
 
ФЕДЕРАЛЬНОЕ ГОСУДАРСТВЕННОЕ БЮДЖЕТНОЕ 

ОБРАЗОВАТЕЛЬНОЕ УЧРЕЖДЕНИЕ ВЫСШЕГО ОБРАЗОВАНИЯ 

«БАШКИРСКИЙ ГОСУДАРСТВЕННЫЙ МЕДИЦИНСКИЙ 

УНИВЕРСИТЕТ» 

МИНИСТЕРСТВА ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 

Медико-профилактический факультет с отделением биологии 

Кафедра фундаментальной и прикладной микробиологии 

 

 

 

 

Садыков Эльмир Марсельевич 
 

 

ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ БАКТЕРИЙ НА 

ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИЮ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Научный руководитель:                                                                                            

кандидат биологических наук, 

доцент кафедры фундаментальной 

и прикладной микробиологии                      Ю.Л. Борцова  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Уфа - 2021 



 

 

2 

 

Оглавление 

Список сокращений и условных обозначений ....................................... 3 

ВВЕДЕНИЕ ................................................................................................ 4 

Глава 1. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР ......................................................... 8 

1.1. Культивирование микроорганизмов. ............................................. 8 

1.2. Изучение процессов свободно-радикального окисления. ......... 12 

1.3.Хемилюминесцентный метод исследования свободно-

радикального окисления................................................................................. 20 

1.4. Изучение процессов окислительного стресса в культивировании 

микроорганизмов. ........................................................................................... 24 

       1.5. Окислительный стресс у бактерий о повреждения молекуляр- 

ных структур активными формами кислорода…………………………….…..27 

Глава 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ..................................................... 36 

Глава 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ .......................................... 42 

3.1. Культивирование микроорганизмов на питательных средах. .. 42 

   3.2.Изучение процессов хемилюминесценции сред культивирования 

микроорганизмов. .............................................................................................. 45 

3.3. Влияние исследуемых сред на параметры хемилюминесценции 

в динамике. ...................................................................................................... 46 

3.4. Исследование процессов СРО в средах с культивированным в 

них микрорганизмом. ..................................................................................... 48 

      3.5. Исследование влияния стресс-фактора NaСl на изменения 

параметров ХЛ (светосумма)……………………………………...……………73 

3АКЛЮЧЕНИЕ ........................................................................................ 63 

ВЫВОДЫ .................................................................................................. 68 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ ....................................................................... 68 

ПРИЛОЖЕНИЕ ........................................................................................ 77 

 

 



 

 

3 

 

 Список сокращений и условных обозначений 

АОА - антиоксидантная активность 

АТФ - аденозинтрифосфат 

          АФК - активные формы кислорода 

ДНК - дезоксирибонуклеииновая кислота 

МО - микроорганизм 

МПА - мясо-пептонный агар 

НАДФН - никотинамидадениндинуклеотидфосфат 

ПОЛ - перекисное окисление липидов 

СРО – свободно-радикальное окисление 

ХЛ - хемилюминесценция 

XLD - ксилозо-лизиновый дезоксихолатный агар 

ЭКДА - экстракт кормовых дрожжей агаризованный  
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ВВЕДЕНИЕ 

Современная микробиология без питательных сред существовать не 

может, а их качество во многом определяет информативность и точность 

микробиологического анализа [13]. Питательные среды по праву можно 

назвать основой микробиологии. Они используются в диагностике инфекци-

онных заболеваний и при эпидемиологическом контроле за санитарным со-

стоянием окружающей среды, в производстве вакцинных и биологически ак-

тивных препаратов, при выборе рациональной антибиотикотерапии и кон-

троле за качеством лечения, при определении микробной загрязненности ле-

карственных препаратов и проведении.лабораторных исследований с музей-

ными и свежевыделенными штаммами микроорганизмов. Гарантией получе-

ния достоверных результатов микробиологических исследований является 

использование питательных сред стабильно высокого качества, которое мо-

жет быть достигнуто при промышленном.производстве, где в основе ком-

мерческих разработок лежат научные разработки, где налажен процесс кон-

троля качества, в процессе которого тщательно проверяется качество сырья и 

конечного продукта [12]. При подборе питательной среды,.следует учитывать 

ее полноценность, то есть обоснованный и сбалансированный набор различ-

ных питательных соединений, необходимых микроорганизму для построения 

растущей клетки. Для нормального роста и развития микроорганизмов в пи-

тательной среде.должны присутствовать все элементы, из которых формиру-

ется клетка [41]. Бактерии нередко оказываются под действием факторов и 

условий, способных вызвать окисление.компонентов клеток. Основными 

прооксидантами являются ионизирующее излучение и свободные радикалы, 

которые в аэробных условиях представлены, в основном, активными форма-

ми кислорода (АФК). Свободные радикалы участвуют в поддержании гомео-

стаза аэробных организмов, аккумуляции и биотрансформации энергии, 

обеспечивают.защитные функции, в частности, детоксикацию чужеродных 

соединений, влияют на иммунитет [46]. Активность возникновения свобод-
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ных радикалов находится в прямой зависимости и от состояния окружающей 

среды [27]. Отсутствие баланса между продукцией активных форм кислоро-

да.(АФК) и активностью антиоксидантной защиты живых клеток является 

одной из главных причин возникновения многих заболеваний на молекуляр-

но-клеточном уровне. Чрезмерное количество АФК в клетке приводит к по-

вреждению ДНК, белков и клеточных мембран и как следствие, поврежде-

нию клеток организма [45]. Эти радикалы.особенно активно взаимодейству-

ют с мембранными липидами, содержащими ненасыщенные связи, и изме-

няют свойства клеточных мембран [25]. Перекисное окисление липидов, ин-

дикатор окислительного стресса.в клетках и тканях, считается довольно хо-

рошо выученным механизмом повреждения [57]. Поскольку процесс пере-

кисного окисления липидов сопровождается хемилюминесценцией (ХЛ), 

весьма перспективными являются хемилюминесцентные методики, которые 

характеризуются высокой чувствительностью, простотой и дешевизной [10]. 

Непрерывный мониторинг активных форм.кислорода (АФК) в биологических 

системах - одна из нерешенных проблем в связи с их высокой реакционной 

способностью.и коротким сроком жизни. Более того, изучение кинетических 

характеристик АФК.является крайне сложным из-за множества взаимосвя-

занных друг с другом окислительно - восстановительных реакций и низких 

концентраций АФК, динамично меняющихся с течением времени [39]. По-

скольку окислительный стресс является нарушением баланса между систе-

мой генерации АФК и системой антиоксидантной защиты, то при его оценке 

требуется количественное описание обеих составляющих. Для этих целей 

может быть успешно использован хемилюминесцентный метод анализа [5]. 

Метод хемилюминесцентного анализа является одним из наиболее информа-

тивных методов и позволяет с большой точностью определить интенсивность 

протекания свободно-радикальных реакций в биологических системах, а 

также оценить эффективность работы систем антиоксидантной защиты орга-

низма и АОА фармакологических веществ [15]. Хемилюминесцентные мето-

ды обладают высокой чувствительностью и позволяют проводить кинетиче-
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ские измерения [49]. Исследователи имеют крайне ограниченные возможно-

сти управления хемилюминесцентными реакциями - практически только 

смешение реагентов и изменение температуры. Это препятствует созданию 

новых хемилюминесцентных диагностических систем с заданными свой-

ствами, например, обладающих избирательностью действия. Таким образом 

разработка новых хемилюминесцентных диагностических систем является 

актуальной задачей [18].  

Цель исследования: Изучить влияние условий культивирования бак-

терий на хемилюминесценцию.  

Задачи исследования.  

1. Изучить показатели хемилюминесценции в условиях культивирова-

ния микроорганизмов на разных питательных средах. 

2. Выяснить, как меняются параметры хемилюминесценции в динамике 

культивирования микроорганизмов. 

3. Изучить влияние стресс-фактора NaСl на параметры хемилюминес-

ценции, как условия культивирования. 

4. Охарактеризовать практическое применение хемилюминесцентного 

метода для оценки условий культивирования и изучения функционально-

метаболической активности микроорганизмов. 

Научная новизна: 

1. Впервые было изучено изменение хемилюминесценции питательных 

сред в динамике культивирования: проведена оценка действия фактора вре-

мени на параметры хемилюминесценции; 

2. Впервые была дана оценка на параметры хемилюминесценции раз-

личных питательных сред, как условий культивирования, связанных с раз-

ным качественно-количественным составом элементов питания; 

3. Впервые было изучено действие на параметры хемилюминесценции 

водного раствора NaСl для создания в среде культивирования микроорганиз-

мов условий окислительного стресса.  
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План работы: 

1. Изучение процессов хемилюминесценции сред культивирования 

микроорганизмов. 

2. Исследование влияния изменения условий культивирования микро-

организмов (разные питательные среды, динамика культивирования, 

добавление стресс-фактора водного раствора NaСl) на параметры 

хемилюминесценции. 

3. Анализ и оценка полученных данных параметров ХЛ (светосумма). 
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Глава 1. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

1.1. Культивирование микроорганизмов 

Для культивирования микроорганизмов (выращивание в искусствен-

ных условиях in vitro) необходимы особые субстраты - питательные среды. 

На средах микроорганизмы осуществляют все жизненные процессы (питают-

ся, дышат, размножаются и т. д.), поэтому их еще называют «средами для 

культивирования». Питательные среды являются основой микробиологиче-

ской работы, и их качество нередко определяет результаты всего исследова-

ния. Среды должны создавать оптимальные (наилучшие) условия для жизне-

деятельности микроорганизмов. Посев - один из стационарных методов куль-

тивирования микроорганизмов на питательных средах, применяемый для 

культурально-морфологической диагностики в медицинской микробиологии, 

а также для исследования биохимических и биологических свойств в различ-

ных биотехнологических целях. В зависимости от содержания исследуемых 

бактерий в образце, проводят посев на плотные питательные среды (для по-

лучения изолированных колоний и определения чистоты культуры). Если в 

исследуемом материале содержание микроорганизмов незначительное, то 

посев проводят на жидкие среды обогащения [2]. 

Аэробные микроорганизмы можно культивировать (выращивать) на 

поверхности жидких и плотных сред - поверхностное культивирование или 

внутри жидкой питательной среды - глубинное культивирование. При по-

верхностном культивировании кислород поступает в клетки микроорганиз-

мов непосредственно из воздуха, поэтому важно увеличить площадь сопри-

косновения среды с воздухом. Для этого среды наливают тонким слоем в по-

суду с широким дном - чашки Петри, колбы Виноградского, матрасы. Посев 

на плотные питательные среды используют для получения изолированных 

колоний и определения чистоты культуры. В случае если в исследуемом ма-

териале содержание микроорганизмов незначительное, то посев проводят на 

жидкие среды обогащения. Для увеличения поверхности соприкосновения 
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питательной среды с кислородом воздуха в глубинном культивировании ис-

пользуют качалки (шейкеры), обеспечивающие встряхивание или вращение 

колб, пробирок. Чем больше частота вращения, тем больше соприкосновение 

среды с воздухом и выше насыщение ее кислородом.  

Существуют два режима культивирования микроорганизмов в жидкой 

питательной среде: периодическое и непрерывное (проточное). В случае пе-

риодического культивирования после инокуляции среды в нее не добавляют 

и из нее не удаляют какие-либо компоненты, кроме газовой фазы [2]. 

В качестве модельного организма удобно использовать прокариот, по-

скольку они обладают быстрыми темпами роста, а характеристики отдельных 

штаммов хорошо известны. Кроме того, культуры удобно сохранять в тече-

ние длительного времени, и опыты легко воспроизводимы.  Именно по этим 

причинам в данной работе использовался один из наиболее изученных мик-

роорганизмов – кишечная палочка (Esсheriсhia сoli) [26]. 

E. сoli в настоящее время является наиболее изученным представите-

лем нормальной микрофлоры толстого кишечника человека и животных [7]. 

