряд пре-
паратов, нормализующих микробиоту. Большая
часть препаратов содержит бифидобактерии и лак-
тобактерии [8]. В РФ зарегистрированные лекар-
ственные препараты, нормализующие микробио-
ту, применяются преимущественно после курсов
антибиотикотерапии, при аллергических заболева-
ниях, респираторных инфекциях и расстройствах
желудочно-кищечного тракта. В данном обзоре
рассматриваются вопросы правого регулирования
пробиотиков, постбиотиков и фармабиотиков в
России и за рубежом. Уделяется особое внимание
лактобациллам как наиболее часто используемым в
качестве пробиотиков бактериям.

ПРОБИОТИКИ: ИСПОЛЬЗОВАНИЕ
В КАЧЕСТВЕ БАДОВ И ЛЕКАРСТВЕННЫХ 
ПРЕПАРАТОВ В РОССИИ И ЗА РУБЕЖОМ

Термин “пробиотик” был впервые использо-
ван в 1954 г. Фердинандом Вегином [9]. В настоя-
щее время международная научная ассоциация
пробиотиков и пребиотиков (the International Scien-
tific Association for Probiotic and Prebiotic, ISAPP)
определяет пробиотики как живые организмы,
которые, при приеме в достаточном количестве,
приносят пользу для здоровья хозяина [10].

Пробиотики могут использоваться как БАДы,
как компоненты функциональных пищевых про-
дуктов и как лекарственные средства, называемые
“фармабиотиками” или “LBP”. Термин “фарма-
биотики” впервые был использован в 2002 г. Коли-
ном Хиллом во время его работы по изучению про-
биотиков под руководством Фергуса Шанахана
[11]. Как БАДы и лекарственные средства пробио-
тики используются для профилактики и лечения
заболеваний ЖКТ (синдром раздраженного кишеч-
ника, желудочно-кишечные расстройства, элими-
нация хеликобактера, воспалительные заболевания
кишечника), аллергических заболеваний, ожире-
ния, диабета 2 типа, неалкогольной жировой бо-
лезни печени, побочных эффектов рака, заболева-
ний нервной системы, для модуляции иммунной
системы. Пробиотики способствуют поддержа-
нию нормального состава микробиоты, укрепле-
нию кишечного барьера, подавляют рост пато-

генных бактерий, стимулируют пролиферацию и
активность компонентов врожденного и адаптив-
ного иммунитета и синтез ферментов организма хо-
зяина, участвующих в защите от стресса [12–15].

Пробиотики действуют на макроорганизм по-
средством как интактных клеток, так и клеточных
компонентов и отдельных метаболитов. Мишени
их действия различны, они включают бактерии
микробиоты, клеточные рецепторы (в том числе
Toll-подобные рецепторы), компоненты систем
сигнальной трансдукции, клетки кишечного эпите-
лия и энтеральной нервной системы [16]. Было вы-
двинуто предположение, что пробиотики могут
влиять на различные биохимические и сигнальные
пути через эпигенетические модификации, такие
как метилирование ДНК, фосфорилирование, био-
тинилирование, ацетилирование гистонов и РНК-
интерференцию [17]. Данные механизмы вовлече-
ны в осуществление эпигенетического контроля от-
ветов клетки-хозяина, таким образом регулируя
различные биохимические процессы, такие как им-
муномодуляция, конкурентное исключение и ба-
рьерная функция эпителиальных клеток. Кроме то-
го, эти биохимические модификации могут способ-
ствовать предотвращению различных заболеваний,
таких как рак, аутоиммунные расстройства, и
других.

Эффективность пробиотиков определяется не
видом используемых бактерий, а конкретным
штаммом, а также конкретным заболеванием, для
профилактики и лечения которого используется
данный пробиотик [18]. Для максимальной эф-
фективности штаммы пробиотиков должны быть
отобраны в том же географическом регионе, в ко-
тором предполагается их применение.

Широко используемые термины “пребиотик”
и “синбиотик” были введены позже, в 1995 г. [19].
В настоящее время ISAPP определяет пребиоти-
ки как неживые пищевые ингредиенты, которые
поддерживают здоровье хозяина за счет модуля-
ции микробиоты [20]. Термин синбиотик обозна-
чает смесь, содержащую живые микроорганизмы
и субстрат(ы), селективно используемые микро-
организмами, которая благотворно влияет на ор-
ганизм хозяина [21]. Пребиотики могут быть ис-
пользованы как альтернатива пробиотикам или
совместно с ними, для усиления эффекта их дей-
ствия в составе синбиотиков. Используется также
термин “аутопробиотики”, их получают культиви-
рованием in vitro штаммов индивидуальной микро-
биоты человека с последующем использованием в
качестве персонифицированных лекарств или пи-
щевых продуктов [22].

Статус пробиотиков за рубежом. В США про-
биотики могут получить статус биологически ак-
тивной добавки (БАД), пищевого ингредиента
или живого биологически активного продукта
(LBP), являющегося лекарственным средством, в
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зависимости от того, предназначены они для ис-
пользования здоровыми или больными людьми,
соответственно (рис. 1).

Большинство пробиотиков, используемых в
США как пищевой ингредиент, не проходили про-
цесс утверждения перед выходом на рынок, так как
они попадают под программу GRAS (Generally Re-
garded as Safe) и признаются полностью безвредны-
ми для здоровья человека. Статус GRAS получают
автоматически вещества, применявшиеся исто-
рически в составе пищевой продукции на момент
до 1 января 1958 г. Международная молочная фе-
дерация (IDF) составила список организмов с за-
документированной историей безопасного ис-
пользования в пищевых продуктах в своем бюлле-
тене № 377 “Инвентаризация микроорганизмов с
задокументированной историей использования в
пищевых продуктах” [23].

