
64

Известия Самарского научного центра Российской академии наук, т. 22, № 6, 2020

Ильясов Павел Владимирович, кандидат биологических 
наук, ведущий научный сотрудник. 
E-mail p.v.ilyasov@samsmu.ru
Гайсина Дарья Фуатовна, учебный мастер кафедры био-
химии, биотехнологии и биоинженерии. 
E-mail gdf1995@mail.ru
Золотарев Павел Николаевич, кандидат медицинских 
наук, доцент, проректор по лечебной работе. 
E-mail zolotareff@list.ru
Сустретов Алексей Сергеевич, младший научный со-
трудник. E-mail a.s.sustretov@samsmu.ru

ВВЕДЕНИЕ
 
Одним из наиболее перспективных направ-

лений развития биохимии и клеточной биоло-
гии является метаболомика, подразумевающая 
исследования всей совокупности метаболитов и 
биохимических путей, присутствующих в клет-
ке. В чистом виде метаболомические исследова-
ния сводятся к высвобождению клеточного со-
держимого, хроматографическому разделению 
компонентов и их идентификации посредством 
масс-спектрометрии, ИК-спектрометрии и ядер-
ного магнитного резонанса (ЯМР). В различных 
модификациях хроматографическое разделение 
может заменяться каппилярным электрофоре-
зом, экстракцией интересующих исследователя 
компонентов, или простым центрифугировани-

ем с дальнейшей обработкой супернатанта. Хотя 
этот подход является трудоемким и дорогосто-
ящим, он позволяет получить исчерпывающую 
информацию о биохимических особенностях ис-
следуемых клеток.

В области микробиологии методы и приемы 
метаболомики успешно используются, в числе 
прочего, для анализа метаболизма конкретных 
соединений, поиска новых и уточнения суще-
ствующих метаболических путей, анализа изме-
нений биохимии и физиологии клеток в ответ 
на воздействие различных факторов, изучения 
механизмов, вовлеченных в различные аспекты 
жизнедеятельности клеток, исследования ми-
кробиологических сообществ, разработке новых 
лекарственных препаратов [1; 2] и пробиотиков 
[3], а также диагностике инфекционных заболе-
ваний, в ряде случаев дополняя и заменяя тра-
диционные и молекулярно-генетические мето-
ды [4; 5; 6; 7].

Несмотря на то, что определение метаболо-
мики в классическом виде предусматривает ис-
пользование масс-спектрометрии, ЯМР и дру-
гих аналогичных методов, несложно заметить, 
что ряд подходов в классической клеточной 
биологии также использует методологию, по 
сути относящиеся к метаболическому профили-
рованию, методу метаболических «отпечатков 
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пальцев» или исследованию метаболических 
мишеней. 

Одной из ключевых особенностей аэробного 
метаболизма клеток является то, что практиче-
ски любой катаболический процесс, связанный 
с получением энергии из химических соедине-
ний, в конечном итоге замыкается на компонен-
тах электрон-транспортной дыхательной цепи 
(ЭТЦ), что приводит к поглощению кислорода 
клетками из окружающей среды. При интенсив-
ных метаболических процессах это поглощение 
может приводить к существенному снижению 
концентрации кислорода в среде, которое мо-
жет влиять на рост клеток. При этом уровень 
поглощения кислорода пропорционален мета-
болической активности клеток и зависит, с од-
ной стороны, от природы субстрата, а с другой 
стороны - от ферментативного аппарата клетки 
и его состояния. Следовательно, поглощение 
кислорода при разложении и трансформации 
субстратов также можно использовать для ме-
таболического профилирования и исследования 
характеристик клеток. Сходный подход исполь-
зуется при конструировании так называемых 
клеточных биосенсоров — датчиков, включаю-
щих электрохимический или электронно-опти-
ческий детектор и живые клетки микроорганиз-
мов или тканевых культур и используемых для 
оценки содержания специфического субстрата 
в анализируемой среде. Подходы, используемые 
при конструировании и эксплуатации этих при-
боров, могут обеспечить эффективное, быстрое 
и дешевое определение интегральных физиоло-
го-биохимических характеристик клеток in vitro 
в реальном времени на основе их респиратор-
ной активности. 