E. сoli (эшерихии) - преимущественные бактерии нормальной факультатив-

но-анаэробной микрофлоры кишечника человека и животных, но ряд серова-

ров могут быть возбудителями острых инфекционных болезней животных 

всех видов. Наряду с тем, что эшерихии являются возбудителями инфекци-

онных болезней, эти синантропные бактерии относятся еще и к основным са-

нитарно-показательным микроорганизмам [43].  

Эшерихии относятся к типу Proteobaсteria классу Gammaproteobaсteria 

порядку Enterobaсteriales семейству Enterobaсteriaсeae роду Esсheriсhia. Ос-

новным видом рода Esсheriсhia, имеющим медицинское значение, является 

E. сoli (кишечная палочка). Эта бактерия обладает возможностью получать 

энергию двумя способами: с помощью дыхания и путем ферментации с обра-

зованием смеси органических кислот [35]. 
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Эшерихии представляют собой полиморфные прямые или слегка изо-

гнутые палочки с закругленными концами средних размеров (длина 2-6 мкм 

и ширина 0,4-0,6 мкм).  

Эшерихии являются аэробами или факультативными анаэробами. Оп-

тимальная температура роста 35-37°С. Хорошо растут на простых питатель-

ных средах. На МПА эшерихии образуют колонии средних размеров, серо-

белые, гладкие, влажные, блестящие, с ровными краями (S-форма). В жидких 

средах вызывают равномерное помутнение, иногда образуют незначитель-

ный осадок.   

Характерным признаком эшерихий является ферментация лактозы. По 

способности ферментировать лактозу различают лактозоположительные и 

лактозоотрицательные кишечные палочки. В качестве дифференциально-

диагностических сред при выделении кишечной палочки используют среды, 

содержащие лактозу (среды Эндо, Левина, Плоскирева).   

Среда Эндо содержит МПА, лактозу, фуксин и натрия сульфит. Гото-

вая среда имеет бледно-розовый цвет. Сульфит натрия и фуксин оказывают 

ингибирующее действие на большинство грамположительных микроорга-

низмов. При разложении эшерихиями лактозы рН смещается в кислую сто-

рону в результате образования ацетилальдегида, который взаимодействует с 

сульфитом натрия и приводит к восстановлению фуксина. Лактозо-

положительные штаммы кишечной палочки на среде Эндо образуют темно-

красные колонии с металлическим блеском.   

Среда Плоскирева содержит агар, лактозу, желчные кислоты, йод, 

нейтральный красный, бриллиантовый зеленый, соли. Готовая среда имеет 

светло-коричневый цвет. Желчные кислоты, йод, бриллиантовый зеленый 

подавляют рост грамположительных бактерий. На среде Плоскирева лактозо-

положительные штаммы кишечной палочки образуют колонии брусничного 

цвета.    

Среда Левина (ЭМС-агар) содержит МПА, лактозу, эозин и метилено-

вый синий. Готовая среда имеет красновато-фиолетовый цвет. На среде 
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Левина лактозо-положительные штаммы кишечной палочки образуют темно-

фиолетовые (черные) колонии с зеленоватым оттенком [27]. 
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1.2. Изучение процессов свободно-радикального окисления 

Воздействие различных внешних факторов физической, химической и 

биологической природы, а также внутренние процессы существования чело-

веческого организма приводят к тому, что в организме начинают накапли-

ваться свободные радикалы [11]. Свободные радикалы, образующиеся в ор-

ганизме, нарушают структуру мембран клеток, что, в свою очередь, ведет к 

развитию различных патологических состояний [9]. Гибель клетки происхо-

дит в результате некроза либо апоптоза. Механизмы некроза клетки доста-

точно изучены в отличие от апоптоза, в индукции которого важная роль при-

надлежит оксидативному стрессу, когда образуется избыточное количество 

свободных радикалов [29].  

Свободные радикалы представляют собой короткоживущие химически 

активные химические промежуточные соединения, которые содержат один 

или несколько неспаренных электронов [32].  Атомы многих двухвалентных 

молекул являются свободными радикалами, например, H, N, O. Свободные 

радикалы имеют повышенную химическую активность [38]. Учитывая, что 

процессы образования активных форм кислорода и азота играют двойствен-

ную роль в организме, представляется более корректным использовать тер-

мин «окислительный стресс» для обозначения дисбаланса между продукцией 

оксидантов, инициирующих процессы свободнорадикального окисления, и 

активностью системы антиоксидантной защиты организма, нейтрализующей 

эти процессы [55]. 

Окислительный стресс (превышение продукции активных форм кисло-

рода и азота над их инактивацией антиоксидантами) является важным пато-

генетическим фактором, вызывающим развитие сердечно-сосудистых и 

нейродегенеративных заболеваний, воспалительных и инфекционных пато-

логий, злокачественных новообразований [17].  Основным “инструментом” 

или движущей силой окислительного стресса служат активные формы кис-

лорода [4]. В норме уровень АФК и антиоксидантная активность (оксидант-

но-антиоксидантный статус) находятся в состоянии баланса, но при опреде-
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ленных условиях может возникнуть его нарушение в пользу активных форм 

[40]. Высокие концентрации АФК в клетке - признак оксидативного стресса и 

причина гибели клеток [20]. Свободнорадикальное окисление (СРО) липидов 

является необходимым метаболическим процессом, обеспечивающим гомео-

стаз для целостного организма, который зависит от состояния антиоксидант-

ной системы [44]. Интенсивность свободно-радикального окисления (СРО) 

при патологических процессах обусловлена взаимодействием разнонаправ-

ленных групп факторов. Один - это прооксиданты, катализирующие ПОЛ; 

другой - антиоксидантный каскад, являющийся противовесом свободноради-

кальных процессов и поддерживающий их на стабильном физиологическом 

уровне [21]. 

В биологических объектах различают природные и чужеродные ради-

калы. Известно, что чужеродные радикалы на основе кислорода образуются в 

результате физического или химического воздействия на клетки живых орга-

низмов. Радикалы повреждают аминокислоты и белки, дезорганизуют кле-

точные структуры и биологические мембраны. Доказана роль чужеродных 

свободных радикалов в развитии таких болезней, как рак, атеросклероз, ин-

фаркт миокарда, инсульт, ишемия; заболеваний нервной и иммунной систем, 

легких, печени, почек, крови, кожи; также они вызывают преждевременное 

старение. Для снижения агрессивного влияния радикалов на организм чело-

века и животных в биологических объектах имеются специализированные 

ферментные системы, а также природные биоорганические соединения и 

синтетические соединения антиоксидантной защиты для нейтрализации ра-

дикалов. Роль антиоксидантной защиты выполняют биокатализаторы: супе-

роксиддисмутаза, каталаза, глутатионзависимая пероксидаза, трансфераза, 

которые понижают негативное воздействие радикалов путем удаления пере-

кисных соединений. 

Механизм антиоксидантной защиты сводится к их взаимодействию со 

свободными радикалами и превращению последних в неактивные молекулы, 

обеспечивая таким образом обрыв цепи свободнорадикального окисления. В 
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отличие от чужеродных радикалов, в живых системах преобладают природ-

ные радикалы, которые образуются в результате ферментативных реакций и 

выполняют ключевую роль в процессах жизнедеятельности клеток: в реакци-

ях биосинтеза, окислительного фосфорилирования, регуляции липидного об-

мена, процессах митоза, метаболизма и др. Ежесуточно каждая клетка гене-

рирует миллионы соединений, обладающих естественной радикальной при-

родой, которые участвуют в жизненно важных одноэлектронных биохимиче-

ских процессах, связанных с отдачей или приобретением электронов. Суще-

ственную роль в радикальных окислительно-восстановительных реакциях 

клетки выполняют коферменты NAD, NADP, FAD, FMN, СoQ и др., которые 

являются акцепторами электронов для одной группы ферментов в полифер-

ментном комплексе и донорами для другой. Коферменты способны образо-

вывать промежуточные радикальные структуры и комплексы с переносом за-

ряда в биологических мембранах, обеспечивая перенос энергии и транспорт 

электронов. При этом восстановление и окисление метаболитов сопровожда-

ется циклической ферментативной регенерацией коферментов [56]. 

Известно, что свободные кислородные радикалы образуются во всех 

аэробных организмах вовремя как физиологических, так и патологических 

процессов [47]. В организме человека происходит, с одной стороны, посто-

янная генерация свободных радикалов, с другой - осуществляется действие 

антиоксидантов.  

При нормальных, физиологических условиях в тканях медленно, 

непрерывно протекают процессы свободно-радикального окисления с обра-

зованием активных продуктов - свободных радикалов, реактивных альдеги-

дов и кетонов. В физиологических концентрациях эти метаболиты обуслов-

ливают ряд приспособительных реакций, в числе которых:  

          1. Обновление липидов биологических мембран, модификация их 

функций.  
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2. Фагоцитоз: макрофаги содержат фермент НАДФН-оксидазу, кото-

рый генерирует свободные радикалы, осуществляющие окислительную де-

градацию антигенов белковой природы.  

          3. Активация ферментных систем тканевого дыхания;  

4. Повышение устойчивости организма к гипоксии.  

          5. Нейтрализация повреждающего действия избытка катехоламинов.  

В ряде случаев процессы свободно-радикального окисления могут рез-

ко усиливаться и приобретать разрушающее действие, проявляющееся:  

1. Флюидизацией (увеличение жидкости) гидрофобной области липид-

ного бислоя мембран;  

2. Появлением в гидрофобном хвосте жирной кислоты гидрофильной 

группы;  

3. Распадом веществ с антиоксидантной активностью;  

4. Образованием трансмембранных перекисных кластеров;  

5. Изменением функциональных свойств мембранных белков;  

6. Трансформацией активности ряда мембрано-связанных ферментов и 

рецепторов.  

Для поддержания нормального уровня свободно-радикального окисле-

ния существуют антиокислительные механизмы. Биохимическую антиокси-

дантную систему можно разделить на неспецифическую и специфическую. 

Действие первой связано с предотвращением условий и возможностей утечки 

электронов из дыхательной цепи митохондрий и генерации активных форм 

кислорода (АФК). Специфическая же направлена на разрушение АФК и про-

дуктов их превращений и представлена ферментными (супероксиддисмутаза 

[СОД], каталаза, глутатионпероксидаза, глутатионтрансфераза) и нефер-

ментными (аскорбатная окислительно-восстановительная система, тиолсуль-

фидная система на основе глутатиона, ароматические соединения, витамины 

Е, Р, флавоноиды, полифенолы, в том числе убихинон) специализированны-

ми системами.  
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При патологических состояниях баланс между процессами свободно-

радикального окисления и антиоксидантной защиты нарушается: увеличива-

ется концентрация прооксидантов, к которым, в первую очередь, относят 

АФК (супероксиданион, синглетный кислород, гидроксильный и алкоксиль-

ный радикалы). Возникает состояние «окислительного, или оксидативного 

стресса» [31]. 

Свободные радикалы реагируют со всеми биологическими молекулами, 

которые встречаются им на пути:  

Повреждение белка. В результате чего происходит резкое старение 

клетки. Это хорошо видно по внешности. Кожа становится сухой, дряблой. 

Мышцы ослабевают, утрачивая тонус. Стареет целый организм, поскольку 

стареют все клетки, в которых белок атакован свободными радикалами.  

Повреждение ДНК – генетический код клетки, что в свою очередь при-

водит к изменениям в структуре его кода, его свойств и даже мутации. Со 

временем такие клетки образуют раковую опухоль.  

Влияние на процесс развития болезней кровообращения. Наука доказа-

ла, что именно они и повинны в развитии атеросклероза, инфаркт, инсульт, 

ишемия, атеросклероз, заболевания нервной и иммунной систем и заболева-

ния кожи.  

Причины образования свободных радикалов.  

Раньше других был установлен путь их образования под действием ра-

диационного облучения.  

Широко обсуждается и влияние курения: никотин и смолы поражают 

клетки организма, запуская целый ряд свободно радикальных реакций.  

Самыми распространенными на сегодня причинами образования сво-

бодных радикалов считаются плохая экология, автомобильные выхлопные 

газы. 

