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Для изучения способности солей 
металлов и фармакологически 
активных препаратов индуци-
ровать в бактериальной клетке 
окислительный стресс и SOS-ответ 
использован набор lux-биосенсо-
ров, состоящий из трех штаммов 
E. coli, несущих рекомбинантную 
плазмиду с lux-опероном, слитым 
с промоторами генов супероксид-
дисмутазы SoxS, каталазы KatG 
или колицина ColD. Изучена актив-
ность на lux-биосенсорах 47 ве-
ществ, из которых 16 индуцировали 
SOS-ответ, 6 — окислительный 
стресс. Сравнение полученных 
результатов с ранее опублико-
ванными данными о мутагенной 
активности изученных веществ 
в тесте Эймса показало полное 
совпадение результатов для 42 ве-
ществ. Обсуждается возможность 
использования lux-биосенсоров для 
скрининга химических соединений 
на генетическую активность.
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ВВЕДЕНИЕ

В генетической токсикологии для выявления и оценки мутагенной актив-
ности химических факторов окружающей среды принят поэтапный подход. 
На первом этапе тестирования (этап скрининга) используются бактериаль-
ные тест-системы и клеточные культуры. На втором этапе вещества, пока-
завшие активность на этапе скрининга, тестируются in vivo по способности 
индуцировать микроядра или хромосомные аберрации в  клетках костного 
мозга мышей или крыс. В случае отсутствия мутагенной активности в клетках 
костного мозга млекопитающих рекомендована оценка мутагенной активно-
сти в других тканях. При этом допускается использование методов проверки 
на генотоксичность, таких как регистрация внепланового (репаративного) 
синтеза ДНК, ДНК-аддуктов, фрагментации ДНК в клетках печени, почек, 
селезенки и других органов [1].

На этапе первичной оценки мутагенной активности химических соедине-
ний чаще всего применяют тест Эймса Salmonella/микросомы [2, 3]. Для ре-
гистрации мутагенной активности в данном тесте используется набор штам-
мов S. typhimurium, ауксотрофных по гистидину и ревертирующих к дикому 
типу в  результате индукции обратных мутаций. Штаммы S. typhimurium 
ТА 1535 и ТА 100 несут мутацию в гене hisG и ревертируют под действием 
веществ, вызывающих замену пар оснований, тогда как штаммы ТА 1538, 
ТА 97 и ТА 98 ревертируют в результате сдвига рамки считывания в мутант
ных локусах гена hisD. Все эти штаммы, проявляющие высокую чувстви-
тельность к мутагенному действию многих химических соединений, оказались 
неэффективными для регистрации мутагенного действия соединений, вызы-
вающих окислительный стресс в клетке. Позже был сконструирован штамм 
S. typhimurium ТА 102, позволяющий выявлять мутагенную активность раз-
личных перекисей, включая перекись водорода, фенилгидразина, различных 
альдегидов, и агентов, вызывающих сшивки в ДНК [4]. При создании штам-
ма ТА 102 часть гистидинового оперона, содержащего аллель hisG428, была 
введена в мультикопийную плазмиду pBR322. Полученная таким образом ги-
бридная плазмида была перенесена в штамм S. typhimurium с делецией гена 
hisG. Увеличение дозы гена-мишени привело к увеличению чувствительности 
данного штамма в среднем в 5–12 раз по сравнению с изогенным штаммом, 
например со штаммом ТА 100, содержащим одну копию аллеля hisG428 в хро-
мосоме. Однако нестабильность, высокий уровень спонтанного мутирования 
(около 300 ревертантов на чашку) и маленький размер колоний-ревертантов 
штамма ТА 102 затрудняет его применение в скрининговых программах. По-
этому до сих пор актуален поиск простых методов выявления потенциальных 
мутагенов оксидантного типа.

