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Описаны методика биотестирования, предусматривающая регистрацию изменений интенсивностей 
упругого светорассеяния, светопоглощения и собственной фотофлуоресценции белковой составляющей, 
а также определение концентрации и коэффициентов структуризации геномной составляющей образ-
цов с жизнеспособными одноклеточными тестовыми организмами, инкубируемыми в жидкой пита-
тельной среде в присутствии и в отсутствие различных внешних химических факторов. Представлены 
результаты анализа с помощью данной методики антибиотической активности катионов разных метал-
лов. Показано, что с помощью данной методики можно существенно более экспрессно, объективно 
и комплексно, чем при использовании стандартных визуальных методов микробиотестирования, оце-
нивать влияние на скорость размножения, метаболитическую активность и структуру генома тестовых 
организмов образцов различной продукции, отходов и т.п.
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МИКРОБИОЛОГИЯ

Как уже говорилось [1], разработка методов экс-
прессного биотестирования различной продукции, 
отходов и т.п. является весьма актуальной задачей. 
Вследствие этого исходя из результатов исследова-
ний свойств различных ДНК-флуорофоров, пред-
ставленных в работе [1], а также многолетних автор-
ских наработок по различным способам инструмен-
тального биотестирования, описанных, в частности, 
в работах [2–13], авторские права на которые защи-
щены рядом патентов [14, 15], нами была разрабо-
тана следующая методика оптического белково-
геномного биотестирования.

Сначала готовится тестовая среда (ТС), представ-
ляющая собой водный раствор, содержащий доста-
точное количество жизнеспособных одноклеточных 
тестовых организмов (ТО), а также веществ, необ-
ходимых для поддержания их жизнедеятельности. 
Затем эта ТС разливается в измерительные ёмкости 
(ИЕ). Далее в каждую из тестовых ИЕ добавляется 
также определённое количество тестируемого фак-
тора (ТФ, в качестве которого могут выступать 
не только различные образцы жидкой, твёрдой или 
газообразной продукции, но и пробы, взятые возле 

источников выбросов или на территориях, эколо-
гическое состояние которых требуется оценить, 
и т.п.). После чего все ИЕ, включая как тестовые 
(содержащие ТС + ТФ), так и контрольные (содер-
жащие только ТС), инкубируются в течение несколь-
ких часов при заданной температуре.

При этом перед началом и через каждые k часов 
такой инкубации у ТС, содержащейся в упомянутых 
ИЕ, регистрируются интенсивность упругого све-
торассеяния (IOD), а также интенсивность светопо-
глощения и собственной фотофлуоресценции бел-
ковой составляющей (AP и IP). Плюс с помощью 
системы из нескольких синтетических флуорофоров 
со взаимодополняющими оптическими и комплек-
сообразующими с ДНК свойствами оцениваются 
концентрация и коэффициенты структуризации 
геномной составляющей ТО (CD, KSG1 и KSG2). При-
чём, как будет показано ниже, все эти параметры 
могут быть определены с помощью всего лишь од-
ного прибора (спектрофлуориметра среднего класса 
точности) с затратой всего нескольких минут на одно 
совместное определение IOD, AP, IP, CD, KSG1 и KSG2, 
характеризующих разные аспекты влияния ТФ 
на ТО. А k может быть равно либо всему периоду 
инкубации (которая в зависимости от конечной цели 
анализа проводится до достижения ТО в ИЕ началь-
ной, экспоненциальной либо стационарной фазы 
развития); либо части этого периода (в случае необ-
ходимости оценки влияния ТФ на динамику жиз-
недеятельности ТО во всех фазах развития по-
следних).
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Затем общую степень активирования или инги-
бирования (+/-) ТФ жизнедеятельности ТО через k 
часов их инкубирования рассчитывают по формуле 

 εM,k = (εIod,k + εAp,k + εIp,k + εCd,k)/4,

а меру влияния ТФ на структуру генома ТО опреде-
ляют как

  mG,k = (mKsg1,k + mKsg2,k)/2.