 Ультрафиолетовое излучение. В результате окисления молекулы пре-

вращаются в радикалы, что вызывает фотостарение.  
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Доказано и мощное влияние стресса на активацию свободно радикаль-

ных процессов. Гормоны стресса, адреналин и кортизол, при неблагоприят-

ных жизненных ситуациях вырабатываются в повышенных количествах, 

нарушая питание и нормальное дыхание клетки, что моментально приводит к 

накоплению и распространению радикалов во всем организме. Старение и 

физиологическое изнашивание организма - главные последствия свободно 

радикальных реакций [42].  

Активные формы кислорода (АФК) - это молекулы органического или 

неорганического происхождения, имеющие неспаренный электрон на внеш-

нем электронном уровне. В большей степени к ним относятся ионы кислоро-

да, свободные радикалы и различные перекисные соединения. Образование 

АФК в клетках бактерий происходит в аэробных условиях на клеточной 

мембране и связано это с деятельностью цепи дыхательных ферментов. 

Утечка электронов из электронно-транспортной цепи в процессе окислитель-

ного фосфорилирования и непосредственное их взаимодействие с кислоро-

дом - основной путь образования активных форм кислорода в большинстве 

клеток. Тем не менее, образование продуктов неполного восстановления кис-

лорода считается нормальным процессом. Активные формы кислорода и ра-

дикалы, синтезируемые в организме, выполняют как вредные, так и полезные 

для клетки функций. Высокая концентрация свободных радикалов в клетке 

может привести к окислительному стрессу, вызывающему повреждение раз-

личных структур: ДНК, белков и липидов. У бактерий могут образовываться 

гидроксильные радикалы, которые в дальнейшем окажут повреждающее дей-

ствие. Гидроксильные радикалы, воздействуя на гистидиновые группы и 

аминокислотные составляющие белков, вызывают их разрушение, и повре-

ждают ферменты. Мутацией и гибелью бактерий может произойти из-за раз-

рыва нуклеиновых кислот и углеводных мостиков. Негативное воздействие 

АФК на клетку может привести к клеточной смерти. Вследствие высокой 

токсичности АФК произошло существенное сокращение биоразнообразия 

первичной анаэробной микро-биоты. Однако большинство видов бактерий 
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выработало средство защиты от губительного действия активных форм кис-

лорода - антиоксидантные системы [30].  

В нормально функционирующей дыхательной цепи митохондрий гене-

рируется активные формы кислорода (АФК), их источником являются фер-

ментативные реакции, представляющие собой хорошо регулируемый процесс 

[53]. В норме в ходе клеточного метаболизма образуются активные формы 

кислорода (АФК) и активные формы азота (АФА), которые являются не 

только побочными продуктами химических реакций, но и участвуют в раз-

личных клеточных процессах: защита от патогенных микроорганизмов 

(H2O2, HOСl, ONOO-, OH-), оплодотворение (H2O2), деление клеток апоптоз 

(H2O2), регенерация (H2O2), координация направления клеточного движения 

(H2O2), регуляция тонуса сосудов (NO-) и т.д. Однако чрезмерно продуциру-

емые АФК и АФА - молекулы с высокой реакционной способностью, кото-

рые могут приводить к различным повреждениям клеток [58]. 

В живых системах существуют два основных типа использования кис-

лорода клеткой (два пути окисления): оксидазный и оксигеназный. В первом 

случае в результате последовательных реакций ферментативного дегидриро-

вания углеводов и жиров и последующего транспорта электронов в митохон-

дриях на конечном пункте этого транспорта - в ферменте цитохромоксидазе - 

происходит 4-электронное восстановление кислорода с образованием воды. 

Таким образом, в клетке синтезируется АТФ, а также вода и углекислота. 

Оксидазный путь не предусматривает включения кислорода в молекулу 

окисляемого субстрата. Наряду с этим в клетках протекают реакции прямого 

присоединения кислорода к органическим веществам (оксигеназный путь). В 

оксигеназных реакциях полного 4-электронного восстановления кислорода 

не происходит, а наблюдается в основном неполное одноэлектронное его 

восстановление. Появление неспаренного электрона в молекуле кислорода 

придает ей свойства свободного (активного) радикала.  

Окислительному стрессу подвержены все организмы с аэробным дыха-

нием, поскольку активные формы кислорода (АФК) образуются вследствие 
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нормального метаболизма. Большинство АФК, такие как пероксид водорода, 

супер-оксидный и гидроксильный радикалы, являются побочными продукта-

ми в электронно-транспортной цепи в процессе окислительного фосфолири-

рования. В метаболических путях у E. сoli встречается два пути расщепления 

перекиси водорода - с образованием кислорода и воды; окисление L-

аскорбата до L-дегидроаскорбата. Помимо участия в метаболических путях, 

перекись водорода участвует в реакциях окислениях и реакциях-Фентона, 

происходящих в клетках E. сoli. Развитие окислительного стресса в бактери-

ях вовлекает в работу два ключевых регулона, контролируемые транскрип-

ционными активаторами soxR и oxyR. Белки, экспрессия которых индуциру-

ется системой SoxRS, действуют совместно и устраняют возможный ущерб 

от оксидативного стресса, используя механизмы удаления оксидантов (супе-

роксид дисмутаза), репарацию ДНК (эндонуклеаза IV), восстановление окис-

ленных металлов в простетических группах (флаводоксин и ферредоксин ре-

дуктаза) и системы НАДФН (глюкозо-6-фосфат дегидрогеназа), снижение 

проницаемости (miсF) и экскрецию токсинов (порины). Активация генов ре-

гулона SoxRS увеличивает устойчивость клетки не только к супероксид ге-

нерирующим агентам, но и к органическим растворителям, а также оксиду 

азота (NO), который может генерироваться антибиотиками [24]. 

Скорость продукции активных форм кислорода (АФК) не является по-

стоянной, определяется количеством редокс-активных сайтов и зависит от 

условий культивирования. 

АФК способны повреждать все виды макромолекул в клетке, включая 

ДНК, липиды и белки, и нарушать метаболизм клетки путем инактивации 

ферментов, содержащих железо. 

Для борьбы с этими окислительными повреждениями клетки E. сoli ис-

пользуют ряд ферментативных защитных систем, включая супероксидисму-

тазы (MnSOD, FeSOD и СuZnSOD), каталазы (HPI и HPII) и алкилгидропе-

роксидредуктазу (AhpFС). Активность антиоксидантных систем регулирует-

ся таким образом, чтобы снизить концентрацию АФК до безопасного уровня. 
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Различные стрессы у бактерий часто сопровождаются торможением дыхания, 

что может приводить к повышению скорости образования АФК. При этом 

степень индукции антиоксидантных ферментов может играть важную роль 

для процесса адаптации к новым условиям окружающей среды [36].  

1.3. Хемилюминесцентный метод исследования свободно-

радикального окисления 

Методы определения концентрации свободных радикалов можно раз-

делить на прямые и косвенные. Прямые методы - электронный парамагнит-

ный резонанс (ЭПР) и, с некоторыми оговорками, хемилюминесценция (ХЛ). 

Косвенные методы - определение продуктов реакций, протекавших с участи-

ем свободных радикалов, и ингибиторный анализ. Прямое определение кон-

центрации свободных радикалов в клетках и тканях, в растворах и суспензи-

ях клеточных органелл осложняется их высокой реакционной способностью 

и малым временем жизни, в результате их концентрация в исследуемых объ-

ектах очень низка и отличается от концентрации в живом организме. Решить 

часть проблемы, связанную с коротким временем жизни свободных радика-

лов, позволило использование спиновых ловушек - молекул, которые при 

взаимодействии с нестабильными радикалами образуют стабильные нитрок-

сильные радикалы (спиновые аддукты), сигналы ЭПР которых затем изме-

ряют с целью качественного и количественного определения концентрации 

соответствующих радикалов. Аналогичная ситуация сложилась и с примене-

нием ХЛ. Реакции рекомбинации супероксид-, гидроксил- и липидных ради-

калов и оксида азота сопровождаются очень слабой собственной или неакти-

вированной ХЛ. Изучение этой ХЛ внесло большой вклад в исследование 

процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ) в биологических мембра-

нах, однако существенным недостатком этого метода является низкая интен-

сивность сигнала. В связи с этим получили широкое применение так называ-

емые активаторы хемилюминесценции: - химические, вступающие с опреде-

ленными радикалами в реакции, сопровождающиеся свечением: люцигенин, 

дающий свечение с супероксид-радикалами, и люминол, дающий мощное 
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свечение в присутствии гидроксил-радикалов; - физические (сенсибилизато-

ры), не вступающие в реакцию с радикалами. [54]. 

На сегодняшний день ХЛ представляет большую область науки, нахо-

дящуюся на стыке между химией, физикой и биологией. Хемилюминесцен-

ция - это люминесценция (свечение) тел, вызванная химическим воздействи-

ем или протеканием химической реакции. В ходе реакции хемилюминесцен-

ции получаются возбужденные продукты, которые затем отдают избыток 

энергии, излучая свет, т. е. химическая энергия, превращается в энергию 

электромагнитного излучения. Хемилюминесценция всегда привлекала по-

вышенное внимание исследователей. Этот интерес обусловлен как чисто 

фундаментальными аспектами, так и возможностями разнообразных практи-

ческих приложений. Действительно, био- и хемилюминесценция широко ис-

пользуются в различных аналитических целях в промышленности, биологии, 

медицине и т.д. Используя явление хемилюминесценции, можно узнать о 

том, как протекает реакция, каков ее механизм, что необходимо для эффек-

тивного и рационального проведения технологических процессов. Если тех-

нологический процесс получения какого-либо химического продукта сопро-

вождается хемилюминесценцией, то ее интенсивность может служить мерой 

скорости процесса: чем быстрее идет реакция, тем ярче свечение [3]. Метод 

отличается высокой избирательностью при низком количестве анализируе-

мого образца. С его помощью можно обнаружить наличие свободно-

радикальной патологии, проанализировать интенсивность процессов ПОЛ, 

эффективность лечения антиоксидантными препаратами. Измерение показа-

телей хемилюминесценции (ХЛ) не требует подготовки пробы, в результате 

которой количество свободных радикалов может измениться [6]. 

Хемилюминесценция-излучение света, сопровождающее реакции с 

участием свободных радикалов [22]. ХЛ, основанная на окислении люминола 

(LH2) (5-амино-2,3-дигидро-1,4фталазиндиона), является одной из наиболее 

широко изученных и наиболее известных систем ХЛ. Окисление обычно 

проводят в щелочном растворе с использованием окислителя, такого как пе-
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роксид водорода, гипохлорит, перманганат йод. Известно, что система лю-

минола-H2O2 является одной из наиболее эффективных систем ХЛ. Люми-

нол-ХЛ в воде в основном применяется для аналитических целей, особенно 

для судебной медицины (для определения следовых количеств крови) [19]. 

Хемилюминесценция биологических объектов обычно представляет 

собой излучение света от электронно-возбуждённых состояний (ЭВС), воз-

никающих в процессе химических реакций свободно-радикального окисле-

ния. Электронно-возбуждённое состояние - это такое состояние атома, при 

котором электрон находится не на своей типичной орбите, а на более высо-

ких энергетических уровнях. При возвращении «падении» электрона с более 

высоких энергетических уровней на своё законное место на свой «родной» 

энергетический уровень выделяется квант света. Энергия этого кванта от ко-

торой зависит его частота и длина волны равна разности между этими энер-

гетическими уровнями [16]. 

В современных медико-биологических исследованиях для оценки сво-

бодно-радикальной активности различных материалов широко применяются 

методики с использованием биологических объектов. Самый распространен-

ный метод основан на измерении собственной хемилюминесценции различ-

ных биологических субстратов. Другой метод основан на применении люми-

несцентного бактериального теста. В ходе эксперимента фиксируют измене-

ние интенсивности биолюминесценции генно-инженерного штамма при воз-

действии токсичных веществ, присутствующих в анализируемой пробе, по 

сравнению с контролем [48]. 