Вышеперечисленные штаммы S. typhimurium позволяют не только 
обнаруживать мутагенную активность химического соединения или его 
метаболитов, но и  устанавливать вероятные механизмы его мутагенного 
действия. Такой набор может быть использован при оценке мутагенной ак-
тивности конкретного исследуемого соединения, однако не совсем подходит 
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для скрининга большого числа химических соединений 
в  связи с  большим объемом работы, несоизмеримым 
с  объемом получаемой при этом информации. В  этой 
связи возникает вопрос, можно ли обойтись минималь-
ным набором тест-штаммов S. typhimurium, напри-
мер ТА 98 и ТА 100, и включить в схему тестирования 
второй скрининговый метод, дополняющий тест Эймса 
и  отличающийся простотой выполнения. В  качестве 
такового был предложен метод регистрации индук-
ции SOS-ответа в клетках Е. coli, получивший назва-
ние «SOS-хромотест» [5]. Авторы сконструировали 
штамм E. coli PQ37 путем слияния хромосомного гена 
sfiA, детерминирующего одну из SOS-функций клет-
ки — ​контроль клеточного деления, с  фагом Mudlac, 
несущим беспромоторный ген  lacZ. Последний попа-
дает под контроль промотора SOS-гена и  позволяет 
оценивать SOS-индуцирующий эффект различных 
химических соединений путем определения активно-
сти β-галактозидазы. Результаты изучения активности 
с  помощью SOS-хромотеста большого числа химиче-
ских соединений (около 500), включая и перекись во-
дорода, обобщены в  обзоре авторов этого метода  [6]. 
Было показано, что перекись водорода является ин-
дуктором SOS-ответа в клетках E. coli PQ37 и его ак-
тивность более выражена в клетках E. coli PQ300, от-
личающихся от E. coli PQ37 наличием делеции в гене 
антиоксидантной защиты OxyR [7–9]. Несмотря на то  
что SOS-хромотест позволяет регистрировать актив-
ность генотоксичных соединений, включая перекиси, 
он не выявляет генетическую активность так называ-
емых окислительных мутагенов, то есть веществ, ко-
торые сами по себе не являются окислителями, однако 
нарушают естественный баланс между оксидантны-
ми и антиоксидантными процессами в клетке и,  соот
ветственно, приводят к  развитию окислительного 
стресса.  К  числу таких агентов относятся некоторые 
соединения металлов [10, 11], наночастицы [12,  13], 
прооксиданты и  другие индукторы окислительного 
стресса [14, 15].

Тестирование химических соединений на их способ-
ность индуцировать окислительный стресс в  клетках 
стало возможным благодаря штаммам E. coli, содержа-
щим плазмиду, в  которую встроена генетическая кон-
струкция с  различными индуцируемыми промоторами, 
слитыми с  lux-генами светящихся бактерий в  качестве 
генов-репортеров. Такие штаммы получили название 
lux-биосенсоров и используются для обнаружения в ком-
понентах окружающей среды тяжелых металлов [16], ан-
тибиотиков [17], токсичных и генотоксичных соединений 
[18, 19].

Настоящая работа посвящена изучению возмож-
ности набора из трех lux-биосенсоров детектировать 
генотоксичность различных биологически активных хи-
мических соединений по способности индуцировать оки-
слительный стресс и SOS-ответ в клетках E. coli.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы E. coli
Для работы нами были использованы 3 биосенсора 

на основе штамма E. coli K12: MG1655 (pSoxS–lux), 
MG1655 (pKatG–lux) и  MG1655 (pColD–lux), несу-
щие рекомбинантную плазмиду с  lux-опероном люми-
несцирующей бактерии Photorhabdus luminescens, 
слитым с  промоторами генов супероксиддисмутазы 
SoxS, каталазы KatG и колицина ColD. Промотор pKatG 
(белок-активатор OxyR) специфически реагирует на 
перекись водорода и другие пероксиды, тогда как про-
мотор pSoxS (белок-активатор SoxR) специфически 
реагирует на супероксид анион-радикал. Для SOS-би-
осенсора, реагирующего на повреждения ДНК, исполь-
зован промотор pColD колицинового гена, входящего 
в SOS-регулон.

Штаммы E. coli, несущие lux-оперон, под воздейст-
вием индукторов окислительного стресса или ДНК-по-
вреждающих агентов начинают активно продуцировать 
люциферин-люциферазный комплекс, что приводит 
к повышению уровня биолюминесценции.

Штаммы предоставлены Г.Б. Завильгельским и И.В. Ма
нуховым (ГосНИИгенетика, г. Москва). Генотипы штам-
мов и конструкции рекомбинантных плазмид приведены 
в работах [14, 15].

При проведении экспериментов в качестве позитив-
ных контролей использовали:
•	 на биосенсоре E. coli MG1655 (pKat–lux) — ​

3 % раствор перекиси водорода (аптечный);
•	 на биосенсоре MG1655 (pSoxS–lux) — ​паракват, 

вызывающий формирование супероксид анион-ради-
кала;

•	 на биосенсоре E. coli MG1655 (pColD–lux) — ​мито-
мицин С, останавливающий синтез ДНК в результате 
образования как межнитевых сшивок, так и  сшивок 
ДНК — белок.

Измерение степени окислительного стресса 
и SOS-ответа
Бактерии выращивали в бульоне Луриа – Бертани (LB), 

содержащем 100 мкг/мл ампициллина. Ночную культуру 
разводили до концентрации 107 кл/мл в свежем бульоне 
и растили при 37° 2–3 ч. Затем пробы по 180 мкл вно-
сили в лунки 96-луночного планшета с 20 мкл раствора 
тестируемого агента в различной концентрации. В каче-
стве контроля служили растворитель (вода или раствор 
ДМСО). Уровень люминесценции бактерий измеряли на 
микропланшетном ридере Beckman coulter DTX 880 при 
комнатной температуре через определенные интервалы 
времени и выражали в условных единицах светового по-
тока (relative light units — ​RLU).