Что касается регистрации пищевых добавок в
США, согласно закону о пищевых добавках
(DSHEA), пищевые добавки, применяемые до 15
октября 1994 г., автоматически разрешены к про-
изводству. Совет по вопросам ответственного пи-
тания (CRN) составил список разрешенных доба-
вок до 15 октября 1994 г. Однако в списке, к сожа-
лению, указаны только виды пробиотиков без
указания названий штаммов. Штаммы, выделен-
ные позднее 15 октября 1994 г., нужно регистриро-
вать как новый диетический ингредиент (NDI) [24].
Регистрация пробиотиков в США регулируется фе-
деральным законом о продуктах питания, лекар-
ствах и косметике (сокращенно FFDCA, FDCA
или FD&C) [25].

EFSA одобрила список видов бактерий, ис-
пользуемых в составе пищевой продукции, для
которых действует принцип квалицифированной
презумпции безопасности (Qualified Presumpiton
of Safety – QPS) [26, 27]. Данное решение основа-
но на исследованиях, показывающих, что без-

опасность штаммов, входящих в состав пищи, в
первую очередь определяется их видовой принад-
лежностью.

Стоит отметить, что в большинстве стан ЕС,
согласно регламенту № 1924/2006, запрещено на-
носить на этикете слово “пробиотик” в целях за-
щиты прав потребителя. Причиной тому является
то, что применение названия “пробиотик” на
этикете сообщает потребителю о наличии в составе
продукта полезных свойств для его организма, ко-
торые далеко не всегда доказаны. Из 400 заявок о
регистрации полезных свойств пробиотиков по-
данных в EFSA, лишь одна была поддержана. Со-
гласно статье 13.1, йогурты, содержащие не менее
108 колоний-образующих единиц видов L. del-
brueckii subsp. bulgaricus и Streptococcus thermophi-
lus, можно рекламировать как средство для улуч-
шения усвоения лактозы [28].

Регистрация пробиотиков в качестве LBP за ру-
бежом. В 2010 г. Управление по санитарному над-
зору за качеством пищевых продуктов и медика-
ментов США (FDA) стало первым компетентным
органом, предложившим рассмотреть статус лекар-
ственных препаратов, содержащих живые микро-
организмы, применяемые для профилактики или
лечения болезней у людей. В 2016 году FDA опубли-
ковало руководство по созданию LBP. Согласно
FDA, препарат можно отнести к категории LBP,
если он содержит живые организмы, применим
для профилактики и лечения конкретного забо-
левания или расстройства у людей и не является
вакциной [29].

В 2019 г. Европейский директорат по качеству
лекарственных средств и здравоохранению (ED-
QM) опубликовал монографию, посвященную
LBP, тем самым официально признав их в каче-
стве новой категории лекарственных средств для
применения на Европейском рынке [6]. Подача
заявок на регистрацию препаратов в качестве

Рис. 1. Статус пробиотиков за рубежом.
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LBP часто обсуждается с компетентными органа-
ми, такими как EDQM и FDA, для уточнения всех
требуемых исследований для конкретного препа-
рата. Все требования к разработке и использова-
нию препаратов на основании живых культур бы-
ли подробно изложены в статье, посвященной
препарату на основе штамма Christensenella minuta
DSM 33407 для лечения ожирения и метаболиче-
ского синдрома [30].

Национальный институт исследования здоро-
вья США (NIH) сегодня разрешает применение
LBP для лечения заболеваний желудочно-кишеч-
ных, аллергических, стоматологических, связан-
ных с осью кишечник-мозг и других (см. табл. 1)
[31].

Если вкратце, для регистрации нового препа-
рата LBP требуется продемонстрировать положи-
тельный баланс пользы и риска (рис. 2). Доказа-
тельство положительного баланса пользы и риска
должно быть получено на основе проведения на-

дежных и подтвержденных доклинических и кли-
нических исследований. Соотношение поль-
за/риск – это краеугольный камень заявки на реги-
страцию препарата [32]. Клинические испытания –
это исследования, проводимые на людях и направ-
ленные на оценку безопасности и эффективности
медицинских, хирургических или поведенческих
вмешательств. Это основая и общепринятая мето-
дика, с помощью которой исследователи выясня-
ют, является ли новое лечение в виде нового ле-
карства, диеты или медицинского устройства без-
опасным и эффективным для людей. Клинические
испытания подразделяются на четыре этапа. Ко-
нечная цель клинических испытаний является
протестировать новый вид лечения, найти подхо-
дящую дозировку и выявить побочные эффекты.
Если в ходе первых трех фаз клинических испы-
таний выявляется, что лекарство или другое вме-
шательство безопасно и эффективно, оно может
быть одобрено для постмаркетинговой IV фазы.
Как правило, проведение первых трех фаз доста-
точно для вывода препарата/методики лечения
на рынок.

На сегодняшний день зарегистрированных
LBP на территории США нет. Первым таким пре-
паратом может стать SER-109 на основе спор бак-
терий типа Фирмикуты (лат. Firmicutes) для лече-
ния антибиотико-ассоциированной диареи, вы-
званной C. difficile [33]. Есть ряд других препаратов
LBP на разных стадиях клинических исследований
(табл. 2) [34].