Люминесценцию разделяют на множество видов, где каждое название 

обычно подразумевает физический процесс за счет которого появляется лу-

чеиспускание:  

Фотолюминесценция - свечение от воздействия света. Здесь различают 

два случая - первый, когда свечение продолжается после облучения в течение 

более длительного периода времени - это фосфоресценция и второй, когда 

свечение наблюдается лишь в процессе освещения флуоресценция. Стоит 
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отметить что иногда слово фотолюминесценция заменяют на выражение 

квантовая люминесценция, так как фотон это и есть квант света. В зависимо-

сти от способа возбуждения, где носителями являются частицы, обладающие 

зарядом, люминесценция подразделяется на электронную или ионную.  

ХЛ - свечение, как результат химических процессов. Примером могут 

служить так называемые светящиеся палочки, состоящие из прозрачного 

корпуса внутри которого содержится ампула, при разрушении которой веще-

ства смешиваются друг с другом и могут светиться порядка нескольких ча-

сов.  

Биолюминесценция - способность живых организмов испускать свет. 

Биолюминесценция рассматривается как отдельный вид люминесценции, но 

является разновидностью хемилюминесценции, так как основывается на хи-

мических процессах. Простым примером животных использующих биолю-

минесценцию являются обыкновенные светлячки или медузы [23].  
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1.4. Изучение процессов окислительного стресса в 

культивировании микроорганизмов 

Известно, что при изменении (ухудшении) условий культивирования, 

например при исчерпании питательных веществ, а также источников энергии 

или при воздействии неблагоприятных факторов, таких как активные формы 

кислорода (АФК) и т.п., у микроорганизмов активируется ряд защитных ме-

ханизмов для обеспечения адаптации в пределах нормы реакции вида или 

для его выживания в виде покоящихся форм в не ростовых условиях. 

При действии повышенных доз АФК на микроорганизмы возникает 

стресс, характеризуемый как окислительный, а сами стресс-факторы называ-

ются агентами окислительного стресса. Долгое время считалось, что стресс 

неблагоприятно воздействует на микроорганизмы, снижая их физиологиче-

скую активность и, как следствие, эффективность биосинтеза. Однако в 

настоящее время стрессовое воздействие широко используется для повыше-

ния эффективности процессов культивирования, поскольку при определен-

ных условиях при воздействии стрессовых факторов возможно улучшение 

отдельных показателей биосинтеза. Кроме того, микроорганизмы, являющи-

еся устойчивыми к воздействию одних стрессовых факторов, не снижая при 

этом физиологической активности. Стрессовые факторы инициируют воз-

никновение в ДНК повреждений. Исследование влияния оксидативного 

стресса на физиолого-биохимические характеристики культур бактерий вы-

глядит весьма перспективным для подбора условий культивирования МО [8]. 

Одним из подходов к оценке вклада АФК в антибактериальное дей-

ствие является сравнение выживаемости клеток при воздействии какого-либо 

фактора в условиях, приводящих к снижению/усилению внутриклеточной 

продукции АФК, и контрольных условиях. Развитие вторичного окислитель-

ного стресса в условиях воздействия высоких концентраций NaСl, коротко-

цепочечных жирных кислот и высокой температуры важно с точки зрения 

пищевой микробиологии, одним из направлений которой является поиск до-
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полнительных факторов, способных усиливать антибактериальное действие 

основных способов обработки пищевых продуктов. 

Исследований, посвященных вкладу АФК в гибель клеток под действи-

ем естественных стрессовых факторов, не так много, но на их основе можно 

предположить участие АФК в антибактериальном действии осмотического, 

кислотного и теплового стрессов [1]. 
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1.5. Окислительный стресс у бактерий о повреждения молекуляр-

ных структур активными формами кислорода 

Аэробные организмы используют молекулярный кислород (O2) для 

дыхания или окисление питательных веществ для получения энергии. Реак-

тиве побочные продукты кислорода, таких как супероксидный анион-радикал 

(O2–), водород-пероксид (Н2O2), и высоко реактивные гидроксильныеради-

калы(·OH), непрерывно генерируются в клетках. Большинство таких продук-

тов молекулярного кислорода, катализируемые мембраносвязанные фермен-

ты дыхательной цепи. Экспериментальные данные указывают на то, что при  

E. сoli дыхательная цепь можетприходится целых 87% от общей Н2O2 про-

изводства.Утечка одиночных электронов из бактериальной дыхательной цепи 

наблюдалась на дегидрогеназе N ADH и убихинона, и был похож на то, что 

наблюдалось у эукариот митохондрии. Экологические агенты, такие как 

ионизирующие, вблизи-УФ-излучение или многочисленные соединения, ко-

торые генерируют внутри-сотовый O2–(окислительно-восстановительные 

агенты) может вызвать окислительный стресс, который возникает прикон-

центрация активного кислорода возрастает до уровня, превышающего оборо-

носпособность ячейки . Некоторые иммунные клетки, которые используют 

фермент NАДФ-оксидаза при инвазии патогенными бактериями, также ис-

пользуйте окислительный стресс в качестве оружия во время фагоцитоза. 

Биологические мишени для этих высокореактивных кислород виды-это 

ДНКА, РНК, белки и липиды. Большая часть повреждение вызвано гидрок-

сильными радикалами, образующимися из H2O2через реакцию Фентона, ко-

торая требует железа (или другого двухвалентногоион металла, такой как 

медь) и источник восстановительных эквивалентов.(возможно, NADH) для 

регенерации металла. Липиды являются основными мишени при окислитель-

ном стрессе. Свободные радикалы могут атаковать напрямую полиненасы-

щенные жирные кислоты в мембранах и инициируют образование липидов-

перекисное окисление. Первичным эффектом перекисного окисления липи-

дов является снижение текучести мембраны, которая изменяет свойства мем-
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браны и может значительно разрушать мембраносвязанные белки. Этот эф-

фект действует как усилитель, образуется больше радикалов, и полиненасы-

щенные жирные кислоты расщепляются до множества продуктов. Некоторые 

из них, такие как альдегиды,очень реакционноспособны и могутповреждают 

молекулы, такие как белки. В отличие от свободные радикалы, альдегиды до-

вольно долго живут и поэтому могут отличия взрывателей от места их про-

исхождения и досягаемости и атаки целей которые далеки от исходного сво-

бодно-радикального агента, действуя как “вторые токсичные посланники” 

сложных цепных реакций инициированный. Среди множества различных 

альдегидов, которые могут образовыватьсяпри перекисном окислении липи-

дов наиболее интенсивно изучаются малоновый альдегид (MDA) и 4-

гидроксиалкенали, в частности4-гидроксиноненал (HNE). DNA также являет-

ся основной мишенью; активные виды е атакуют как базовые так и сахарные 

фрагменты образование одно - и двухнитевых разрывов в позвоночнике, ад-

дукты основных и сахарных групп, а также поперечные связи с другими мо-

лекулами, поражений, блокирующих репликацию. Спектр аддуктов в окис-

ленном DNA in vitro и in vivo включает в себя больше более 20 известных 

продуктов, включая повреждение всех четырех оснований и тимин-

тирозиновые перекрестные связи. Окисление белков, который традиционно 

был менее хорошо охарактеризован. Несколько классов повреждений доку-

ментировано, в том числе окисление сульфгидрильных групп, восстановле-

ние дисульфидов, окислительная аддукция аминокислот остатки, близкие к 

местам связывания металлов с помощью металл-катализируемого окисление, 

реакция с альдегидами, модификация группы или металлические кластеры, 

сшивка белок-белок и пептидная фрагментация. Все эти модификации вред-

ных клетке, так как они приводят к потере функции мембран белки, и блоки-

руют репликацию ДНК или вызывают мутации. Оборонные механизмы по-

явления кислорода в атмосфере привело к развитию защитных механизмов, 

которые либо удерживали концентрация О2-дери веденные радикалы при 

приемлемых значениях или восстановлены окислительные повреждения. Же-
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лезо играет значительную роль в биологии (транспортировка, хранение и ак-

тивация крота-клеточный кислород, восстановление рибонуклеотидов, акти-

вация и разложение пероксидов и перенос электронов) и Fe2+необходим для 

роста почти всех клеток. Благодаря своему потенциальные повреждающие 

эффекты у бактерий-солюбилизация железа и его разрушение метаболизм 

строго регулируется на двух уровнях: к клетке специфическими мембрано-

связанными рецепторами, и  внутри клетки, с помощью двух белков, бакте-

риоферритина и ферритина, похож на эукариотический ферритин, но пред-

ставляет собой ферроксидазу. Некоторые молекулы присутствуют и помога-

ют поддерживать внутриклеточное снижение или очищать химически акти-

вирует кислород. Среди этих молекул есть неферментативные антиоксидан-

ты, такие как пулы NADPH и NADH, β-каротин, аскорбиновая кислота, α-

токоферол и глутатион (GSH) GSH, присутствующий в высоких концентра-

циях, поддерживает сильное снижение окружающая среда в клетке, и ее вос-

становленная форма поддерживается глутатионредуктаза с использованием 

NАДФ в качестве кислого редуцирующего агента. Кроме того, специфиче-

ские ферменты снижают устойчивость. Супероксиддисмутаз (СОД), которая 

содержит O2–к Н2O2и О2, были описаны в Escherichia coli: железосодержа-

щий фермент, экспрессия которого модулируется внутриклеточным железом  

и марганцем-содержащая СОД, преобладающий фермент при аэробной сре-

де, выражение которого транскрипционно регулируется не менее шести си-

стем управления. Третья активность ДЕРНА свойства, подобные эукариоти-

ческому CuZn-SOD, были обнаружены у E. сoli периплазматическое про-

странство кишечной палочки. В Кишечной палочке, H2O2 исправляется на 

две каталазы (выходящие H2О и О2): гидропероксидаза I (HPI), которая при-

сутствует во время аэробного уровня и транскрипционно контролируется, а 

также гидропероксидазу II (HPII), которая индуцируется в стационарной фа-

зе. Глутатионпероксидаза и DT-диафораза также являются пугающими фер-

ментами. Вторичная защита включает в себя системы ремонта DNA-

протеолитические и липолитические ферменты. DNA ремонтные ферменты 
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включают эндонуклеазу IV, которая индуцируется окислительным стрессом 

и оксонуклеазой III, которая индуцируется в стационарной фазе и в голода-

ющих клетках. Оба фермента действуют на дуплекс DNA очистка DNA 3' 

окончание. Прокариотические клетки содержат катализаторы способные 

непосредственно восстанавливать некоторые ковалентные соединения моди-

фикации первичной структуры белков. Один из наиболее частыми модифи-

кациями является восстановление окисленных дисульфидные связи: тио-

редоксинредуктаза переносит электроны от N-АДФГ к тиоредоксину через 

носитель флавина, глутаредоксин также способен восстанавливать дисуль-

фидные связи, но с помощью GSH в качестве донора электронов и белковая 

дисульфидизомераза облегчает реакции дисульфидного обмена с белковые 

субстраты, кроме того, обладают активностью. Окисление превращение ме-

тионина в метионинсульфоксид может быть восстановлено путем метионин-

сульфоксид редуктаза. Последние экспериментальные данныеописал, что об-

наженные на поверхности остатки метионина окружают вход в активную зо-

ну предпочтительно окисляется без посторонней помощи потеря каталитиче-

ской активности и предположение о том, что остатки метионина может 

функционировать как система антиоксидантной защиты “последнего шанса” 

для белков. Генетические реакции на окислительный стресс возникают у бак-

терий, дрожжи, клетка млекопитающих линий и вообще у всех аэробных ор-

ганизмов. Клетки кишечной палочки обладают специфической защитой от 

пероксидов, опосредованной транскрипционный активатор и еще один про-

тив супероксида, управляется двухступенчатой системой soxRS. Соксрс ре 

гулон содержит по меньшей мере десять генов, включая те, которые кодиру-

ют Mn-код-СОД, эндонуклеаза IV, глюкозо-6-Р ДГ, а-фумараза, аконитаза, 

ферредоксинредуктаза и micF RNA, которые влияют на экспрессия основно-

го белка внешней мембраны. Ген контролирует, среди прочего, гены, коди-

рующие каталазу HPI, глутаредоксин, глутатионредуктаза, NАДФН-

зависимый алкилгидропероксидредуктаза и протективный ДНК-

связывающий белок. Активность этих реакций значительно возрастает кле-
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точная устойчивость к окислительным агентам. И OxyR, и SoxR присутству-

ют, но неактивны в организме “безударные” клетки. Было предложено чтобы 

деятельность SoxR белок может быть получен в результате обратимого одно-

электронного окисления его железо-сернистых центров. Совсем недавно со-

общалось, что верно активируется образованием внутримолекулярная ди-

сульфидная связь, возникающая в результате измененного окислительно-

восстановительного процесса состояние цитозоля. Оксириактивация контро-

лируется клеточными клетками дисульфид-редуцирующими машинами, осо-

бенно зависимые от глутаредоксин. Ген, кодирующий глутаредоксин, регу-

лируется оксиром, обеспечивая тем самым механизм ауторегуляции. Исполь-

зование образования и восстановления дисульфидной связи в качестве пере-

ключатель” вкл-выкл для быстрого реагирования на окислительные условия. 