Целью данной работы являлась разработка 
и применение метода оценки характеристик 
клеток, основанного на регистрации респира-
торной активности микроорганизмов, отражав-
шей интегральную активность их ферментных 
систем в различных условиях. Такой подход, 
комбинирующий исследование респираторной 
активности клеток и применение электрохими-
ческих преобразователей, практически не опи-
сан в литературе, существует лишь небольшое 
количество статей, посвященных его дальним 
аналогам [8; 9; 10; 11]. В данной работе проде-
монстрирована возможность использования 
разработанного подхода для экспресс-оценки 
видовой принадлежности микроорганизмов.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЙ

В качестве модельных микроорганизмов ис-
пользовали культуры ряда микроорганизмов, 
полученные из рабочей коллекции культур ми-
кроорганизмов кафедры общей и клинической 
микробиологии, иммунологии и аллергологии 

ФГБОУ ВО «Самарский государственный меди-
цинский университет» Министерства здраво-
охранения Российской Федерации (ФГБОУ ВО 
СамГМУ Минздрава России), поддерживаемые 
на скошенном ГРМ-агаре (гидролизат рыбной 
муки), а также культуры из Государственной 
коллекции микроорганизмов ФГБНУ «Феде-
ральный исследовательский центр вирусологии 
и микробиологии» (ФИЦВиМ, г. Покров, Россия). 
Поскольку используемые штаммы, за исключе-
нием E. coli и культур из Государственной коллек-
ции микроорганизмов, не являются типовыми, в 
ходе работы выполняли тщательное исследова-
ние с целью их однозначной идентификации до 
вида. Видовую принадлежность используемых 
культур определяли путем оценки в течение 24 
ч с использованием пестрого ряда, включавшего 
селективные среды Гисса с глюкозой, лактозой, 
сахарозой, маннитом и мальтозой, цитратный 
агар Симмонса, среду Олькеницкого (железо-
глюкозо-лактозный двуслойный агар), фенила-
ланин-агар, среду Хоттингера (культуральные 
среды производства ФБУН ГНЦ прикладной ми-
кробиологии и биотехнологии, РФ). Для оценки 
способности Staphylococcus spp вызывать гемо-
лиз и плазмокоагуляцию использовали посев на 
кровяной агар и цитратную кроличью плазму, 
соответственно. Кроме того, для подтверждения 
видовой принадлежности микроорганизмов 
также использовали тест-систему идентифика-
ции энтеробактерий API 10S (bioMérieux, Фран-
ция) или тест-систему идентификации стафило-
кокков STAPHYTest 24 (Erba Lachema, Чехия). 

Для получения биомассы для эксперимен-
тов клетки выращивали на ГРМ-агаре в течение 
12-26 ч при 37 °С. Биомассу собирали петлей в 
стерильный физиологический раствор с образо-
ванием суспензии. Собранные клетки центри-
фугировали при 6000 g, удаляли супернатант, 
осадок ресуспендировали в физиологическом 
растворе (0,9% NaCl). Эту процедуру повторяли 
дважды с целью промывки клеток от компонен-
тов среды.

После вышеописанной двукратной промыв-
ки осажденные клетки взвешивали и разбав-
ляли физиологическим раствором в заданном 
массовом соотношении (в большинстве экспе-
риментов составлявшем 1:20). После этого клет-
ки иммобилизовали путем адсорбции на хро-
матографических фильтрах из прессованного 
стекловолокна Whatman™ GF/A (GE Healthcare 
Life Sciences, Великобритания). Для этого 10 мкл 
суспензии интактных клеток наносили на фраг-
мент носителя размером 3×3 мм и высушивали 
при комнатной температуре в течение 15 мин.