В предварительных экспериментах токсичные кон-
центрации тестируемых соединений определяли по по-
давлению люминесценции культур.
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В качестве главного параметра индукции люминесцен-
ции определяли фактор индукции по формуле R = I

ind /I0, 
где I0 

— ​уровень спонтанной люминесценции культуры 
(в  отсутствие индуктора), I

ind — ​уровень люминесцен-
ции в  присутствии исследуемого препарата. Признаком 
достоверности считали статистическое достоверное пре-
вышение I

ind
 над I0, оцениваемое по t-критерию. Все экс

перименты проводили в  четырех параллельных лунках 
планшета. Каждое соединение тестировалось в трех неза-
висимых экспериментах.

Химические соединения
Все химические соединения были аналитической чи-

стоты. Перекись водорода была получена из компании 
Ferraine (Россия). Митомицин С, паракват, цисплатина 
(цисдиаминодихлорплатина (II)), 4-НХО (4-нитрохино-
лин‑1-оксид), нитрозометилмочевина, стрептозотоцин, 
2-нитрофлуорен, 9-аминоакридин, актиномицин Д, эти-
дий бромид, 5-фторурацил, 2-аминопурин и 5-бромура-
цил получены от Sigma Chemical Со (США). Все тести-
руемые соединения металлов производства «Реахим» 
(Россия). Цифран (Ranbaхy)  — производства Индии, 
флуимуцил (Zambon)  — Италии, дюспаталин (Abbott 
Healthcare Products B.V.)  — Нидерландов, де-нол 
(Astellas) — Нидерландов, фурамаг и фурагин («Олайн-
фарм») — Латвии, липоевая кислота («Артезан Фарма 
ГмбХ и Ко. КГ») — Германии, глутатион восстановлен-
ный (AppliChem GmbH)  — Германии. Лекарственные 
препараты из российских фармацевтических компаний: 
диоксидин («Мосхимфармпрепараты»), метронидазол 
(«Обновление»), флуконазол («Вертекс»), мексидол 
(«Фармсофт»), фурацилин («Татхимфармпрепараты»), 
фуразолидон («Марбиофарм»), азитромицин («Произ-
водство медикаментов»), цефтриаксон («Деко»), оме-
празол («Озон»). Все растворы тестируемых соединений 
готовили непосредственно перед их использованием.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На первом этапе были определены оптимальные 
концентрации индукторов люминесценции и  основные 
параметры, характеризующие отклик lux-биосенсоров 
на воздействие стандартных индукторов, используемых 
в  качестве позитивного контроля. В качестве стандарт
ных индукторов окислительного стресса использова-
лись  перекись водорода на E. coli MG1655 (pKat–lux) 
и  паракват на MG1655 (pSox–lux), которые вызывают 
формирование в  бактериальных клетках пероксиданион 
и  супероксид  анион-радикал соответственно. Наиболее 
сильный отклик на окислительный стресс наблюдался 
у  E.  coli MG1655 (pKat–lux). При концентрации пере-
киси водорода 10–3М уровень индуцированной люми-
несценции у  этого биосенсора, выраженный в  условных 
единицах, превышал в  8–12 раз уровень спонтанной 
люминесценции культуры в зависимости от повторности 
эксперимента. Паракват индуцировал окислительный 
стресс у E. coli MG1655 (pSox–lux) в широком диапазоне 
концентраций от 10–5 до 2 . 10–3М, и при его максималь-
ной концентрации уровень индуцированной люминес-
ценции у этого биосенсора превышал в 4–6 раз уровень 
спонтанной люминесценции культуры. Штамм MG1655 
(pKat–lux) отличается от штамма MG1655 (pSox–lux) 
более высоким уровнем спонтанной биолюминесценции, 
обусловленной высоким внутриклеточным содержанием 
перекисей (табл. 1).

Для индукции SOS-ответа в  биосенсоре E. coli 
MG1655 (pColD–lux) был использован митомицин С, 
который формирует в  ДНК как аддукты, так и  межни-
тевые сшивки [20]. В  наших экспериментах SOS-ответ, 
индуцированный митомицином С, начинался при концен-
трации 4 . 10–5М и достигал максимума 2,25 . 10–4М. Са-
мый низкий уровень спонтанной люминесценции отмечен 
у штамма MG1655 (pColD–lux).