Что касается регистрации LBP на территории
Европейского Союза (ЕС), в соответствии с ди-
рективой N 2001/83/ЕС Европейского парламента
и Совета ЕС “О Кодексе Сообщества о лекарствен-
ных средствах для использования человеком” лю-

Таблица 1. Список медицинских областей применения LBP согласно Национальному институту здоровья США
(NIH) [31]

Желудочно-кишечные заболевания

Антибиотик-ассоциированная диарея,
инфекция Clostridioides difficile, запор,

диарея, вызванная противораковой терапией, двертикулярная болезнь,
воспалительное заболевание кишечника, синдром раздраженного 

кишечника, диарея путешественника

Детские заболевания Детские колики, некротический энтероколит, сепсис новорожденных

Стоматологические заболевания Зубной кариес, заболевания десен

Аллергические заболевания Аллергический ринит, астма, атопический дерматит, профилактика 
аллергии

Ось кишечник-мозг и связанные с ней 
заболевания

Тревожность и стресс, когнитивные функции, депрессия, расстройство 
аутистического спектра, шизофрения
болезнь Паркинсона, болезнь Альцгеймера

Другие заболевания Воспаление сальных желез, печеночная энцефалопатия, инфекции 
верхних дыхательных путей, инфекции мочеиспускательного канала, 
заболевания половых путей

Рис. 2. Требования к LBP.
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бой продукт, предназначенный для профилактики
или лечения заболеваний, определяется как лекар-
ственный продукт и соответственно требуется по-
лучить разрешение на продажу от компетентных
органов до его коммерциализации. Однако, даже
если нормативно-правовая база в области фарма-
цевтики будет налажена на уровне ЕС, получение
разрешений на продажу лекарственных средств
для LBP остается очень сложной задачей. По
сравнению с другими лекарственными средства-
ми, находящимися в продаже в настоящее время
на рынке, оценка безопасности LBP представляет
собой реальную проблему из-за их специфики,
свойственной живым организмам и сложного ме-
ханизма действия. Например, сами LBP не долж-
ны попасть в кровоток как большинство лекар-
ственных средств, нацеленных на отдаленные ор-
ганы, ткани или рецепторы, а скорее оказывать
свое действие посредством прямого взаимодей-
ствия с микробиотой хозяина, что косвенно при-
водит к отдаленным биологическим эффектам в
его организме.

Для оценки безопасности LBPv недостаточно
сослаться на историческое безопасное использо-
вание некого штамма в составе пищевой продук-
ции. В ЕС послепродажный надзор, как правило,
не требуется для пищевых продуктов и пищевых
добавок. Соответственно, о возможных побочных
эффектах у больных людей может не сообщаться.
Кроме того, в отчете 2011 г. Агентства США по ис-
следованиям и качеству в области здравоохране-
ния авторы заключили, что, хотя существующие
клинические испытания для пробиотиков пока
не выявляют повышенного риска, современная
литература не может с уверенностью ответить на

вопросы о безопасности интервенционных ис-
следований. Дело в том, что в случае лекарствен-
ных средств, данные о безопасности и токсиколо-
гии являются обязательными, что нельзя сказать
о пищевых добавках.

EMA до сих пор не разработало требования к
регистрации LBP, поскольку EMA до сих пор не
занималась живыми микроорганизмами и труд-
ностями, связанными с их стандартизацией. Сре-
ди требований, которые возможно будут введены
для LBP, может быть подсчет с помощью проточ-
ной цитометрии живых, мертвых и активных бак-
терий. Такой стандарт уже был разработан и сер-
тифицирован ISO, а также включен в Европей-
скую фармакопею. Поэтому есть надежда, что в
ближайшие годы EMA продолжит разработку,
оценку и улучшение существующих процедур со-
гласования требований к LBP. В отсутствии тако-
го формального регулирования можно ожидать
появления национальных инициатив по ис-
пользованию термина “пробиотик”. Согласно
ISAPP, на этикетке пробиотического продукта
должны быть указаны род, вид и обозначение
штамма для всех штаммов, содержащихся в про-
дукте; ингредиенты/аллергены; эффект/рекомен-
дуемое использование; суточная доза; информация
о хранении; срок хранений; название компа-
нии/контактная информация [35].

Статус пробиотиков на территории РФ. Про-
биотики регулируются разными законодательны-
ми актами РФ в зависимости от того, будут ли они
зарегистрированы как биологически активные
пищевые добавки (БАД) или как лекарственное
средство (ЛС). При этом важно понимать, что
только ЛС может быть выписано врачом в каче-

Таблица 2. Список LBP, которые проходят сегодня клинические исследования

Препарат Мишень Фаза 
исследования Описание препарата

SER-109 Инфекция
Clostridium difficile

III SER-109 представляет собой совокупность 
спор бактерий, полученную из донорского 
стула от здоровых, проверенных доноров

VE303 Инфекция
Clostridium difficile

II VE303 представляет собой живой биотерапев-
тический продукт, содержащий 8 штаммов 
комменсальных бактерий человека, полу-
ченных в соответствии с требованиями GMP

Blautix (MRx1234) Синдром раздраженного 
кишечника

а II Лиофилизированный продукт запатентован-
ного штамма бактерии Blautia hydrogenotrophica

LACTIN-V Бактериальный вагиноз II LACTIN-V представляет собой живой биотера-
певтический продукт для интравагинального 
введения, состоящий из штамма Lactobacillus 
crispatus CTV-05

Xla1 Ожирение и метаболиче-
ский синдром

I Xla1 представляет собой LBP, содержащий 
штамм бактерий Christensenella minuta
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стве фармакологического лечения. Пробиотики –
БАДы могут быть применены для профилактики
заболеваний, принимать их как лекарство запре-
щено ФЗ РФ “о надзоре за БАД” от 10.07.2009.
Существует и третья группа препаратов, содержа-
щих пробиотики, это продукты функционально-
го питания, имеющие в своем составе живые про-
биотические бактерии.