Иммобилизованные клетки использовали в 
экспериментах по определению активности при 
различных условиях и оценке метаболических 
профилей. В качестве преобразователя исполь-
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зовали анализатор жидкости «Эксперт-001» в 
комплекте с амперометрическим датчиком рас-
творенного кислорода ДКТП-02 (Эконикс-Экс-
перт, РФ), работающий в режиме термооксиме-
тра. Фрагмент носителя с иммобилизованными 
клетками (по аналогии с устройство микробных 
биосенсоров называемый в данной работе ре-
цептором) помещали на рабочую поверхность 
датчика кислорода и фиксировали с помощью 
капроновой сетки и прижимного кольца. Реги-
страцию сигналов осуществляли на ПК, подклю-
ченном к анализатору через интерфейс RS-232, 
с использованием программного обеспечения 
Exp2pr, доступного для скачивания на сайте на-
учно-производственной фирмы «Эконикс-Экс-
перт» (http://ionomer.ru). В качестве модельных 
субстратов использовали 1 М растворы глюко-
зы, маннита, арабинозы, рамнозы, мочевины, 
цитрата и тиосульфата натрия и 0,25 М раство-
ры лактозы, сахарозы и раффинозы, в качестве 
рабочего раствора - физиологический раствор 
с фосфатным буфером (PBS), содержавший 8 
г/л NaCl, 0,2 г/л KCl, 1,48 г/л NaH2PO4 и 0,20 г/л 
KH2PO4 (pH 7,1). Все используемые в эксперимен-
тах реактивы были производства РФ и характе-
ризовались степенью чистоты не ниже «ч.д.а».

Датчик кислорода с закрепленными на нем 
иммобилизованными клетками помещали в 
кювету, содержащую 10 мл рабочего раствора 
и установленную на магнитной мешалке. По-
сле установления равновесной концентрации 
кислорода в кювету вносили раствор субстра-
та из расчета 10 мМ концентрации субстрата в 
кювете и регистрировали сигнал датчика. После 
завершения регистрации сигнала (~5-10 мин) 

электрод вместе с клетками промывали путем 
прокачивания через нее рабочего раствора до 
восстановления исходного равновесного уровня 
кислорода в кювете (~5-15 мин). Используемый 
подход обеспечивал многократное использова-
ние иммобилизованных клеток без их замены. 
В качестве измеряемого параметра сигнала и 
условного показателя активности биомассы в 
данной системе использовали максимальную 
скорость изменения концентрации растворен-
ного кислорода после внесения субстрата (мг O2/
мл/с). Все измерения проводили в трех повтор-
ностях. Обработку сигналов и математико-ста-
тистические расчеты осуществляли с помощью 
приложения Microsoft Offi ce Excel 2010. Для 
сравнения полученных профилей респиратор-
ной активности с целью определения степени их 
сходства или различия использовали попарное 
сравнение сигналов на одинаковые субстраты 
для разных культур посредством расчета коэф-
фициента корреляции Пирсона и сопутствую-
щего ему уровня значимости p.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе исследования были получены метабо-
лические профили 17 штаммов микроорганиз-
мов. С целью сравнения полученных профилей 
мы объединили их в сводные графики. Данные 
графики представлены на рисунках 1 и 2. Для 
устранения возможных ошибок, связанных с 
различающимся уровнем сигнала на глюкозу 
ввиду различного использованного количества 
клеток, для всех профилей величина сигнала 
на глюкозу была принята за 100%, а сигнал на 

Рис. 1. Сводный график профилей респираторной активности штаммов, 
выделенных в ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава России

 

E. coli
B. subtilis
S. warneri
S. capitis subsp. urealyticus
S. sciuri
M. morganii
P. aeruginosa
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остальные субстраты выражен в процентах от 
сигнала на глюкозу.