Биосенсор Индуктор
I0,

тыс. ед.
I

ind
,

тыс. ед.
I

ind /I0 С
Mmin С

Mmax

tmin, мин/
tmax, мин

E. coli 
(pKatG–lux)

H2O2 9–10 90–120 8–12 5·10–5 10–3 5/20

E. coli 
(pSoxS–lux)

Паракват 5–7 35–47 4–6 10–5 2·10–3 15/30

E. coli (pColD–lux)
Митоми-

цин С
3–4 12–18 4–6 4·10–5 2,25·10–4 30/60

Примечание: I0 — уровень спонтанной люминесценции культуры, I
ind

 — уровень индуцированной люминесценции культуры; 
С

Mmin — минимальная молярная концентрация индуктора, вызывающая достоверное повышение люминесценции; С
Mmax — мо-

лярная концентрация индуктора, при которой наблюдается максимальный уровень люминесценции; tmin — минимальное время 
ответа, когда наблюдается достоверное повышение люминесценции в присутствии индуктора; tmax — время достижения макси-
мального ответа к действию индуктора 

Таблица 1
Основные параметры индукции люминесценции у трех биосенсоров 
The main parameters of the luminescence induction in three biosensors
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Важной характеристикой биосенсоров является ми-
нимальное время ответа tmin, когда наблюдается досто-
верное повышение люминесценции в присутствии индук-
торов. У биосенсора E. coli MG1655 (pKat–lux) ответ на 
воздействие начинался через 5 мин и достигал максимума 
уже через 20 мин, у  E. coli MG1655 (pSox–lux) — ​че-
рез 15 мин и достигал максимума через 30 мин, а у E. coli 
MG1655 (pColD–lux) — ​через 30 мин и достигал макси-
мума через 60 мин (см. табл. 1).

Типичные графики зависимости индуцированной лю-
минесценции биосенсоров от концентрации индукторов 
представлены на рисунках 1–3. На рисунках приведены 
данные одного эксперимента в четырех повторностях.

В табл. 2 приведены результаты тестирования разно
образных химических соединений, преимущественно фар-
макологически активных, на трех биосенсорах. Они для 
краткости обозначены как сенсоры pKatG–lux, pSoxS–lux 
и  pColD–lux. Примененный набор сенсоров позволяет 
оценить оксидантную и  ДНК-повреждающую активности 
исследованных препаратов. По химической структуре и об-
ласти применения тестированные соединения можно услов-
но объединить в несколько групп: содержащие нитрогруп-
пу, соли металлов, аналоги оснований, интеркалирующие 
в  ДНК, противоопухолевые, антибактериальные и  разно
образные лекарственные средства, включая антиоксиданты.

В группу нитросоединений входят 4-НХО, 2-ни-
трофлуорен, антибактериальные средства нитрофурано-
вого ряда: фурацилин, фурамаг, фурагин, фуразолидон 
и метронидазол, относящийся к нитроимидазолам. Объ-
единяет эти соединения наличие в  их структуре нитро
группы, которая, в  результате восстановления бактери-
альной нитроредуктазой, образует реакционноспособный 
нитроксильный радикал [21]. Нитрофурановые соедине-
ния содержат нитрогруппу строго в  положении 5 фура-
нового цикла, и различия в активности и спектре дейст-
вия 5-нитрофурановых соединений зависят от характера 
заместителей в положении 2 фуранового цикла. Все ис-
пытанные нитросоединения индуцировали SOS-ответ 
у сенсора pColD–lux. Причем наиболее сильным индук-
тором был 4-НХО, который формирует в  ДНК аддукты 
с  пуриновыми основаниями [22]. Уровень SOS-ответа, 
индуцированного нитрофурановыми соединениями и ме-
тронидазолом, был намного ниже. Все тестированные 
соединения проявляют мутагенную активность на тест-
штаммах S. typhimurim [23].

Из всех тестированных нитросоединений только 
4-НХО индуцировал окислительный стресс у  сенсора 
pKatG–lux и в меньшей степени у pSoxS–lux, то есть 
показал способность генерировать в  бактериальных 
клетках как перекиси, так и  супероксиды. Последние 
образуются в результате одноэлектронного восстанов-
ления 4-НХО в  клетке с  образованием нитроксиль-
ного радикала и  переноса электрона из этого радика-
ла на кислород [24]. Из нитрофурановых соединений 
только фурацилин индуцировал окислительный стресс 

Рис. 1.	 Люминесценция сенсора E. coli MG1655 (pColD–lux), 
индуцированная митомицином С. Время экспози-
ции — 50 мин

Fig. 1.	 Luminescence of E. coli MG1655 (pColD–lux) induced 
by mitomycin C. The exposure time – 50 minutes

Рис. 2.	 Люминесценция сенсора E. coli MG1655 (pKatG–lux), 
индуцированная перекисью водорода. Время экспози-
ции — 25 мин

Fig. 2.	 Luminescence of E. coli MG1655 (pKatG–lux) induced 
by hydrogen peroxide. Exposure time – 25 minutes

Рис. 3.	 Люминесценция сенсора E. coli MG1655 (pSoxS–lux), 
индуцированная паракватом. Время экспозиции  — 
30 мин

Fig. 3.	 Luminescence of E. coli MG1655 (pSoxS–lux) induced 
by paraquat. Exposure time – 30 minutes
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№ Вещество
Концентрация,