Регистрация пробиотиков в качества БАДов в
России. Согласно Федеральной службе по надзору
в сфере защиты прав потребителей и благополучия
человека (Роспотребнадзору) биологически актив-
ные добавки к пище (БАДы) – это природные и
(или) идентичные природным биологически ак-
тивные вещества, а также пробиотические микро-
организмы, предназначенные для употребления
одновременно с пищей или введения в состав пи-
щевой продукции [36]. Для того, чтобы зарегистри-
ровать пробиотик в качестве БАДа на территории
РФ, требуется провести испытание препарата,
пройти экспертизу документации и оформить сви-
детельство о государственной регистрации. Стадия
испытания направлена в первую очередь на доказа-
тельство безопасности препарата и на подтвер-
ждение соответствия заявленным в документации
его свойствам. Пробиотики – БАДы регулируются
также гигиеническими требованиями безопасно-
сти пищевой продукции, сформулированными в
техническом регламенте Таможенного союза “О
безопасности пищевой продукции” [37], что явля-
ется необходимым условием для продажи продукта
на территории РФ. Существуют микробиологиче-
ские стандарты, которым должны соответствовать
БАДы для обеспечения безопасности продукта.
Данные стандарты подробно описаны в Единых
санитарно-эпидемиологических и гигиенических
требованиях к товарам, подлежащим санитарно-
эпидемиологическому надзору под контролем Ро-
спотребнадзора [37]. Конечным этапом является
государственная регистрация БАДа, что подразу-
мевает внесение препарата в единый Реестр сви-
детельств о государственной регистрации. Дан-
ный реестр контролируется Роспотребнадзором.
Пребиотики могут быть зарегистрированы толь-
ко в качестве БАДов.

Регистрация пробиотиков в качества ЛС в Рос-
сии. Для регистрации пробиотика в качестве ЛС
необходимо, чтобы препарат соответствовал тре-
бованиям Федерального закона Российской Фе-
дерации N 61-ФЗ “Об обращении лекарственных
средств” [38]. Оборот таких препаратов регулиру-
ется приказом Министерства здравоохранения
Российской Федерации от 11.07.2017 г. № 403н
“Об утверждении правил отпуска лекарственных
препаратов для медицинского применения, в том
числе иммунобиологических лекарственных пре-
паратов, аптечными организациями, индивиду-
альными предпринимателями, имеющими ли-
цензию на фармацевтическую деятельность” [39].

Сегодня ЛС на основе пробиотиков признаются
как иммуннобиологические препараты. Как прави-
ло, они содержат живые полезные микроорганиз-
мы, для которых должна быть доказана их актив-
ность, например, антагонистическая активность в
отношении патогенных и условно-патогенных бак-
терий. Подобные препараты должны соответство-
вать фармакопейным требованиям к производству
стандартного препарата и требованиям к качеству
ЛС для определенной лекарственной формы [40].
При этом существует несколько фармакотерапев-
тических групп для ЛС на основе пробиотиков;
препарат может быть отнесен к пробиотикам, эу-
биотикам, противодиарейным средствам или к ме-
дицинским иммунобиологическим препаратам и
классифицируется в соответствии с анатомотера-
певтической химической классификацией (АТХК).
ЛС на основе пробиотиков могут иметь следующие
коды: сахаромицеты Boulardii (A07FA02), противо-
диарейные микроорганизмы (A07FA), лактобацил-
лы (G01AX14), микроорганизмы, продуцирующие
молочную кислоту (A07FA01), микроорганизмы,
продуцирующие молочную кислоту в комбинации
с другими препаратами (A07FA51). При этом нуж-
но отметить, что понятие “эубиотик”, которым
обозначают препарат, содержащий один или не-
сколько штаммов пробиотиков, считается устарев-
шим [40].

С точки зрения правого регулирования, про-
биотики в РФ в основном используются для лече-
ния заболеваний гастроэнтерологического профи-
ля и не могут быть зарегистрированы в качестве
ЛС, предназначенных для лечения большинства
заболеваний, упомянутых в табл. 1 и признанных
NIH [41]. Что касается уровня доказательности,
учитывая, что БАДы и ЛС могут быть зарегистри-
рованы без указания штамма, не существует гаран-
тии, что штамм, входящий в состав препарата, бу-
дет всегда проявлять заявленные производителем
свойства. Очевидно, необходимо более строгое
правое регулирование пробиотиков как ЛС и
БАДов. Результаты анализа правого регулирова-
ния пробиотиков просуммированы в табл. 3.