Ответ против Н2O2 не заканчивает с активацией из OxyR. OxyR дефектные 

мутанты способны индуцировать вокруг 20-30 белков в ответ на H2O2 Эти 

мутанты, хоувер, гиперчувствительны к Н2O2 и даже с более высокой часто-

той мутаций во время базального метаболизма. Все это наводило на мысль о 

наличии других неизвестных регуляторных систем. Мутации в OxyR или rob, 

известные регуляторы в E. coli, не оказали влияния на индукцию паракватом. 

Отметим, что величина H2O2 ответа не зависит только по величине и типу 

стимула, но и фаза роста, реакция максимальна в логарифмической фазе и 

почти незначительно во время ранней стационарной фазы. Стационарные фа-

зовые культуры Bacillus subtilis проявляют полную жизнеспособность после 

обработки 10 мМ Н2O2, концентрация, которая уменьшает жизнеспособ-

ность экспоненциальных фазовых клеток примерно до 0,01%. Такое же явле-

ние наблюдалось и в E. coli, где ответ был частично охарактеризован и ока-

зался вполне удовлетворительным отдельно от того, что происходит во время 

экспоненциальной фазы. Было высказано предположение, что голодающие 

клетки могут подготовиться заранее для возможности воздействия на окру-

жающую среду, так как их способность быстрого реагирования явно ском-

прометировано. Это широко распространенное явление, которое наблюдается 
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у прокариот, дрожжей, млекопитающих и растений. Среди прокариотов, ки-

шечная палочка и сальмонелла Typhimurium являются способными адаптиро-

ваться к H2O2 точно так же. Через 60 мин обработка 60 мкм Ч2O2, S. 

typhimurium стал устойчивым к убийству на 10 мм Ч2O2 (80% жизнеспособ-

ности) по сравнению с необработанными клетками (жизнеспособность 1%). 

S. thyphimurium стал устойчивым также к другим видам стрессов, таким как 

тепло, N-этилмалеимид,1-хлор-2,4-динитробензол и менадион после предва-

рительной обработки с нелетальными уровнямиН2O2. Основное физиологи-

ческое преимущество адаптивная реакция понятна: для защиты клеток и ор-

ганизмов от больших доз отравляющего вещества. Такая защитная реакция-

также указывает на то, что клетка, однажды подвергшаяся воздействию ток-

сина, ожидает, или, по крайней мере, готова к последующей смертельной до-

зе. Окисление белка, начаты исследования свободно-радикального окисления 

белков в начале 20 века, когда Дейкин сообщил окисление аминокислот си-

стемами Фентона в 1906 г.; в 1925 г., Хопкинс описал роль глутатиона как 

анти – и прооксидант, эта последняя активность зависит от наличия ионов 

переходных металлов. На клеточном уровне, когда белки подвергаются воз-

действию реагирующих форм кислорода, модификации аминокислотных 

возникают кислотные боковые цепи и, следовательно, структура белка изме-

няется. Эти модификации приводят к функциональным изменениям, которые 

нарушают клеточный метаболизм. Наблюдаемое накопление и повреждаю-

щее действие окисленных белков при общей патологии такие состояния, как 

нейродегенеративные заболевания, диабет и другие атеросклероз, а также во 

время старения сильно увеличили исследования в этой области в последние 

десятилетия 20 века. Цитозольные белки эволюционируют для поддержания 

своих цистеинов редуцируются в нативной форме, тогда как многие секрети-

руемые белки могут быть более стабильными, когда они соединены в ди-

сульфидных связях. Таким образом, изменения в восстановительной среде-

цитозоля может оказывать глубокое влияние на сворачивание белков и ак-

тивность. Хотя это не было прямо продемонстрировано, это кажется вероят-
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ным, что неиспользованные дисульфидные связи генерируются в нормаль-

ные резидентные белки цитозоля при окислении возникает стресс, эта ситуа-

ция, называется “дисульфидный стресс”. Это реверсивный механизм окисле-

ния, потому что реакция бактериальных клеток может восстановить окисли-

тельно-восстановительный гомеостаз цитозоля и устранить вредный окисли-

тель активацией факторов транскрипции soxRS и Oxir. Необратимое окисле-

ние аминокислотных остатков в белке может быть вызвано двумя основными 

механизмами: ионизирующим излучением и реакциями окисления, катализи-

руемые ионами металлов. Последствия ионизирующего излучения на белки 

относят к гидроксильным радикалам, образующиеся при радиолизе воды; 

этот радикал вступает в реакцию с помощью α-атома водорода аминокислот-

ного остатка образуется углерод-центрированный радикал. В присутствии 

кислорода образуется сильный радикал, который приводит к расщеплению 

пептидной связи. Предполагается, что это расщепление происходит либо с 

помощью диамида, либо с помощью пути α-амидирования. Если кислород 

отсутствует, то углерод-центрированный радикал может вступать в реакцию 

с другим радикалом с образованием белка. Из исследований Штадтмана, 

Левина, используя глутаминсинтетазу стало ясно, что катализируемое метал-

лом окисление белков является механизм посттрансляционной модификации, 

связывающей катион способен к окислительно-восстановительному цикли-

рованию (например, Fe2+/Fe3+) к металлическому переплету сайта на белке. 

Реакция с молекулярным кислородом или H2O2 генерирует активные формы 

кислорода которые окисляют аминокислоты. Факты говорят сами за себя что 

эти продукты реагируют специфичным для конкретного сайта образом, а ре-

акция рассматривается как процесс “в клетке”, в котором частицы кислорода 

не выделяются в окружающую среду, а преимущественно реагируют с функ-

циональными группами аминокислот остатков на месте связывания металла. 

В этом механизме предположили, что гидроксильный радикал(·OH) является 

реактивным кислородом, образованным реакцией Fe2+с H2O2(реакция Фен-

тона). Другие активные формы кислорода (феррил-ион, перферрил-ион, пе-
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роксирадикал) также могут образовывать.Многие белки могут быть модифи-

цированы как in vivo, так и in vitro путем любой из ферментативных или не-

ферментативных систем. Основными модификациями белка являются: поте-

ря каталитических активностей, аминокислотные модификации, углерод-

группа-образование, повышение кислотности, снижение термостойкости, из-

менение вязкости, изменение флуоресценции, фрагментация, образование 

белковых связей, образование S–S-мостиков и др. повышенная восприимчи-

вость к протеолизу. С открытием того, что некоторые аминокислотные 

остатки (в том числе лизин, аргинин, пролин и треонин) окисляются до угле-

рода, несколько методов определения содержания карбонила эти белки были 

выведены и использованы для измерения повреждения белков. Так как не все 

окислительные модификации приводят к карбонильным группам, это мини-

мальные значения. Обратите внимание, что карбонильные группы также мо-

гут быть введены в белок с помощью механизмов, которые не включают 

окисление амино - кислотные остатки. Таким образом, такие как 4-гидрокси-

радикал, образующийся при перекисном окислении было показано, что по-

линенасыщенные жирные кислоты вступают в реакцию с сульфигидрильны-

ми группами белков образуют стабильный ковалентный тиолэфираддукты, 

несущие карбонильную функцию. Карбонильные группы также вводятся в 

белки заставляя их вступать в реакцию с карбонильные производные (кето-

амины, кетоальдегиды, дезоксиозоны) образуется как следствие реакции ли-

бо восстановления сахара или продукты их окисления с остатками лизина 

белки. Гарднер описал, что ряд ферментов с активными железосернистыми 

кластерами очень чувствительны к инактивации O2– Одним из таких фер-

ментов является аконитаза кишечной палочки. Механизм ингибирования 

аконитазы О2– в волнах высвобождение свободного железа из фермента, ко-

торый усиливает кислородный стресс, и было высказано предположение, что 

генотоксичность супероксида может быть функцией его способности высво-

бождать связанное с белком железо. Теперь ясно что окисленные белки ста-

новятся лучшими субстратами для протеолитического переваривания и что 
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протеолитический путь может обеспечить линию “вторичной антиоксидант-

ной обороны”. Это предложение было сделано Штадтманом в 1986 году. 

Сильная корреляция была такова продемонстрирована связь между повы-

шенной гидрофобностью белка, а также распознавание и протеолитическая 

деградация окислительно модифицированные белки; кроме того, другие пе-

ременные могут также быть незначительны. Кишечная палочка по видимому 

обладает пятью специфическими протеиназами которые избирательно разла-

гают окисленные белки. В эукариотических клетках многие внутриклеточные 

белки разрушаются мультикаталитическим протеиназным комплексом, также 

называемый протеасомой, в нелизосомальном путь, было высказано предпо-

ложение, что окисление белка может предрасполагают к везде сущности, ко-

торая, в свою очередь, станет мишенью для протеасомной деградации. По-

хоже, что после определенного степени окислительного повреждения, даль-

нейшее повреждение вызывает снижение в протеолитической восприимчиво-

сти. Несколько исследований показали, что сильно окисленные белки, интен-

сивно сшивающиеся и агрегированные, являются не только плохими суб-

стратами для деградации, но и может также ингибировать протеазы для раз-

ложения других окисленных белков. Восстановление поврежденных белков 

необходимо для предотвращения их повреждения, которое может поставить 

под угрозу обмену веществ любой клетки, подверженной окислительному 

стрессу. Это явление было связано со старением у высших организмов. 

Вредные шоковые или стрессовые белки, как конститутивные, так и инду-

цибельные формы могут выступать в качестве компаньонов для воссоздания 

третичной структуры белков. Индукция различных шоковых белков также 

возникают при окислительном стрессе. Недавно, активация шаперона Hsp33 

путем образования дисульфидной связи был описан индуцированный окис-

лительным стрессом. Эта компаньонка имеет важное значение для защиты от 

окислительного стресса и может играть важную роль для удержания окис-

ленных белков растворимыми, они должны быть либо уменьшены и регене-

рированы, либо деградированы клеточные протеазы. Хотя несколько меха-



 

 

35 

 

низмов окисления белка как известно в деталях, большинство исследований 

проводилось in vitro системы. In vivo модификации белков обусловленные 

окислением стресса был гораздо менее изучен, особенно из-за трудно иден-

тифицировать модифицированные белки в цельном экстракте. С этой целью 

была разработана техника уэстерн-блоттинга, взявшая за основу преимуще-

ство, что образующиеся углеродные группы вступают в реакцию с динитро-

фенилгидразин, и что дериватизированные белки могут быть разделены SDS-

PAGE и затем проанализированы на содержание карбонила методом имму-

ноанализа с анти-ДНП-антителами. Этот метод был использован для провер-

ки относительной восприимчивости белков к оксидативной модификации, 

стимулированной при E. сoli клетки, растущие аэробно, были экспонированы 

до H2O2 или менадион(соединение генератора супероксида). Белки в раз-

личных клеточных процессах, такие как катаболизм глюкозы, функция шапе-

рона (DNA K), синтез белка (EF-G), внешний мембранные белки (OmpA) и β-

субъединица ATPase были идентифицированы. Среди этих белков EF-G и β-

субъединица ТПазы сильно окислялась применадион. Инактивация этих двух 

ферментов может быть решающим шагом, чтобы остановить стресс и, следо-

вательно, минимизировать повреждение клеток, процесс, имеющий ту же 

цель, что и индукция GADD (остановка роста и DNA повреждение) генов при 

окислительном стрессе. С этой точки зрения окислительная модификация и 

инактивация некоторых белков-результат цены, которую платят клетки ис-

пользующие кислород. 
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Глава 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В работе объектами исследования были штаммы бактерии E. сoli, 

предоставленные Клиникой ФГБОУ ВО БГМУ МИНЗДРАВА РОССИИ, вы-

деленные из клинического образца; питательные среды: агар Плоскирева 

(ФБУН ГНЦ МПБ), среда Левина (ФБУН ГНЦ МПБ), XLD-агар(ксилозо-

лизиновый дезоксихолатный агар) (ФБУН ГНЦ МПБ), БТН-агар (ООО Био-

техновация), агар Эндо (ФГУП НПО Микроген). 