10–3 М

Активность на сенсорах E. coli MG1655
Iind / I0* (р) Активность в тесте 

Эймса
pCol–lux pKat–lux pSox–lux

1 Н2О2 0,01–2,2
10,01

(3,7·10–9)
18,53

(2,2·10–7)
8,60

(6,5·10–8)
+ [4]

2 Паракват 0,04–2,0 –** 2,32
(2,5·10–9)

4,39
(1,0·10–7) + [4]

3 Митомицин С 0,001–0,1
13,80

(8,8·10–5)
– – + [4]

4 4-НХО 0,05–1,3
41,80

(3,7·10–5)
15,88

(6,5·10–10)
4,29

(4,7·10–6)
+ [23]

5 2-нитрофлуорен 0,02–0,7 – – – + [23]

6 Фурацилин 0,50–5,0
2,27

(1,2·10–5)
2,46

(2,9·10–6)
– + [33]

7 Фурамаг 0,50–5,0
5,73

(2,0·10–5)
– – + [33]

8 Фурагин 0,50–5,0
5,52

(8,4·10–6)
– – + [33]

9 Фуразолидон 0,50–5,0
4,53

(3,4·10–5)
– – + [23]

10 Метронидазол 0,1–5,3
3,18

(4,3·10–7)
– – + [23]

11 CdCl2 0,05–1,0 –
2,95

(2,5·10–6)
2,08

(4,8·10–5)
+ [25]

12 CdBr2 0,01–0,1 – – – – [34]

13 CsCl 0,05–1,0 – – – – [35]

14 MnCl2 0,05–1,0 – – – – [34]

15 ZnSO4 0,05–1,0 – – – – [36]

16 CuSO4 0,01–1,0 – – – – [36]

17 CoSO4 0,03–0,6 – – – – [34]

18 FeSO4 0,01–0,1 – – – – [36]

19 CrK(SO4)2 0,01–0,1 – – – – [25]

20 K2Cr2O7 0,03–0,6 – –
5,34

(5,0·10–7)
+ [25]

21 Диоксидин 0,45–4,50
11,47

(8,9·10–7)
– – + [33]

22 Ципрофлоксацин 0,04–41,0
2,70

(2,7·10–5)
– – + [28]

23 Цефтриаксон 0,02–1,8 – – – – [37]

24 Азитромицин 0,01–6,0 – – – – [38]

25 Флуконазол 0,03–32,0 – – – – [39]

26 2-аминопурин 0,05–5,0
3,06

(1,3·10–8)
– – + [29]

27 5-фторурацил 0,08–38,0 – – – – [40]

Таблица 2
Индукция люминесценции у бактериальных lux-биосенсоров солями тяжелых металлов и биологически актив-
ными препаратами 
The induction of luminescence in bacterial lux-biosensors with heavy metal salts and biologically active agents
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у  сенсора pKatG–lux. 2-Нитрофлуорен, проявляю-
щий себя как интеркалирующий агент на штаммах 
S.  typhimurim, был слабым индуктором SOS-ответа. 
Метронидазол не проявил активности ни на одном из 
биосенсоров, регистрирующих окислительный стресс. 
Различия в  активности тестированных нитросоедине-
ний как по спектру, так и по силе связаны со структур-
ными особенностями их метаболитов, образующихся 
после восстановления нитрогруппы, и  их дальнейшей 
ферментативной и спонтанной трансформацией в бак-
териальной клетке.

Вторая большая группа соединений — ​соли метал-
лов. Изучению генотоксичности этой группы соединений 
уделяется большое внимание. Ионы тяжелых металлов 
не проявляют мутагенной активности в  бактериальных 
тест-системах, однако отмечена цитогенетическая актив-

ность в  клеточных культурах и  в  растительных тест-си-
стемах [10, 25]. Известно, что ионы железа, меди, хрома, 
ванадия и кобальта участвуют в окислительно-восстано-
вительных реакциях  и  нарушение их физиологических 
концентраций может привести к  сдвигу редокс-статуса 
клетки. Это обстоятельство может быть причиной иници-
ации окислительного стресса перечисленными металла-
ми. Другая группа металлов, включающая ртуть, кадмий 
и никель, вызывает истощение глутатиона в клетке и дру-
гих антиоксидантных белков с  сульфгидрильными груп-
пами, приводящее к увеличению концентрации перекиси 
водорода в физиологических условиях [11]. Объединяю-
щим фактором при определении токсичности и канцеро-
генности для всех этих металлов является генерирование 
активных форм кислорода и  нитроксильных радикалов. 
Из 10 тестированных солей металлов в наших экспери-

№ Вещество
Концентрация,

10–3 М

Активность на сенсорах E. coli MG1655
Iind / I0* (р) Активность в тесте 

Эймса
pCol–lux pKat–lux pSox–lux

28 5-бромурацил 0,05–5,0
2,84

(6,6·10–6)
– – + [29]

29 5-фтордезок-сиуридин 0,02–0,4 – – – – [40]

30 9-аминоакридин 0,04–3,0 – – – + [23]