Также стоит упомянуть о категории функцио-
нальных пищевых продуктов, которые содержат
пребиотики, пробиотики и другие активные ин-
гредиенты и предназначены для потребления
здоровой категорией людей и направлены на
предотвращение заболеваний и поддержание здо-
рового состояния организма человека. Общие
требования к пробиотикам – БАДам, ЛС, функ-
циональным пищевым продуктам – сформулиро-
ваны Федеральным законом о “Биологической без-
опасности в Российской Федерации” [42]. Закон
был принят Государственной Думой 24.12.2020 и
одобрен Советом Федерации 25.12.2020; он направ-
лен на защиту населения от воздействия опасных
биологических факторов и охрану окружающей
среды, на предотвращение биологических угроз и
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мониторинг рисков. Формулировка закона пред-
полагает его комплексность. Здесь мы сосредото-
чимся на положениях, касающихся микробиоты
человека. В статье 1 дается следующее определение
микробиоты: “совокупность сообществ микроорга-
низмов (симбиотических, условно-патогенных и
(или) патогенных), населяющих различные участки
живых организмов с однородными условиями су-
ществования”. В статье 8 уточняется, что к биоло-
гическим угрозам относится “нарушение нормаль-
ной микробиоты человека, сельскохозяйственных
животных и растений, приводящее к возникнове-
нию и распространению связанных с этим заболе-
ваний”. Далее в статье 9 говорится, что “сохране-
ние и восстановление нормальной микробиоты че-
ловека, сельскохозяйственных животных, а также
редких и исчезающих видов животных и растений”
относится к комплексу мер, направленных на за-
щиту населения. Также в статье 10 упоминается
“создание и производство пищевых продуктов,
кормов и кормовых добавок для животных, норма-
лизующих микробиоту” как одна из мер, направ-
ленных на борьбу с распространением инфек-
ционных и паразитарных болезней “в целях
профилактики и лечения болезней, связанных с
нарушениями нормальной микробиоты челове-
ка, сельскохозяйственных животных и расте-
ний, осуществляются меры по сохранению или
восстановлению нормальной микробиоты”. В
пункте 7 статьи 10 настоящего закона утверждает-
ся, что для сохранения биологического разнооб-
разия микробиоты человека, необходимо:
1) обеспечение проведения научных исследова-
ний для понимания роли микробиоты в здоровье
человека; 2) разработка подходов для диагности-
ки, профилактики и лечения заболеваний, свя-
занных с нарушением микробиоты; 3) использова-
ние потенциала микробиоты человека, животных и
растений для разработки новых средств и биологи-
ческих технологий, в том числе персонифициро-
ванных продуктов питания и лекарственных пре-
паратов. Принятие федерального закона № 492-ФЗ
“О биологической безопасности в Российской Фе-
дерации” подчеркивает важность изучения мик-
робиоты человека и поддержания ее стабильно-
сти и позволяет надеяться, что исследования в
данной области будут расширены.

ПОСТБИОТИКИ И ПАРАБИОТИКИ

Пробиотики являются живыми культурами, по-
этому в отдельных случаях – у иммуноослабленных
больных, у детей – могут вызывать воспалительные
патологические процессы. При использовании
клеток живых микроорганизмов практически не-
возможно установить точный суммарный меха-
низм действия различных компонентов бактерий и
невозможно точно предсказать ответ макроорга-
низма. Кроме того, стандартизация живых культур

достаточно сложна. Эти факты привели к идее ис-
пользования постбиотиков – убитых бактерий или
отдельных их метаболитов [43]. Международная
научная ассоциация пробиотиков и пребиотиков
(ISAPP) определила постбиотик как “препарат не-
живых микроорганизмов и/или их компонентов,
приносящих пользу здоровью хозяина” [44].

Однако это определение не устроило многих
исследователей, т.к. оно относится и к убитым
бактериальным клеткам, представляющим собой
конгломерат различных структур и метаболитов,
и к отдельным соединениям. Было предложено
термин “постбиотик” использовать для обозна-
чения инактивированных бактериальных клеток
и их компонентов, а для обозначения отдельных
соединений пробиотических бактерий использо-
вать термин “парабиотик” [45].

Постбиотики – это инактивированные мик-
робные клетки с метаболитами или без них или
клеточные компоненты (пептидогликаны, тейхо-
евые кислоты, поверхностные белки, внеклеточ-
ные везикулы и т.д.) с доказанной пользой для
здоровья организма хозяина и безопасностью.
Инактивация живых бактерий может быть до-
стигнута различными методами: термической об-
работкой, обработкой химическими веществами
(например, формалином), гамма- или ультрафи-
олетовым облучением, обработкой ультразвуком.
Термическая обработка остается самым популяр-
ным методом, она включает широкий диапазон
комбинаций времени и температуры для обеспе-
чения полного подавления жизнеспособности
бактерий в суспензии. Инактивация также может
быть достигнута путем сочетания процесса тин-
дализации и замораживания клеток [46]. Инъек-
ции, очищенные микробные метаболиты и вак-
цины выходят за рамки понятия постбиотиков.

Важно отметить, что постбиотики, несмотря на
их нежизнеспособность, являются перспективной
альтернативой пробиотикам и обладают рядом
фармацевтических преимуществ [47]. Инактиви-
рованные нагреванием пробиотики доказали свою
способность противодействовать адгезии различ-
ных энтеропатогенов на экспериментальной моде-
ли клеток Caco-2 [48]. Эти данные позволяют
предположить, что постбиотики могут быть при-
менены для борьбы с диарейными и пищевыми
патогенами. Кроме того, инактивированные на-
греванием штаммы лактобацилл и бесклеточная
культуральная жидкость продемонстрировали
иммуномодулирующее, антиоксидантное (спо-
собность нейтрализовать свободные радикалы)
и противовоспалительное действие в экспери-
ментальных моделях [49–53].