 Методы исследования: 

1. Метод культивирования микроорганизмов на питательных средах. 

Посев - один из стационарных методов культивирования микроорганизмов 

на питательных средах, применяемый для культурально-морфологической 

диагностики в медицинской микробиологии, а также для исследования био-

химических и биологических свойств в различных биотехнологических це-

лях. Подборка условий культивирования (время, температура, стрессовые 

факторы и др.).  

Приготовление питательных сред для культивирования микроорганиз-

мов: 

1. Взвешивание: отбирают навески компонентов питательной среды на 

аналитических весах;  

2. Растворение: компоненты питательной среды растворяют в предва-

рительно нагретой до 70 °С дистиллированной воде. Растворы макросолей и 

микросолей готовят отдельно. Растворы фосфатов входящих в состав макро-

солей также готовят отдельно, так как в процессе стерилизации в автоклаве 

они выпадают в осадок и в дальнейшем вновь требуют растворения.  

3. Кипячение: растворы питательных сред кипятят на водяной бане в 

течении 2 мин.  

4. Установление pH: ориентировочно производят с помощью индика-

торной бумаги, для точного определения пользуются потенциометром. При 

стерилизации pH снижается на 0,2, поэтому сначала готовят более щелочной 

раствор.  
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5. Фильтрация жидких и расплавленных плотных сред производят че-

рез влажный бумажный или матерчатый фильтры. Фильтрация агаровых сред 

затруднена - они быстро застывают. Обычно их фильтруют через ватно-

марлевый фильтр.   

6. Розлив сред: питательные среды разливают не более чем на 3/4 емко-

сти, так как при стерилизации могут намокнуть пробки и среды утратят сте-

рильность.  

7. Стерилизация: для стерилизации питательный сред используют тер-

мический способ: стерилизация насыщенным паром под давлением автокла-

вирование, дробная стерилизация тиндализация, кипячение. Режим стерили-

зации зависит от состава среды и указан в её рецепте. При автоклавировании 

3-5 % жидкости теряется в результате испарения, поэтому рекомендуется в 

приготавливаемые среды добавлять сверх объема примерно 5 % дистиллиро-

ванной воды. Тогда после стерилизации среда будет иметь требуемую кон-

центрацию.  

8. Контроль:  

- для контроля стерильности среды ставят на 2 суток в термостат, после 

чего их просматривают.  

- химический контроль окончательно устанавливает pH, содержание 

общего и амминого азота, пептона, хлоридов.  

- для биологического контроля несколько образцов среды засевают 

специально подобранными культурами, и по их росту судят о питательных 

свойствах среды [2]. 

1.1. БТН-агар - плотная питательная среда (питательный агар для куль-

тивирования микроорганизмов, сухой). Представляет собой мелкодисперс-

ный гомогенный, гигроскопичный, светочувствительный порошок светло-

кремового цвета. Состав г/л. (гидролизат ферментативный белковый - 10,5 г, 

пептон ферментативный, сухой - 10,5 г, экстракт автолизированных дрожжей 

осветленный - 2,0 г, агар микробиологический - 12,0 г, натрий хлорид - 5,0 г). 
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Производили подсчёт необходимого количества сухой среды, на 3 

чашки Петри – 40г*75/1000=3г среды на 75мл. дистиллированной воды 

взвешивали необходимое количество сухой среды на аналитических весах. 

Кипятили среду с дистиллированной водой до полного расплавления агара, в 

водяной бане. Стерилизовали при температуре 121 °С в течение 15 мин. Сре-

ду охладили до температуры 50 °С, разлили в стерильные чашки Петри. 

1.2. Агар Эндо-дифференциально-диагностическая питательная среда, 

предназначенная для выделения энтеробактерий. Состав г/л. (питательный 

агар сухой - 26.5 г, ЭКДА - 1.22 г, фуксин основной - 0.23 г, сахар молочный 

- 10.7 г, динатрия фосфат - 0.48 г, натрия сульфат безводный - 0.83 г, натрия 

карбонат - 0.03 г). 

Производили подсчёт необходимого количества сухой среды, на 3 

чашки Петри - 40г*75/1000=3г среды на 75мл. дистиллированной воды взве-

шивали необходимое количество сухой среды на аналитических весах. Кипя-

тили среду с дистиллированной водой 3 мин. до полного расплавления агара, 

в водяной бане. Среду охладили до температуры 45-50 °С, разлили в сте-

рильные чашки Петри. 

1.3. Агар-Плоскирева - питательная среда предназначена для выделе-

ния Shigella, Salmonella spp. и дифференциации от других колиморфных лак-

тозо-ферментирующих энтеробактерий из клинического материала (фекалии, 

моча и др.). Состав г/л. (панкреатический гидролизат рыбной муки с тио-

сульфатом и цитратом натрия - 34.5 г, экстракт пекарных дрожжей - 5 г, 

натрий фосфорнокислый двузамещенный - 2 г, лактоза - 10 г, желчь очищен-

ная сухая - 7 г, натрий хлористый - 1 г, йод - 0.04 г, нейтральный красный - 

0.04 г, бриллиантовый зеленый - 33*10^-5 г, агар - 9±2). 

Производили подсчёт необходимого количества сухой среды, на 3 

чашки Петри - 65,5*75/1000=4,9 г среды на 75мл. дистиллированной воды 

взвешивали необходимое количество сухой среды на аналитических весах. 

Кипятили среду с дистиллированной водой в течении 2-3 мин., перемешивая 

https://wiki2.info/%D0%9F%D0%B8%D1%82%D0%B0%D1%82%D0%B5%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%B0%D1%8F_%D1%81%D1%80%D0%B5%D0%B4%D0%B0
https://wiki2.info/%D0%AD%D0%BD%D1%82%D0%B5%D1%80%D0%BE%D0%B1%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%B5%D1%80%D0%B8%D0%B8
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до полного расплавления агара в водяной бане. Охладили до температуры 40-

45 °С. Разлили в стерильные чашки Петри. 

1.4. Среда Левина - это цветная элективная питательная среда, приме-

няемая для дифференцирования микроорганизмов кишечной группы при 

микробиологической диагностике кишечных инфекций - брюшного тифа, 

сальмонеллезов, дизентерии, колиэнтеритов. Состав г/л. (панкреатический 

гидролизат рыбной муки - 12 г, экстракт пекарных дрожжей импортный - 1 г, 

Д-(+) - лактоза - 10 г, натрия гидрофосфат - 0.7 г, натрия хлорид - 4.2 г, 

эозин-Н - 0.4 г, метиленовый синий - 0.065 г, агар - 9±3 г). 

Производили подсчёт необходимого количества сухой среды, на 3 

чашки Петри - 37*75/1000=2,8 г среды на 75мл. дистиллированной воды 

взвешивали необходимое количество сухой среды на аналитических весах. 

Кипятили среду с дистиллированной водой в течении 3 мин., перемешивая до 

полного расплавления агара в водяной бане. Автоклавировали при темпера-

туре 110 °С в течении 20 минут. Охладили до температуры 40-45 °С. Разлили 

в стерильные чашки Петри. 

1.5. XLD-агар - (ксилозо-лизин-дезоксихолатная агаровая среда) - для 

выделения и дифференциации патогенных энтеробактерий, в частности, 

сальмонелл и шигелл при проведении бактериологических исследований в 

клинической и санитарной микробиологии. Состав г/л. (Д(+)-ксилоза - 3.5 г, 

L - лизин гидрохлорид -5 г, Д(+)-лактоза 1-водная - 7.5 г, сахароза - 7.5 г, 

натрий хлористый - 5 г, дрожжевой экстракт - 3 г, желчь очищенная сухая - 

2.5±0.5 г, дезоксихолат натрия - 1.5 г, натрия тиосульфат - 6.8 г, железо(III) 

лимонноамиачное зеленое - 0.8 г, феноловый красный - 0.08 г, натрий угле-

кислый - 0.1- 0.3 г, агар 10±3 г). 

Производили подсчёт необходимого количества сухой среды, на 3 

чашки Петри - 53,5*75/1000=4 г среды на 75мл. дистиллированной воды 

взвешивали необходимое количество сухой среды на аналитических весах. 

Кипятили среду с дистиллированной водой в течении 2 мин., перемешивая до 
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полного расплавления агара в водяной бане. Охладили до температуры 40-45 

°С, разлили в стерильные чашки Петри. 

Для формирования искусственного окислительного стресса в клетках 

бактерий E. сoli, в среду культивирования добавляли водный раствор NaСl (1 

мл.). 

Чашки Петри с E. сoli инкубировали в термостате при температуре 37 

°С в течение 24 ч. 

 

2. Метод изучения процессов хемилюминесценции сред культивирова-

ния микроорганизмов.  

Хемилюминесцентные методы изучения свободно-радикальных про-

цессов выгодно отличаются тем, что при минимальном количестве исследуе-

мой пробы позволяют непрерывно следить за образованием радикалов в 

естественных условиях, не вмешиваясь в сам ход реакций. Они не требуют 

особых лабораторных условий и специальной подготовки материала к анали-

зу, чувствительны, надежны, отвечают требованиям, предъявляемым к экс-

пресс-способам исследования. 

Использование хемилюминесцентных методов открывают новые воз-

можности при поиске биологически активных веществ с антиоксидантными 

свойствами, изучении механизма их действия, сравнении активности как в 

модельных системах, так и при введении в организм. Существенным досто-

инством этого способа является оперативность получения информации об 

изменении свободно-радикального окисления в организме при назначении 

препарата.  

В целом, образование активных форм кислорода и перекисное окисле-

ние липидов являются достаточно вероятным с энергетической точки зрения 

процессами, для которых в биологическом материале имеются благоприят-

ные условия. Причем, чем выше скорость свободно-радикального окисления, 

тем интенсивнее свечение [52]. 
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Влияние сред на АФК было изучено в модельной системе, состоящей 

из фосфатного буфера (20 мМ КН2РО4, 105 мМ KСl, рН = 7,5) с цитратом 

натрия (50 мМ) и люминолом (10-5М). К 20 мл полученного раствора добав-

ляли 1 мл раствора сернокислого железа (50мМ). Окисление солей железа 

инициировало появление кислородных радикалов и сопровождалось хеми-

люминесценцией, усиливающейся в присутствии люминола. Свечение реги-

стрировали в течение 5 минут. 

В контрольных опытах хемилюминесценцию измеряли в указанных 

модельных системах без добавления питательных сред, в опыте - при внесе-

нии в модельную систему 1 мл питательной среды. Твердые среды перед 

внесением в модельную систему, прогревали в водяной бане до полного рас-

плавления агара.  

 Измерение ХЛ исследуемых сред в динамике - на 1, 7, 14, 21 сутки для 

выявления изменений параметров сред культивирования, отражающих окис-

лительные процессы в средах культивирования микроорганизмов.  

Исследование влияния изменения условий (разные питательные среды, 

исследование ХЛ в динамике, добавление стресс-фактора водного раствора 

NaСl для культивирования микроорганизмов на свободно-радикальное окис-

ление. 

Регистрацию свечения осуществляли на приборе «ХЛМ-003».   