31 Бромид этидия 0,03–1,2 – – – + [23]

32 Акридин оранжевый 0,04–37,0 – – – + [23]

33 Нитрозометилмочевина 0,01–48,5 11,00
(2,4·10–7) – – + [23]

34 Стрептозоцин 0,04–1,8 7,41
(4,8·10–6) – – + [23]

35 Цисплатин 0,02–1,6 4,43
(7,7·10–6) – – + [41]

36 Дюспаталин 0,02–42,0 – 4,33
(1,3·10–5) – – [42]

37
Де-нол (висмута трикалия 

дицитрат)
0,01–1,4 – – – – [43]

38 Омепразол 0,03–5,0 – – – – [44]

39 Йод 0,04–15,0 3,99
(5,2·10–7) – – – [31]

40 Глутатион восстановленный 0,03–3,2 – – – – [45]

41 Липоевая кислота 0,001–0,06 – – – – [46]

42 Мексидол 0,02–18,0 – – – – [47]

43 Флуимуцил 0,06–60,0 – – – – [48]

44 Тауфон 3,2–31,0 – – – – [49]

45
1,3-дициклогексил карбо

диимид
0,1–15,0 – – – – [50]

46 Этанол 16–162 – – – – [23]

47 Диметилсульфоксид 1,4–14,0 – – – – [23]

Примечание: * фактор индукции R; ** «–» — нет индуцированной люминесценции (р > 0,05)

Таблица 2 (окончание)
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ментах окислительный стресс в клетках E. coli индуциро-
вали только хлористый кадмий и бихромат калия. Хлори-
стый кадмий проявил активность на сенсорах pKatG–lux 
и  pSoxS–lux, чувствительных к  присутствию перекисей 
и  супероксид анион-радикала, тогда как бихромат ка-
лия — ​только на штамме, регистрирующем супероксид 
анион-радикал. Оба эти соединения проявляют мутаген-
ную активность в тесте Эймса [25].

Были тестированы известные антибактериальные 
средства: диоксидин, ципрофлоксацин (цифран), цефтри-
аксон, азитромицин и противогрибковое средство флуко-
назол. Из них только диоксидин и  ципрофлоксацин по-
казали способность индуцировать SOS-ответ у  сенсора 
pColD–lux.

Диоксидин является мутагеном в тесте Эймса и инду-
цирует хромосомные аберрации в клетках млекопитаю-
щих как in vitro, так и  in vivo [26, 27]. Полагают, что 
он является ингибитором синтеза ДНК, однако механизм 
такого действия до сих пор не установлен.

Ципрофлоксацин — ​синтетическое фторхинолино-
вое антибактериальное средство широкого спектра дей-
ствия является ингибитором бактериальной ДНК-гира-
зы. Он проявляет мутагенную активность в тесте Эймса 
только на штамме S. typhimurium ТА 102 [28], а также 
активен в SOS-хромотесте [6].

Цефтриаксон, азитромицин и флуконазол не прояви-
ли активности на биосенсорах, нет данных об их мутаген-
ной активности и в тесте Эймса. Цефтриаксон является 
антибактериальным средством широкого спектра дей-
ствия, нарушающим биосинтез мукопептида клеточной 
стенки бактерий. Азитромицин связывается с 50S-субъ-
единицей рибосом, угнетает пептидтранслоказу на ста-
дии трансляции и подавляет биосинтез белка, замедляя 
рост и размножение бактерий. Флуконазол — ​противо
грибковое средство, блокирует превращение ланосте-
рола клеток грибов в мембранный липид — ​эргостерол, 
что приводит к  увеличению проницаемости клеточной 
мембраны и прекращению роста грибов.

Из тестированных аналогов оснований (2-аминопу-
рин, 5-бромурацил, 5-фторурацил, 5-фтордезоксиури-
дин)  только 2-аминопурин и  5-бромурацил в  высоких 
концентрациях индуцировали SOS-ответ на сенсоре 
pColD–lux. Надо отметить, что оба соединения проявляют 
мутагенную активность на тест-штаммах S. typhimurium 
ТА 1535 [29].

5-Фторурацил, являющийся структурным аналогом 
пиримидина, используется в медицинской практике в ка-
честве противоопухолевого агента. Препарат метабо-
лизируется в  опухолевой ткани с  образованием 5-фтор
уридин трифосфата и 5-фтордезоксиуридина. Последний 
ингибирует тимидилатсинтетазу, что приводит к дефициту 
тимидина и ингибированию синтеза ДНК [30].

Интеркалирующие в  ДНК соединения — ​акридин 
оранжевый, 9-аминоакридин, этидий бромид не про-
явили активности ни на одном из трех сенсоров. Тем не 

менее они являются мутагенами в тесте Эймса и индуци-
руют мутации сдвига рамки считывания у  тест-штаммов 
S. typhimurim ТА 1538 и ТА98 [23].