Парабиотики имеют преимущества перед пост-
биотиками: их химическая структура легко подда-
ется идентификации, соответственно можно полу-
чить продукт с высокой степенью очистки. Также
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легче определить дозировку и срок хранения и
стандартизировать производственный процесс.
Симбиотические (пробиотические) штаммы мик-
робов производят различные биоактивные моле-
кулы, которые являются кандидатами для созда-
ния парабиотиков. К ним относятся ферменты,
органические кислоты, гликопротеины, пептиды
(образующиеся при гидролизе белков пищи и
собственно бактериальных белков), метаболиты
триптофана и желчных кислот, полиамины, секре-
тируемые белки, экзополисахариды, аминокисло-
ты (в том числе гамма-аминомасляная кислота),
короткоцепочечные жирные кислоты, полифосфа-
ты, витамины, антиоксиданты, бактериоцины то-
коферолы, каротиноиды и многие другие [54–60].
Примеры коммерческих препаратов постбиотиков
и парабиотиков приведены в табл. 4.

Постбиотки и парабиотики принципиально не
отличаются по своему механизму действия от жи-
вых пробиотиков. Они модулируют кишечный
микробиом, иммунную систему, нервную систему
а также укрепляют кишечный барьер и модулируют
метаболизм. В отличие от живых пробиотиков у
них отсутствуют риск бактериальной транслока-
ции из просвета кишечника в кровь в случае паци-
ентов с хроническими заболеваниями и ослаблен-
ным иммунитетом; возможность приобретения и
передачи генов устойчивости к антибиотикам;
риск потери жизнеспособности из-за лизиса кле-
ток [61].

На сегодняшний день не существует норма-
тивной базы в мире конкретно ни для постбиоти-
ков в качестве БАДов и содержащих их пищевых
продуктов, ни для постбиотиков в качестве ле-
карств. Соответственно постбиотики регулиру-
ются как любые другие вещества, в зависимости
от их сферы применения. Если речь идет о пище-
вом продукте, то необходимы соответствующие
испытания безопасности. Если речь идет о лекар-
стве, необходимы клинические испытания и дока-
зательство специфической активности. Однако од-

нозначно, что постбиотики легче регистрировать,
чем LBP. В России понятие постбиотик попадает
под определение “пробиотик”; пробиотик, зареги-
стрированный в качестве ЛС, идентифицируется
как “иммунобиологический лекарственный пре-
парат, который содержит живые или инактивиро-
ванные апатогенные микроорганизмы, обладаю-
щие антагонистической активностью в отношении
патогенных и условно-патогенных бактерий” [40].

Учитывая сложности создания лекарств на ос-
нове живых организмов, переход к пребиотикам,
постбиотикам, парабиотикам является реальной
и неизбежной перспективой [62, 63].

ПРОБИОТИКИ НА ОСНОВЕ ЛАКТОБАЦИЛЛ

Лактобациллы издавна используются для по-
лучения ферментированных продуктов (ФП), по
некоторым оценкам с седьмого века до нашей
эры, т.е. с того времени, когда происходила экс-
пансия оседлого образа жизни и аграрной культу-
ры [64]. ФП привлекали наших предков как спо-
соб консервации продуктов, а иногда и ликвида-
ции их токсичности [65, 66]. Сегодня в разных
странах имеется большое разнообразие ФП, начи-
ная от кимчи родом из Кореи, квашеной капусты
из центральной Европы, чатни из Индии, натто из
Японии, разных местных видов кисломолочных
продуктов и т.д. Лактобациллы расцениваются как
полезная пищевая добавка со времен описания
болгарской палочки доктором Стаменом Григоро-
вым [67] и исследований ее значения для здоровья
и продолжительности жизни человека российским
ученым И. Мечниковым [68].

В настоящее время лактобациллы широко ис-
пользуются для создания пробиотиков [69, 70].
Открытия последних двух десятилетий в области
микробиома человека позволили перейти к более
глубокому и целенаправленному изучению лак-
тобацилл как пробиотиков, что заставило и фар-
миндустрию обратить внимание на потенциал

Таблица 4. Препараты постбиотиков и парабиотиков

Препарат Состав Статус препарата

Хилак форте Водный субстрат продуктов обмена веществ Escherichia coli, Enterococ-
cus faecalis, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus

Лекарственное
средство

Закофальк Инулин, масляная кислота БАД

Бактистатин Биологически активные метаболиты бесклеточной культуральной 
жидкости бактерий Bacillus subtilis

БАД

Актофлор-С Комплекс аминокислот и органических кислот – аналогов метаболи-
тов пробиотических бактерий.

БАД

Про-симбиофлор Автолизат из клеток E. coli и
E. faecalis

Лекарственное
средство

Хелинорм Инактивированные бактерии Lactobacillus reuteri БАД
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использования препаратов на основе живых про-
биотических организмов для лечения различных
заболеваний [71–77]. Омиксные технологии сде-
лали возможным изучение как микробиоты в це-
лом, так и отдельных бактерий на уровне их гено-
мов. C помощью секвенирования ДНК можно
определить наличие генов лекарственной устой-
чивости и патогенности у микробов, а также
отобрать для дальнейшего исследования штаммы
с полезными генами [78, 79].