Статистическую обработку результатов проводили, используя пакет 

программ «StatistiсaforWindows (release 5.0)». Изменения показателей (све-

тосуммы свечения) хемилюминесценции рассчитывали в процентах от кон-

троля, который был принят за 100%. 
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Глава 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ 

3.1. Результаты культивирования микроорганизмов на питатель-

ных средах 

Было приготовлено по 3 пробы каждой исследуемой питательной сре-

ды:  1.Среда культивирования МО;  2.Среда МО, в которой культивировались 

бактерии E. сoli; 3.Среда МО, в которой культивировались бактерии E. сoli, 

с добавлением стресс-фактора водного раствора NaСl. 

 

Рисунок 1. 1 - Среда Плоскирева + E. сoli, 2 - Среда Плоскирева + E. 

сoli      

+ NaСl. 

 



 

 

43 

 

Рисунок 2. 1 - Среда Левина + E. сoli, 2 - Среда Левина + E. сoli + 

NaСl.         

 

Рисунок 3. 1 - Среда Эндо + E. сoli, 2 - Среда Эндо + E. сoli + NaСl.    

              

 

Рисунок 4. 1 - Среда БТН + E. сoli, 2 - Среда БТН + E. сoli + NaСl.                               
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Рисунок 5. 1 - Среда Плоскирева + E. сoli, 2 - Среда Левина + E. сoli, 3 -    

Среда XLD + E. сoli.                             

     

 

Рисунок 6. 1 - Среда Плоскирева + E. сoli + NaСl, 2 - Среда Левина + E.  

сoli + NaСl, 3 -  Среда XLD + E. сoli + NaСl.                                                                   
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3.2. Изучение процессов хемилюминесценции сред культивирова-

ния микроорганизмов 

Было исследовано влияние некоторых сред, используемых для культи-

вирования микроорганизмов, на процессы свободно-радикального окисления 

в модельной системе генерации активных форм кислорода. 

Для изучения процессов образования свободных радикалов, питатель-

ные среды добавляли в модельную систему АФК и по изменению ХЛ сопро-

вождающей процессы окисления судили об интенсивности образования сво-

бодных радикалов. Соответственно по изменению показателей ХЛ можно су-

дить об антиоксидантной активности микробиологических сред. 

На рис. 7 представлена типичная запись хемилюминесценции модель-

ной системы, в которой вызывали образование активных форм кислорода. 

 

 

               Рисунок 7.  Запись хемилюминесценции модельной системы, в кото-

рой происходит образование активных форм кислорода. 

Хемилюминограммы модельной системы, где генерируются активные 

формы кислорода, оценивали по следующим параметрам хемилюминесцен-

ции: светосумма, спонтанная светимость, вспышка в момент введения ини-

циатора, максимальная светимость. Наиболее информативными показателя-

ми хемилюминесценции служила светосумма. 
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3.3.  Влияние исследуемых сред на параметры хемилюминесценции 

в динамике 

Были подобраны питательные среды с различным элементным соста-

вом и исследованы параметры изменений ХЛ в динамике на 1, 7, 14, 21 день. 

В результате проделанной работы было изучено влияние некоторых 

питательных сред на процессы хемилюминесценции в динамике и были вы-

явлены изменения показателей ХЛ.  

На первые сутки культивирования было отмечено увеличение парамет-

ров светосуммы ХЛ в среде XLD-агар, а на 7, 14 и 21 сутки в данной среде 

было отмечено снижение показателей процессов свободно-

радикального окисления. 

В средах: БТН-агар, агар Эндо было отмечено увеличение показателей 

светосуммы ХЛ в исследуемый период времени (таблица 1). 

 

Таблица 1 

Изменение параметров светосуммы хемилюминесценции сред при их добав-

лении в модельную систему, генерирующей активные формы кислорода в 

динамике (контроль принят за 100%). 

Среда культивирования 1 сутки 7 сутки 14 сутки 21 сутки 

Контроль 100 100 100 100 

XLD-агар 165 73 30 70 

БТН-агар 157 395 290 364 

Агар Эндо  176 216 188 240 

Среда Левина 722 282 166 487 

Агар Плоскирева 204 130 50 195 

 

При добавлении в модельную систему исследуемых сред: Эндо, БТН, 

Плоскирева, было обнаружено увеличение показателей светосуммы хемилю-

минесценции на 1, 7, 14, 21 сутки исследования. В таблице 2 отображено 



 

 

47 

 

влияние исследованных сред на процессы генерации активных форм кисло-

рода в динамике (контроль принят за 100%). 

Таблица 2 

Изменение параметров светосуммы хемилюминесценции сред при их добав-

лении в модельную систему в динамике (контроль принят за 100%). 

Проба 1 сутки 7 сутки 14 сутки 21 сутки 

светосумма светосумма светосумма светосумма 

Контроль 100 100 100 100 

Эндо 176 216 188 240 

БТН 157 395 290 364 

Плоскирева 203 130 50 195 
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Оценка динамики параметров хемилюминесценции питательных 

сред в сравнении в разные сроки культивирования микроорганизмов. 

 

Рисунок 8. Влияние агара Эндо (ФГУП НПО Микроген), на генерацию 

АФК в 1 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-агар Эндо, 3-агар Эн-

до+E.сoli, 4-агар Эндо+E.сoli+NaСl 

 

 

 

Рисунок 9. Влияние агара Эндо (ФГУП НПО Микроген), на генерацию 

АФК в 7 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-агар Эндо, 3-агар Эн-

до+E.сoli, 4-агар Эндо+E.сoli+NaСl 
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Рисунок 10. Влияние агара Эндо (ФГУП НПО Микроген), на генера-

цию АФК в 14 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-агар Эндо, 3-агар 

Эндо+E.сoli, 4-агар Эндо+E.сoli+NaСl 

 

 

 

Рисунок 11. Влияние агара Эндо (ФГУП НПО Микроген), на генера-

цию АФК в 21 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-агар Эндо, 3-агар 

Эндо+E.сoli, 4-агар Эндо+E.сoli+NaСl 
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Рисунок 12.  Влияние БТН-агара (ООО Биотехновация), на генерацию 

АФК в 1 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-БТН-агар, 3-БТН-

агар+E.сoli, 4-БТН-агар+E.сoli+NaСl 

 

 

 

 

Рисунок 13. Влияние БТН-агара (ООО Биотехновация), на генерацию 

АФК в 7 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-БТН-агар, 3-БТН-

агар+E.сoli, 4-БТН-агар+E.сoli+NaСl 
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Рисунок 14. Влияние БТН-агара (ООО Биотехновация), на генерацию 

АФК в 14 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-БТН-агар, 3-БТН-

агар+E.сoli, 4-БТН-агар+E.сoli+NaСl 

 

 

 

Рисунок 15. Влияние БТН-агара (ООО Биотехновация), на генерацию 

АФК в 21 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-БТН-агар, 3-БТН-

агар+E.сoli, 4-БТН-агар+E.сoli+NaСl 
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          Рисунок 16. Влияние агара Плоскирева (ФБУН ГНЦ МПБ), на генера-

цию АФК в 1 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-агар Плоскирева, 

3-агар Плоскирева+E.сoli, 4-агар Плоскирева+E.сoli+NaСl 

 

 

 

Рисунок 17. Влияние агара Плоскирева (ФБУН ГНЦ МПБ), на генера-

цию АФК в 7 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-агар Плоскирева, 

3-агар Плоскирева+E.сoli, 4-агар Плоскирева+E.сoli+NaСl 
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Рисунок 18. Влияние агара Плоскирева (ФБУН ГНЦ МПБ), на генера-

цию АФК в 14 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-агар Плоскирева, 

3-агар Плоскирева+E.сoli, 4-агар Плоскирева+E.сoli+NaСl 

 

 

Рисунок 19. Влияние агара Плоскирева (ФБУН ГНЦ МПБ), на генера-

цию АФК в 21 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-агар Плоскирева, 

3-агар Плоскирева+E.сoli, 4-агар Плоскирева +E.сoli+NaСl 
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Рисунок 20. Влияние XLD-агара (ФБУН ГНЦ МПБ), на генерацию 

АФК в 1 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-XLD-агар, 3-XLD-

агар+E.сoli, 4-XLD-агар+E.сoli+NaСl 

 

 

Рисунок 21. Влияние XLD-агара (ФБУН ГНЦ МПБ), на генерацию 

АФК в 7 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-XLD-агар, 3-XLD-

агар+E.сoli, 4-XLD-агар+E.сoli+NaСl 
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Рисунок 22. Влияние XLD-агара (ФБУН ГНЦ МПБ), на генерацию 

АФК в 14 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-XLD-агар, 3-XLD-

агар+E.сoli, 4-XLD-агар+E.сoli+NaСl 

 

 

 

          

         Рисунок 23. Влияние XLD-агара (ФБУН ГНЦ МПБ), на генерацию АФК 

в 21 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-XLD-агар, 3-XLD-

агар+E.сoli, 4-XLD-агар+E.сoli+NaСl 
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Рисунок 24. Влияние среды Левина (ФБУН ГНЦ МПБ), на генерацию 

АФК в 1 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-Левина, 3-

Левина+E.сoli, 4-Левина+E.сoli+NaСl 

 

 

 

 

Рисунок 25. Влияние среды Левина (ФБУН ГНЦ МПБ), на генерацию 

АФК в 7 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-Левина, 3-

Левина+E.сoli, 4-Левина+E.сoli+NaСl 
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Рисунок 26. Влияние среды Левина (ФБУН ГНЦ МПБ), на генерацию 

АФК в 14 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-Левина, 3-

Левина+E.сoli, 4-Левина+E.сoli+NaСl 

 

 

 

 

Рисунок 27. Влияние среды Левина (ФБУН ГНЦ МПБ), на генерацию 

АФК в 21 сутки культивирования E. сoli. 1-контроль, 2-Левина, 3-

Левина+E.сoli, 4-Левина+E.сoli+NaСl 
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3.4. Исследование процессов СРО в средах с культивирован-

ным в них микроорганизмом 

Подобранные условия культивирования микроорганизмов в исследуе-

мых питательных средах влияют на ХЛ по-разному. Были выявлены 2 груп-

пы сред с различными показателями светосуммы ХЛ после культивирования 

бактерий. 

В первой группе сред при культивировании E. сoli возрастали показа-

тели ХЛ, в эту группу вошли среды: Эндо, БТН, XLD (табл. 3). 

 

Таблица 3 

Изменение параметров светосуммы хемилюминесценции сред с культивиро-

ванным в них МО при их добавлении в модельную систему в динамике (кон-

троль принят за 100%). 

Проба 1 сутки 7 сутки 14 сутки 21 сутки 

светосумма светосумма светосумма светосумма 

Контроль 100 100 100 100 

Эндо  176 216 188 240 

Эндо+E.с. 178 210 236 252 

БТН 157 395 290 364 

БТН+E.с. 355 560 327 423 

XLD 165 73 30 70 

XLD+E.с. 182 75 32 42 

 

 

 

 

Во второй группе сред показатели ХЛ снижались, в эту группу вошли 

среды: среда Левина (табл. 4). 
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Таблица 4 

Изменение параметров светосуммы хемилюминесценции сред с культивиро-

ванным в них МО при их добавлении в модельную систему в динамике (кон-

троль принят за 100%). 

Проба 1 сутки 7 сутки 14 сутки 21 сутки 

светосумма светосумма светосумма светосумма 

Контроль 100 100 100 100 

Левина 722 282 166 487 

Левина+E.с. 659 312 164 560 
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Оценка динамики хемилюминесценции сред культивирования МО 

в течении различных суток 

 

Рисунок 28. Изменение параметров светосуммы хемилюминесценции 

среды Endo при различных условиях культивирования в модельной системе, 

генерирующей активные формы кислорода в динамике. 

 

 

 

 

 

Рисунок 29. Изменение параметров светосуммы хемилюминесценции 

среды BTN при различных условиях культивирования в модельной системе, 

генерирующей активные формы кислорода в динамике. 
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Рисунок 30. Изменение параметров светосуммы хемилюминесценции среды 

Ploskireva при различных условиях культивирования в модельной системе, 

генерирующей активные формы кислорода в динамике. 