Мутагенные в  тесте Эймса противоопухолевые пре-
параты — ​нитрозометилмочевина, стрептозотоцин и цис
платин индуцировали SOS-ответ у  сенсора pColD–lux, 
но не были активны на других сенсорах [23]. Нитрозо-
метилмочевина является классическим алкилирующим 
агентом, и ее мутагенная активность обусловлена обра-
зованием метилкарбониевых ионов, образующихся при 
биотрансформации в  клетке. Стрептозоцин (2-дезок-
си‑2-(3-метил‑3-нитрозо-мочевина)-глюкозамин) — ​
антибиотик, продуцируемый Streptomyces аеrotogenes, 
по химическому строению относится к  производным 
нитрозометилмочевины. Мутагенная активность стреп-
тозоцина также обусловлена образованием метилкарбо-
ниевых ионов. Цисплатин способен связываться с ДНК 
клеток, образуя поперечные связи, приводящие к подав-
лению синтеза нуклеиновых кислот и гибели клеток.

Из широко применяемых в  медицинской практике 
препаратов для лечения желудочно-кишечных заболева-
ний были тестированы дюспаталин, де-нол и омепразол. 
Дюспаталин, действующим веществом которого являет-
ся мебеверин (мебеверина гидрохлорид), способствует 
расслаблению гладкой мышцы и устранению связанного 
с  сильным напряжением болевого синдрома и  спазма. 
Препарат проявил активность на сенсоре pKatG–lux, 
что указывает на его способность увеличивать уровень 
перекисей в  клетке, приводящий к  окислительному 
стрессу. Противоязвенные препараты де-нол и омепра-
зол не показали активности ни на одном из биосенсоров. 
Де-нол в качестве активного вещества содержит висмута 
трикалия дицитрат. Препарат обладает бактерицидной 
активностью в отношении Helicobacter pylori. Омепра-
зол — ​ингибитор протонного насоса. Применяется при 
язвенной болезни желудка и двенадцатиперстной кишки 
в фазе обострения.

Для изучения генотоксичности йода в качестве исход-
ного раствора использовали антисептик — ​медицинский 
5 % водно-спиртовой раствор йода. Йод в  очень низ-
ких концентрациях индуцировал SOS-ответ у  сенсора 
pColD–lux, но не вызывал регистрируемого окислитель-
ного стресса в бактериальных клетках. Йод не является 
мутагеном в тесте Эймса [31].

Антиоксиданты — ​глутатион восстановленный, ли-
поевая кислота, мексидол, тауфон (тауриновая кислота) 
и  ацетилцистеин (муколитик флуимуцил) не вызывали 
повышения люминесценции биосенсоров. Глутатион 
и  липоевая кислота существенно снижали спонтан-
ный уровень люминесценции у  сенсоров pKatG–lux 
и pSoxS–lux, что указывает на их способность снижать 
внутриклеточный уровень перекисей и  супероксидных 
радикалов. Антиоксидантный эффект ацетилцистеина 
обусловлен наличием SH-группы, нейтрализующей оки-
слительные электрофильные токсины.
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1,3-дициклогексилкарбодиимид — ​реагент, широко 
применяющийся в органическом синтезе, этанол, а так-
же диметилсульфоксид, использованный в качестве рас-
творителя, не показали активности.

ОБСУЖДЕНИЕ

При формировании набора lux-биосенсоров для детек-
ции SOS-ответа из двух штаммов Е. coli MG1655 (pColD) 
и Е. coli MG1655 (pRecA) нами был выбран штамм с про-
мотором колицинового гена cda (pColD). Выбор был осно-
ван на данных, показавших, что сенсор pColD–lux по таким 
параметрам, как пороговая чувствительность, амплитуда 
и время ответа, превосходит сенсор pRecA–luх [15]. Кро-
ме того, сравнительный анализ свойств SOS-биосенсоров 
с промоторами генов rесА, cda, umuDC, sulA при исполь-
зовании в качестве гена-репортера зеленого флуоресцент
ного gfp также показал, что лучшими характеристиками 
обладает биосенсор с промотором гена cda [32].

При валидации новой тест-системы принято сравни-
вать полученные результаты с ранее полученными данными 
в других тест-системах. В настоящей работе была изучена 
активность на lux-биосенсорах 47 веществ, включая такие 
органические растворители, как диметилсульфоксид и эта-
нол. 20 веществ показали активность в использованной ба-
тарее биосенсоров: 16 веществ индуцировали SOS-ответ, 
6 — ​индуцировали окислительный стресс. Сравнение по-
лученных результатов с данными о мутагенной активности 
этих препаратов в тесте Эймса показало полное совпаде-
ние результатов для 42 веществ (см. табл. 2).

Известные мутагены-интеркаляторы в  тесте Эйм-
са — ​акридин оранжевый, 9-аминоакридин и  бромид 
этидия — ​не проявили активности на биосенсорах. Од-
нако дюспаталин и йод, не проявившие мутагенную ак-
тивность в тесте Эймса, показали активность на сенсо-
рах pKatG–lux и pColD–lux соответственно.