Подавляющее большинство пробиотиков со-
держит штаммы лактобацилл. Это объясняется
рядом фактов. Лактобациллы являются постоян-
ными компонентами микробиоты человека и
проявляют свойства, полезные и важные для мак-
роорганизма [80]. Лактобациллы входят в состав
многих пищевых продуктов и издавна использу-
ются для получения ферментированных продук-
тов [81]. 36 видов лактобацилл признаны безопас-
ными по версии EFSA (European Food Safety Au-
thority) и 12 видов признаны GRAS (Generally
Recognised as Safe) по версии FDA, что означает,
что они могут быть использованы в качестве пище-
вых и кормовых добавок. Кроме того, лактобацил-
лы составляют 43% от общего числа бактериальных
видов с доказанными полезными свойствами [82].

Пробиотики на основе лактобацилл оказывают
противовоспалительный, иммуномодулирующий,
антиоксидантный эффекты, способствуют поддер-
жанию здоровья зубов и периодонта, снижают уро-
вень холестерина, используются в борьбе с ожире-
нием, раком (антипролиферативный и проапо-

птозный эффекты), диареей, психическими и
нейродегенеративными заболеваниями [70, 77].
Большое количество штаммов лактобацилл про-
шли четвертую фазу клинических испытаний. В
табл. 5 приведены примеры таких штаммов.

Лактобациллы входят в состав препаратов, за-
регистрированных и как БАДы, и как лекарствен-
ные средства. Примеры препаратов приведены в
табл. 6. Видовые названия лактобацилл приведе-
ны так, как они были использованы авторами цити-
рованных статей и в названиях БАДов и ЛС – по
старой номенклатуре. В 2020 г. род лактобацилл
был разделен на 23 рода, при этом изменились ро-
довые названия, но остались неизменными видо-
вые [83].

***

Сегодня мы хорошо понимаем пагубное влия-
ние антибиотиков на состояние микробиоты че-
ловека и его здоровье. В течение последнего деся-
тилетия мировая научная общественность искала
и разрабатывала альтернативные подходы и анти-
бактериальные препараты, способные заменить
антибиотики [84–86]. Классические пробиотики
были в их числе. Исследования последних лет по-
казывают, что потребление пробиотиков и пост-
биотиков приводит к значительному изменению
композиции кишечной микробиоты на уровне
видов, родов, и более крупных таксономических
единиц и ее метаболической активности [87]. Од-
нако мы зачастую ничего или очень мало знаем о

Таблица 5. Примеры живых штаммов лактобацилл, которые прошли Фазу 4 клинических исследований

Препарат Тестируемое 
заболевание/исследуемая микробиота Место проведения исследования

Lactobacillus reuteri DSM 17938 Антибиотикоассоцииро-
ванная диарея

Стамбул, Турция

Lactobacillus rhamnosus GG Инфекционное заболевание пищева-
рительного тракта

Сент-Луис, Миссури, США

Lactobacillus acidophilus Rossel-52
and Lactobacillus rhamnosus Rosell-11

Гриппоподобное заболевание Джакарта, Индонезия

Lactobacillus reuteri DSM 17938 Антибиотикоассоциированная диарея Варшава, Польша

Lactobacillus plantarum 299v Синдром раздраженного кишечника Восточный Кейп, Южная Африка

Lactobacillus paracasei subspecies para-
casei F19

Желудочно-кишечные симптомы Неаполь, Италия

Lactobacillus casei rhamnosus Lcr35 Запор Варшава, Польша

Lactobacillus reuteri DSM 17938 Функциональный запор Кастеллана-Гротте, Бари, Италия

Lactobacillus rhamnosus GG Микробиота кишечника, микробиота 
кожи, гуморальные иммунные реак-
ции, атопический дерматит

Турку, Финляндия

Lactobacillus casei Shirota Инфекции дыхательных путей Антверпен, Бельгия
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способности конкретного штамма продуцировать
те или иные вещества, имеющие антиоксидантную
или иммуномодуллирующую активность, и меха-
низм их действия на организм хозяина. Для боль-
шинства применяемых в качестве пробиотиков
бактерий отсутствуют данные о наличии в их гено-
мах генов лекарственной устойчивости или пато-
генности, об их конкретном влиянии на структуру
(колонизацию) микробиоты здорового человека.

По сравнению с пробиотиками более безопас-
ные и эффективные препараты – это постбиоти-
ки и парабиотики, бактериальные метаболиты и
компоненты бактериальных клеток. Если для со-
здания живых бактерий-пробиотиков использу-
ются штаммы, источником происхождения кото-
рых является именно человеческий организм или
традиционные продукты питания (в связи с их
потенциальной безопасностью для людей) [66], то
при использовании постбиотиков и парабиотиков
круг используемых бактерий может быть расши-
рен. Учитывая пользу для здоровья человека фер-
ментированных молочных продуктов козьего, ко-
ровьего, лошадиного и пчелиного происхождения,
данные животные являются перспективными для
поиска уникальных штаммов, обладающих анти-
оксидантной и нейромодулирующей активностью
для последующего использования в качестве пост-

биотиков и парабиотиков для фармсубстанций и
функциональных продуктов питания (рис. 3).

Пандемия COVID-19 и ее последствия, кос-
нувшись сотен миллионов людей, требуют ско-
рейших мер по реабилитации переболевшего
населения. Современные препараты на основе
лактобацилл с антиоксидантными и иммуномо-
дулирующими свойствами, в том числе в каче-
стве ингредиентов функциональных продуктов пи-
тания, крайне необходимы в этой реабилитации.