Корреляционный анализ полученных про-
филей позволил разделить все протестирован-
ные культуры на 2 группы (условно названные 
группой №1 и группой №2), внутри которых 
профили протестированных штаммов характе-
ризовались высокими значениями коэффици-
ентов корреляции при сравнении друг с другом. 
Поскольку при сравнении профилей использо-
вали величину сигнала на субстраты, нормиро-
ванную по сигналу на глюкозу, сигнал на глю-
козу исключали из сравнения профилей (при 
данном формате данных он всегда составлял 
100% и способствовал бы завышению коэффи-
циентов корреляции).

В первую группу вошли оба штамма E. coli из 
коллекции ФИЦВиМ, S. marcescens, C. freundii и K. 
pneumoniae, причем коэффициенты корреляции 
профилей обоих штаммов E. coli, а также профи-
лей K. pneumoniae - C. freundii превышали 0.99, а 
для S. marcescens - K. pneumoniae и S. marcescens 
- C. freundii - 0.95. Сводный график для этих куль-
тур приведен на рисунке 3. Общим для них явля-
ется наличие выраженных сигналов на глюкозу, 
лактозу и маннит при незначительной или от-
сутствующей реакции на остальные субстраты.

Такие высокие коэффициенты корреляции 
вполне ожидаемы, так как все эти культуры от-
носятся к одному семейству Enterobacteriaceae 
и являются достаточно близкородственными, к 
тому же в работе использованы штаммы с типо-

выми для этих видов характеристиками. В эту 
же группу можно включить штамм P. aeruginosa, 
выделенный в ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава 
России – коэффициенты корреляции при срав-
нении его профиля с культурами этой груп-
пы находятся в диапазоне от 0,79 до 0,94 при 
уровне значимости p < 0.01. При этом полевой 
штамм E. coli, использованный на первом этапе 
работ, и культуры M. morganii и E. cloacae, также 
относящиеся к семейству Enterobacteriaceae, не 
входят в данную группу из-за индивидуальных 
особенностей их профилей.

Вторую группу составили грамположитель-
ные кокки - S. aureus, S. capitis subsp. urealyticus, 
S. sciuri, E. faecalis. Сводный график приведен на 
рисунке 4. Как ни странно, кроме кокков, в эту 
же группу вошел P. vulgaris, причем коэффици-
ент корреляции профилей S. aureus и P. vulgaris 
составил 0.965 – больше, чем у S. aureus с други-
ми представителями рода Staphylococcus.

Общей особенностью этих профилей явля-
ется наличие выраженной реакции на глюкозу, 
лактозу, сахарозу и слабовыраженной реакции 
на маннит при незначительных сигналах на 
остальные субстраты. При этом отличия про-
филя P. vulgaris от других энтеробактерий (сла-
бая реакция на маннит и выраженный сигнал 
на сахарозу) не позволили включить его в пер-
вую группу, описанную в предыдущем абзаце. 
Такое сходство профиля P. vulgaris с профилями 
грамположительных кокков, видимо, связано с 
неоптимальностью используемой субстратной 

Рис. 2. Сводный график профилей респираторной активности штаммов 
Государственной коллекции микроорганизмов ФГБНУ ФИЦВиМ
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панели, в частности, с тем, что количество суб-
стратов недостаточно для однозначной иденти-
фикации. Значения коэффициентов корреляции 
для всех пар во всех группах являлись статисти-
чески значимыми (p < 0.01).