Цифрофлоксацин и  йод индуцировали SOS-ответ 
у сенсора pColD–lux. Оба они активны в SOS-хромоте-
сте [6] и проявляют генотоксичность в клеточных куль-
турах [31, 51].

Следует отметить, что мутагенная активность пере-
киси водорода, параквата, хлористого кадмия и бихрома-
та калия в тесте Эймса была достоверно выявлена толь-
ко на штамме S. typhimurim ТА102 [4, 25, 28].

Из полученных результатов следует, что использо-
ванные нами сенсоры эффективно выявили вещества, 
проявляющие мутагенную активность в тесте Эймса на 
штамме S. typhimurium ТА102.

Обращает на себя внимание способность дюспатали-
на (мебеверин гидрохлорид) увеличивать уровень пере-
кисей в клетке, приводящий к окислительному стрессу на 
сенсоре pKatG–lux. Однако в доступной литературе нет 
результатов его тестирования на штамме S. typhimurium 
ТА102, что указывает на необходимость более тщатель-
ного изучения его мутагенной активности.

Сравнение результатов тестирования веществ на 
сенсоре pColD–lux совпало с  данными, приведенными 
в сводке результатов изучения большого числа веществ 
в  SOS-хромотесте [6]. Это означает, что данные, по-
лученные люминесцентным методом, аналогичны ре-
зультатам колориметрического метода детектирования 
SOS-ответа с помощью штамма E. coli PQ37, у которого 
ген lacZ слит с  промотором гена sfiA, входящего в  си-
стему SOS-ответа [5]. Ответ люминесцентного сенсора 
pColD–lux регистрируется по интенсивности свечения, 
тогда как ответ штамма E. coli PQ37 — ​по результатам 
биохимической реакции  галактозидазы с  субстратом 
ОНФГ  (о-нитрофенил-β-D-галактопиранозил).  При 
этом из бесцветного субстрата ОНФГ высвобождается 
нитрофенил желтого цвета, и  по интенсивного желтой 
окраски можно судить об активности β-галактозидазы, 
то есть об уровне SOS-ответа [5]. Ретроспективный 
анализ результатов тестирования 452 химических со-
единений в  SOS-хромотесте и  в  тесте Эймса показал 
82 %  совпадение результатов, то есть 378 соединений 
проявили одинаковую активность в обоих тестах [6].

С точки зрения технического выполнения люминес-
центный анализ более удобен и  экономичен, чем коло-
риметрический SOS-хромотест. При люминесцентном 
анализе регистрация ответа происходит по свечению 
бактерий и не требует дополнительных манипуляций, та-
ких как лизис бактерий после инкубации и определение 
ферментативной активности. Непосредственный анализ 
люминесценции бактерий позволяет одновременно реги-
стрировать зависимость SOS-ответа как от концентра-
ции тестируемого соединения, так и от продолжительно-
сти инкубирования в динамике. Тест отличается высокой 
чувствительностью и  быстротой выполнения, результа-
ты можно получить в течение 3–4 часов, и, в отличие от 
теста Эймса, он легко поддается автоматизации.

Таким образом, бактериальные luх-биосенсоры, 
основанные на штаммах E. coli, несущие рекомбинант
ную плазмиду с lux-опероном люминесцирующей бакте-
рии Photorhabdus luminescens, слитым с  промоторами 
генов супероксиддисмутазы SoxS, каталазы KatG и  ко-
лицина ColD, эффективно выявляли мутагенные в тесте 
Эймса соединения. Необходима дальнейшая валидация 
теста с  применением системы метаболической актива-
ции химических соединений, по итогам которой  можно 
будет рассматривать вопрос о рекомендации luх-биосен-
соров для скрининга химических соединений на потенци-
альную мутагенную активность.
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Lux-biosensors: screening biologically active 
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CC Summary: To study the ability of metal salts and pharmacologi-

cally active drugs to induce the oxidative stress and SOS response in 

bacteria, a set of lux-biosensors was used. The sensors were based 

on three E.  coli strains carrying recombinant plasmids with lux-

operon fused to the promoters of SoxS (superoxide dismutase), KatG 

(catalase-peroxidase) and ColD (colicin D) genes. The created bio-

sensors were used to analyze the activity of 47 substances, with 16 of 

them identified to induce SOS-response and 6 – to induce oxidative 

stress. The results observed were compared to the previously pub-

lished data on the mutagenic activity of the same 47 substances eval-

uated using Ames test. The comparison had shown full coincidence 

for 42 from 47 substances analyzed. We discuss the possibility to use 

the lux-based biosensors for the screening of the genetic activity of 

chemical compounds.

CC Keywords: lux-biosensors; oxidative stress; SOS-response; Ames 
test; genotoxicity; heavy metals; drugs.
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