Для работы в этом направлении в России по
инициативе ИОГен РАН создан междисципли-
нарный консорциум “Нутригеномика микробио-
ма”. Нутригеномика – это наука, изучающая вли-
яние биологически активных пищевых добавок
на экспрессию генов человека и его здоровье, ко-
торая возникла 15–20 лет тому назад. Интенсив-
ное исследование микробиома человека и его ро-
ли в утилизации продуктов питания сегодня поз-
воляет обосновать понятие нутригеномика
микробиома [95].

Целью консорциума является с помощью та-
ких подходов как метагеномика, сравнительная
геномика, транскриптомика, протеомика, био-
информатика и других, начать разработку фарма-
кологических ингредиентов, полезных для кон-
кретных групп людей, а также технологий, обес-

Таблица 6. Препараты на основе лактобацилл

Название Состав препарата Статус препарата

Отечественные препараты

Аципол Lactobacillus acidophilus Лекарственное средство

Ацилакт L. acidophilus Лекарственное средство

Лактобактерин L. acidophilus Лекарственное средство

Флорин форте Bifidobacterium bifidum и Lactobacillus Лекарственное средство

Нормофлорин Д Lactobacillus casei, B. bifidum, Bifidobacterium longum БАД

Гепафор B. bifidum, Lactobacillus fermentum Лекарственное средство

Импортные препараты

Линекс Bifidobacterium infantis, L. acidophilius, Enterococcus faecium Лекарственное средство

Линекс форте L. acidophilus, Bifidobacterium animalis subsp. lactis Лекарственное средство

Максилак L. helveticus, L. rhamnosus, L. casei, Lactobacillus plantarum,
B. longum, Bifidobacterium breve, B. bifidum, Lactococcus lactis, 
Streptococcus thermophilus, олигофруктоза

БАД

Бак-Сет Форте L. casei, L. plantarum, L.rhamnosus, B. bifidum, B.breve,
B. longum, L. acidophilus, L. lactis, S. thermophiles, B. infantis, 
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, L. helveticus, Lactoba-
cillus salivarius, L.fermentum

БАД

Нормобакт L. rhamnosus и фруктоолигосахариды БАД

РиоФлора Иммуно Bifidobacterium, Lactobacillus, L. lactis, S. thermophilus БАД

Флувир L. plantarum, L. rhamnosus, B. lactis, фруктоолигосахариды. БАД



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 5  2022

ЛАКТОБАЦИЛЛЫ: ПРАВОВОЕ РЕГУЛИРОВАНИЕ 531

печивающих их создание. Предпосылками для
создания и последующего развития направления
“Нутригеномика микробиома” послужили следу-
ющие результаты:

– конкретизированы биологически активные
компоненты микробиоты человека как объекты
исследования для создания персонализирован-
ных продуктов: пребиотики, постбиотики, ауто-
биотики и другие;

– продемонстрирована значительная роль пост-
биотиков, пребиотиков и аутобиотиков в коррек-
ции композиции микробиоты кишечника;

– обозначены функциональные свойства ком-
понентов микробиоты: иммуномодулирующие,
антиоксидантные, нейромодулирующие;

– выявлены глобальные регуляторные гены и
каскадные регуляторные системы организма че-
ловека, реагирующие на иммуномодулирующую,
нейромодулирующую и антиоксидантную актив-
ность конкретных бактериальных продуктов;

– установлена сигнатура кишечной микробиоты
человека при некоторых заболеваниях [78, 97].

Сегодня требуется объединить усилия участ-
ников консорцирума для проведения детальных
исследований в рамках конкретных задач и пере-
вода их в плоскость практического применения.

Постковидный синдром затронул сотни мил-
лионов людей во всем мире. Сегодня четко уста-
новлено, что у многих переболевших происходят
изменения композиции микробиома кишечника
[дисбиоз], коррелирущие с различными невроло-
гическими, кардиологическими и иммунологи-
ческими заболеваниями [98–100]. Выясняется,
что классические пробиотики (БАДы) являются
малоэффективными в коррекции. Ставится зада-
ча разработки фармабиотиков с селективными

свойствами, способных лечить конкретные пост-
ковидные проявления. Микробиота кишечника
становится не виртуальным, а конкретным орга-
ном, требующим детального изучения на основе
доказательной медицины.
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Lactobacilli: Legal Regulation and Prospects
for Creating New Generation Drugs
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In the recent years, the probiotic industry has undergone major changes worldwide. Approaches to the search
and development of probiotics are changing, as well as the paradigm of use in the food industry, medicine and
pharmaceuticals. The growing popularity and availability of omics technologies, in particular metagenomic
studies of the human and animal microbiome, served as a catalyst to this field. However, the effectiveness,
safety and speed of the introduction of drugs based on probiotic strains largely depend on the level of legal
and technical regulation in this area. This review discusses the legal aspects of regulation in Russia, the Eu-
ropean Union and the United States as well as the advantages and disadvantages of probiotics and postbiotics.
Today, a consensus is emerging that postbiotics have a number of advantages over classical live probiotic cul-
tures. The review also focuses on the Lactobacillaceae family, which includes the largest number of studied
probiotic strains and still occupies a leading position among probiotics. In terms of legislation, Russia has of-
ten put forward advanced frameworks such as the adoption of federal law No. 492-FZ on biological safety,
which defined the concept of human and animal microbiota and formulated legislative guidelines for its con-
servation. The new direction “microbiome nutrigenomics” is aimed at solving this problem.

Keywords: probiotics, postbiotics, pharmacobiotics, lactobacilli, legal regulation