E. coli, B. subtilis, M. morganii из рабочей кол-
лекции ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава России, а 
также E. cloacae и P. aeruginosa 273 из коллекции 

ФИЦВиМ не вошли ни в одну из указанных групп 
из-за индивидуальных особенностей их профи-
лей, в частности, выраженных сигналов на раф-
финозу у E. coli, B. subtilis и M. morganii (а также 
на цитрат у B. subtilis и M. morganii и тиосульфат 
у B. subtilis), интенсивной реакции на арабинозу 
у E. cloacae и низких ответов на все субстраты, 
кроме глюкозы, у P. aeruginosa. Сводный график 

Рис. 3. Сводный график профилей респираторной активности
микроорганизмов группы №1
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Рис. 4. Сводный график профилей респираторной активности
микроорганизмов группы №2
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представлен на рисунке 5. Эти особенности лег-
ко объяснимы, т.к. E. coli и P. aeruginosa являют-
ся видами с высокой степенью разнородности 
биохимических характеристик среди различ-
ных штаммов, M. morganii достаточно сильно от-
личается от других энтеробактерий, а B. subtilis 
принадлежит к совершенно другой группе ми-
кроорганизмов по сравнению с остальными 
протестированными культурами. В то же вре-
мя, аномальная реакция E. cloacae на арабинозу 
является несколько неожиданной. Данный вид, 
как и многие другие виды энтеробактерий, со-
держит оперон araBAD и симпортер арабинозы 
и H+ araE, обеспечивающие катаболизм араби-
нозы, однако существенных межвидовых раз-
личий в активности продуктов этих генов не 
опубликовано, и прочие энтеробактерии в на-
ших исследованиях характеризовались весьма 
скромной реакцией на арабинозу. У родствен-
ного вида E. asburiae известно о существовании 
глюкозодегидрогеназы с широкой субстратной 
специфичностью, активной, в том числе, по 
отношению к арабинозе [12], однако эта глю-
козодегидрогеназа индуцируется в отсутствие 
фосфата, что не соответствует условиям наших 
экспериментов. Единственным упоминанием о 
предпочтениях E. cloacae по отношению к ара-
бинозе является статья о высокопродуктивном 
получении мезо-2,3-бутандиола из арабинозы 
[13], но эта реакция относится к бродильному 
типу и не должна осуществляться при избытке 
кислорода. Правдоподобное объяснение может 
быть связано с возможным наличием у данного 
штамма плазмиды, несущей гены катаболизма 
арабинозы, но проверка наличия или отсут-

ствия такой плазмиды в рамках данной работы 
не выполнялась.

Представляется важным также отметить, что 
профили культур, полученные при традицион-
ном культивировании на средах, и профили их 
респираторной активности достаточно резко 
различаются. Так, обращает на себя внимание 
несовпадение ожидаемой при культивирова-
нии и наблюдаемой при оценке респираторной 
активности реакций, например, на арабинозу 
и сахарозу у полевого штамма E. coli (при том, 
что при определении видовой принадлежности 
данная культура реагировала на сахарозу поло-
жительно), и отсутствие ответа на маннит у B. 
subtilis (при положительной реакции на маннит-
содержащей среде). Сходные несовпадения есть 
практически у всех протестированных культур.

По-видимому, гены, вовлеченные в метабо-
лизм соответствующих соединений, являются 
индуцибельными и не экспрессируются в отсут-
ствие субстрата, а незначительное время анали-
за респираторной активности (5-10 мин) недо-
статочно для синтеза ферментов в количестве, 
способном обеспечить заметную реакцию. Этим 
же может объясняться, например, незначитель-
ная величина сигналов на все субстраты, кро-
ме глюкозы, у S. sciuri. Кроме того, несомненно, 
большая часть различий между культуральными 
и респираторными профилями обусловлена раз-
личиями самих подходов – определение респи-
раторного профиля позволяет полнее оценить 
катаболический потенциал микроорганизма и 
может выявить активность, которая не прояв-
ляется образованием рН-активного вторичного 
метаболита. Верно и обратное – например, ак-