 

 

 

 

Рисунок 31. Изменение параметров светосуммы хемилюминесценции 

среды XLD при различных условиях культивирования в модельной системе, 

генерирующей активные формы кислорода в динамике. 



 

 

62 

 

 

 

 

Рисунок 32. Изменение параметров светосуммы хемилюминесценции 

среды Levina при различных условиях культивирования в модельной систе-

ме, генерирующей активные формы кислорода в динамике. 
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3.5. Исследование влияния стресс-фактора NaСl на изменения па-

раметров ХЛ (светосумма) 

Добавление водного раствора NaСl для создания искусственного окис-

лительного стресса, в исследуемых средах с культивированным в них микро-

организмом не привело значительным изменениям параметров светосуммы 

ХЛ (табл.5). 

Таблица 5 

Изменение параметров светосуммы хемилюминесценции сред с раствором 

NaСl при их добавлении в модельную систему в динамике (контроль принят 

за 100%). 

Проба 1 сутки 7 сутки 14 сутки 21 сутки 

све-ма све-ма све-ма све-ма 

Контроль 100 100 100 100 

Эндо+E.с. 178 210 236 252 

Эндо+E.с.+NaСl 147 211 312 372 

БТН+E.с. 355 560 327 423 

БТН+E.с.+NaСl 236 520 406 468 

XLD+E.с. 182 75 32 42 

XLD+E.с.+NaСl 209 76 34 103 

Левина+E.с. 659 312 164 560 

Левина+E.с.+NaСl 618 317 180 477 

Плоскирева+E.с. 250 109 56 218 

Плоскирева+E.с.+NaСl 221 111 50 157 

 

Таким образом, была выявлена динамика в изменениях показателей 

светосуммы свечения исследуемых сред. Было обнаружено увеличение 

показателей светосуммы хемилюминесценции на 1, 7, 14, и 21 сутки в 

средах: Endo, BTN, Плоскирева. 
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Также, нами были выявлены 2 группы сред с разными показателями 

светосуммы хемилюминесценции после культивирования бактерий. В 

первой группе при добавлении E. сoli возрастали показатели ХЛ, в эту 

группу вошли среды (Endo, БТН, XLD). Однако в среде Левина при до-

бавлении E. сoli показатели ХЛ снижались. 

Добавление водного раствора NaСl для создания окислительного стрес-

са в среды с культивированным в них микроорганизмом E. сoli не привело 

к значительным изменениям показателей хемилюминесценции.                   
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3АКЛЮЧЕНИЕ 

При выполнении данной выпускной квалификационной работы были 

изучены теоретические основы темы исследования - метод хемилюминес-

ценции, микробиологические методы, подобраны питательные среды, мате-

риалы для исследования, а также проанализированы научные публикации по 

теме работы, осуществлялся подбор современных в том числе иностран-

ных источников для обзора литературы. 

В данной работе была предпринята попытка оценить влияние условий 

культивирования микроорганизмов на хемилюминесценцию питательных 

сред, которая отражает процессы свободно-радикального окисления. Сво-

бодно-радикальное окисление, протекающее с образованием высокореакци-

онных соединений - свободных радикалов (СР), в первую очередь активных 

форм кислорода (АФК), является жизненно-важным процессом. Содержание 

свободных радикалов в окружающей среде способно влиять на процессы ро-

ста и развития самих микроорганизмов. Извeстнo, чтo прoдукты oкисления 

тoрмозят клетoчное дeлeние, в тo врeмя кaк, пoвышeние антиoксидантнoй ак-

тивнoсти стимулиpует размнoжение клетoк. 

Необходимость проведения подобного исследования обуславливалось 

следующими задачами: 

1. Оценить характер действия различных питательных сред и сред, с культи-

вируемым в них микроорганизмом на образование радикалов кислорода; 

2. Изучить изменения хемилюминесценции в динамике питательных сред на 

генерацию активных форм кислорода; 

3. Оценить характер действия стресс-фактора, при добавлении его в пита-

тельные среды, на параметры хемилюминесценции. 

Таким образом, качественно-количественный состав среды, время ин-

кубации и действие стресс-фактора являлись условиями, влияние которых 

оценивалось на показатели хемилюминесценции.    



 

 

66 

 

В модельной системе образование АФК инициировали добавлением 

железа. Об интенсивности образования радикалов судили по сопровождаю-

щей процессы окисления хемилюминесценции. При добавлении исследуе-

мых образцов в модельные системы интенсивность хемилюминесценции ме-

нялась, что отражало их влияние на процессы образования активных форм 

кислорода. 

Тaким образoм, результaты прoведеннoго исследoвания свидетeль-

ствуют о тoм, чтo условия культивирования приводят к сдвигам параметров 

хемилюминесценции.  

Культурaльные срeды и среды с культивируемым в них МО, влияют нa 

прoцессы свoбоднo-радикального oкислeния. Среды, широко используемые 

для культивирования микроорганизмов, по-разному влияют на интенсив-

ность хемилюминесценции в модельной системе, генерирующей радикалы 

кислорода. Полученные данные могут быть использованы при конструирова-

нии новых питательных сред для направленного изменения процессов сво-

бодно-радикального окисления, что может сказаться на интенсивности раз-

множения микроорганизмов. 

По результатам нашей работы выбранный в качестве фактора стресса 

водный раствор NaСl не вызвал никаких достоверных изменений. Исследо-

вание показало, что в течение времени изменяются показатели хемилюми-

несценции питательных сред и сред с культивируемыми в них микроорга-

низмом. Таким образом, качественно-количественный состав питательных 

средств и время как условия культивирования приводят к изменению хеми-

люминесценции.    

Проведенные исследования создают предпосылки для практического 

применения разработанных в данной работе методик, а именно изменения 

показателей свечения позволят оценить условия культивирования микроор-

ганизмов с их последующей коррекцией. Полученные данные дают возмож-

ность разработать экспресс-методы оценки функциональной активности 
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микроорганизмов и параметров среды, в которой происходит их рост и раз-

витие.   
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ВЫВОДЫ 

1. Выявлена динамика в изменениях показателей светосуммы свечения 

исследуемых сред. Было обнаружено увеличение показателей све-

тосуммы хемилюминесценции на 1, 7, 14, и 21 сутки в средах: Endo, 

BTN, Плоскирева. 

2. Нами были выявлены 2 группы сред с разными показателями све-

тосуммы хемилюминесценции после культивирования бактерий. В 

первой группе при добавлении E. сoli возрастали показатели ХЛ, в эту 

группу вошли среды (Endo, БТН, XLD). Однако в среде Левина при до-

бавлении E. сoli показатели ХЛ снижались. 

3. Добавление раствора NaСl для создания окислительного стресса в сре-

ды с культивированным в них микроорганизмом E. сoli не привело к 

значительным изменениям показателей хемилюминесценции.                   

4. Применение хемилюминесцентного метода может быть предложе-

но для изучения условий культивирования микроорганизмов, оценке их 

функционально-метаболической активности микроорганизмов. 
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Аннотация: в статье описаны результаты исследований изменения ан-

тиоксидантных свойств некоторых питательных сред в модельной системе в 

которой протекают процессы свободно-радикального окисления. Изучение 

влияния сред, используемых для культивирования микроорганизмов, на про-

цессы пероксидации является важным критерием для характеристики осо-

бенностей микробиологических средств. 
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Abstraсt:the artiсle desсribes the results of studies of сhanges in the antioxidant 

properties of some nutrient media in a model system of free radiсal oxidation 

proсesses. The study of the influenсe of the media used for the сultivation of 

miсroorganisms on the peroxidation proсesses is an important сriterion for 

сharaсterizing of miсrobiologiсal agents. 

Key words: сhemiluminesсenсe, antioxidants, free radiсal oxidation, nutrient me-

diums. 

Актуальность. Питательные среды в микробиологии — это субстраты, 

которые применяются для выделения и изучения чистых культур микроорга-

низмов и для других биологических, медицинских целей [1, с.10]. При куль-

тивировании, важнейшие элементы питания и факторы роста поступают в 

бактериальную клетку в составе питательных сред, которая не является ста-

бильной, а это в свою очередь, оказывает влияние на виталитет микроорга-

низмов. Хорошо известно, что истощение элементов питания, влияние окси-

дантов (свободных радикалов), а также любое изменение условий культиви-

рования выступают естественными ограничивающими факторами роста и 

развития микроорганизмов [3, с. 18]. Поскольку параметры питательных сред 

не стабильны, то они могут рассматриваться в качестве индикатора функци-

онально-метаболического состояния бактериальной клетки [1, с.15]. Одним 

из параметров определения состояния среды культивирования микроорга-

низмов является их антиокислительная активность – способность противо-

действовать образованию свободных радикалов, определяемых с помощью 

метода хемилюминесценции [2, с. 148, 4, с. 64, 5, с. 161].  

Цель исследования: изучить хемилюминесценцию некоторых сред 

культивирования микроорганизмов в модельной системе генерации активных 

форм кислорода. 

Материалы и методы. 

Влияние некоторых микробиологических сред, используемых для 

культивирования микроорганизмов, клеток и тканей, было исследовано на 

процессы свободно-радикального окисления (СРО) в модельной системе ге-
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нерации активных форм кислорода (АФК). В работе нами были исследованы 

следующие среды культивирования микроорганизмов: 

1.БТН-агар - плотная питательная среда (питательный агар для 

культивирования микроорганизмов), предназначена для культивирования 

микроорганизмов широкого спектра; 

2.Агар Эндо — дифференциально-диагностическая питательная среда, 

предназначенная для выделения энтеробактерий; 

3. ГРМ- бульон "питательный бульон для культивирования микроорга-

низмов"; 

4. XLD-агар – (ксилозо-лизин-дезоксихолатная агаровая среда) - для 

выделения и дифференциации патогенных энтеробактерий, в частности, 

сальмонелл и шигелл при проведении бактериологических исследований в 

клинической и санитарной микробиологии. 

Питательные среды добавляли в модельную систему АФК и по измене-

нию сопровождающей процессы окисления хемилюминесценции (ХЛ) суди-

ли об интенсивности образования свободных радикалов.  Модельная система, 

для регистрации хемилюминесценции среды культивирования микроорга-

низмов состоит из фосфатного буфера (20 мМ КН2РО4, 105 мМ KСl, рН = 

7,5) с цитратом натрия (50 мМ) и люминола (10-5М). Процесс свечения ини-

циировался 1 мл раствора сернокислого железа (50мМ). Судить о антиокси-

дантной активности микробиологических сред можно по изменению показа-

телей ХЛ –светосуммы свечения при добавлении в модельную систему.  

В результате проделанной работы была выявлена динамика в измене-

ниях показателей хемилюминесценции исследуемых микробиологических 

сред. На первые сутки культивирования было отмечено увеличение све-

тосуммы ХЛ в среде XLD-агар, а на 7-е и последующие сутки в данной среде 

было отмечено снижение показателей процессов пероксидации. В следую-

щих микробиологических средах: БТН-агар, ГРМ-бульон, Агар Эндо было 

отмечено увеличение показателей светосуммы хемилюминесценции в иссле-

дуемый период времени (таблица 1). 
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Таблица 1 

Изменение параметров светосуммы хемилюминесценции сред при их 

добавлении в модельную систему, генерирующей активные формы кислоро-

да в динамике (контроль принят за 100%) 

Среда культивиро-

вания 

1 сутки 7 сутки 14 сутки 21 сутки 

Контроль 100 100 100 100 

XLD-агар 160 73 30 70 

БТН-агар 150 385 290 364 

ГРМ- бульон 320 400 290 384 

Агар Эндо  170 209 186 240 

 

Выводы. Полученные данные свидетельствуют о том, что внесение в 

модельную систему АФК сред культивирования микроорганизмов приводит 

к изменению окислительного потенциала питательных сред, изменения в них 

свободно радикальных процессов, что и приводит к регистрируемым пара-

метрам хемилюминесценции. Изучение влияния микробиологических сред на 

процессы СРО может помочь рекомендовать среды для культивирования 

различных микроорганизмов, клеток и тканей, а также для изучения особен-

ностей состава микробиологических средств и подбора для индивидуального 

культивирования. 
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