Рис. 5. Сводный график профилей респираторной активности микроорганизмов, 
не вошедших ни в одну из групп
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тивность уреазы, лежащая в основе уреазного 
культурального теста и обеспечивающая гидро-
лиз мочевины до NH3 и СО2, может быть не свя-
зана с остальными катаболическими путями и 
дыхательной цепью клетки. По-видимому, этим 
объясняется незначительная величина сигна-
лов на мочевину при получении респираторных 
профилей у большинства культур, в том числе P. 
vulgaris, S. capitis subsp. urealyticus и M. morganii 
– механизм, обеспечивающий слабое потребле-
ние кислорода в ответ на мочевину, не имеет от-
ношения к уреазе и связан с другими фермента-
ми и путями азотистого обмена. Аналогичным 
образом, применяемый метод не обеспечивает 
регистрацию сульфитредуктазной активности, 
ответственной за образование H2S из тиосуль-
фата и аналогичных соединений, например, у P. 
vulgaris. В то же время, регистрация небольших, 
но достоверных сигналов на тиосульфат, в част-
ности, у B. subtilis, P. aeruginosa и E. faecalis, види-
мо, опосредована ферментами окислительного 
метаболизма серы у этих бактерий.

Таким образом, разработанный метод обе-
спечивал методически простую оценку со-
стояния клеток микроорганизмов в реальном 
времени при минимальных затратах на обо-
рудование и расходные материалы, и может 
представлять собой еще один инструмент экс-
пресс-оценки биохимических характеристик 
клеток. Очевидно, что область его применения 
не ограничивается экспресс-определением ви-
довой принадлежности бактерий, описанным 
в данной статье, и может включать, в числе 
прочего, оценку жизнеспособности клеток и 
их реакций на различные вещества и факторы 
окружающей среды. Дополнительное расшире-
ние функционала этого метода возможно при 
использовании многоканальных датчиков, ана-
логичных использованному. Концепция такого 
датчика основывается на стандартном 24-лу-
ночном планшете, в крышку которого встро-
ен микроконтроллер с распайкой проводов на 
24 кислородных датчика Кларка длиной 5 мм 
и наружным диаметром 5 мм, изготовленных 
по классической схеме и присоединяемых к 
крышке через коаксиальные самофиксирующи-
еся разъемы. Лунки при этом будут играть роль 
кювет датчиков, причем рабочая поверхность 
датчика будет непосредственно примыкать ко 
дну лунки, что позволит работать как с адге-
зивными, так и с суспензионными культурами. 
Микроконтроллер должен обеспечивать подачу 
постоянного напряжения -0,7 В на централь-
ный электрод датчика относительно электрода 
сравнения, измерение силы тока в цепи каждо-
го электрода с частотой 1 раз в 0,5 с и передачу 
данных на персональный компьютер через USB-
порт. Для обеспечения возможности введения 
субстратов в лунки планшета и их промывки в 

крышке также будут предусмотрены отверстия 
для наконечников стандартных автоматиче-
ских дозаторов. Такое изделие позволит суще-
ственно ускорить исследование свойств клеток 
за счет возможности параллельных измерений 
при одинаковых или различных условиях при 
минимальной процедурной сложности и сто-
имости анализа. В ближайшее время авторами 
запланирована техническая реализация этого 
изделия и его применение в рамках работ в Ин-
ституте экспериментальной медицины и био-
технологий Самарского государственного меди-
цинского университета.

ВЫВОДЫ

Разработан метод оценки физиолого-био-
химических характеристик интактных клеток in 
vitro в режиме реального времени, использован-
ный для экспресс-определения таксономиче-
ской принадлежности клеток микроорганизмов. 
Метод был использован для экспресс-оценки 
таксономической принадлежности микроорга-
низмов и позволил получить метаболические 
профили 17 культур микроорганизмов. Выпол-
нено их статистическое сопоставление между 
собой и биохимическими профилями при куль-
тивировании на средах.

Данное исследование в целом подтверждает 
возможность применения разработанного мето-
да для выявления близкородственных таксонов 
микроорганизмов. Предложена концепция мно-
гоканального датчика, который позволит суще-
ственно ускорить исследование свойств клеток
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