Здесь

 εi,k = 100(ΔYT,i,k -  ΔYC,i,k)/ΔYC,i,k, 

 mi,k = 100(ΔZT,i,k - ΔZC,i,k)/ΔZC,i,k,

а 

 ΔY N Y Y Yi k k i j i j i j
j

, , , , , , ,( )= -∑ 0 0/  

и 

 ΔZ N Z Z Zi k i j i j i j
j

= -∑( ), , , , , ,0 0/  

—  средние по выборке из j = 1, 2, …, N параллельных 
ИЕ (содержащих одинаковое количество ТФ в оди-
наковых ТС) разности значений Yi параметров (таких 
как IOD, AP, IP и CD) и Zi коэффициентов (таких как 
KSG1 и KSG2) вначале (Y0 и Z0) и через k часов (Yk и Zk) 
инкубирования ТС в присутствии ТФ (ΔYT и ΔZT 
в тестовых ИЕ) и в их отсутствие (ΔYC и ΔZC в кон-
трольных ИЕ).

При этом следует учитывать, что как ε, так и m 
определяются во всех случаях исключительно в про-
центах по отношению к контрольным ИЕ (содер-
жащим те же ТС, что и тестовые ИЕ, но без ТФ). 
А для определения таких параметров ТС, как CD, 
KSG1 и KSG2, может быть использована система из та-
ких флуорофоров, как Hoechst-33258 (Ht) и этидий 
бромид (ЕБ). При этом Ht присоединяется к моле-
куле ДНК “снаружи” и предпочтительно специфи-
чен к участкам её двойной спирали, содержащим 
три последовательно расположенных аденино-ти-
миновых и одну гуанино-цитозиновую пары осно-
ваний. Этидия бромид представляет собой интер-
калятор, прослаивающийся между двумя парами 
оснований двойной спирали ДНК и специфичный 
в основном к вторичному и более высоким порядкам 
организации её молекулы (хотя и с некоторым пред-
почтением к участкам ДНК, богатым гуанином и ци-
тозином). И с помощью Ht и ЕБ определение CD, 
KSG1 и KSG2 у ТС может быть следующим.

После измерения IOD, AP и IP в исходной пробе 
ТС из ИЕ часть этой пробы обрабатывается лизиру-
ющей смесью (для разрушения клеточных стенок 
и мембран, обеспечивающего доступ используемых 

флуорофоров к внутриклеточной ДНК). Затем про-
изводится разбавление обработанной части пробы 
(в 10 раз или более), буферирование её (по рН, ион-
ной силе и т.п.) и разделение на ещё три равных 
части.

Далее определяется концентрация ДНК в ТС (CD) 
по следующим этапам. Для этого производится из-
мерение при длинах волн возбуждения и эмиссии 
lEX = 350 и lEM = 455 нм фоновой интенсивности 
флуоресценции первой части пробы (IF0) и Ht (IF1); 
измерение при тех же lEX и lEM интенсивности флуо-
ресценции первой части пробы после добавления 
к ней Ht (ID) и последующего добавления стан-
дартной ДНК (ISD); и вычисление CD  =  CDH  =
= аСSD(ID -  IF0 -  IF1)/(ISD -  ID), где СSD и а —  соответ-
ственно концентрация стандартной ДНК в первой 
части пробы и разбавление последней относительно 
исходной.

Параметр CDE определяется аналогично CDH, 
но со второй частью пробы, флуорофором ЕБ вместо 
Ht и при lEX = 520 и lEM = 605 нм. После чего по фор-
муле KSG1 = CDE/CDH вычисляется первый коэффи-
циент геномной структуризации ТС. При этом из-
менение значения KSG1 (относительно ТС, содержа-
щейся в контрольных ИЕ, либо начала инкубации 
анализируемых ИЕ) должно отражать изменения 
в характере третичного и более высоких порядков 
организации структуры генома ТО, содержащихся 
в анализируемой ТС (поскольку ЕБ к ним суще-
ственно более специфичен, чем Ht).

И наконец при lEX = 350 и lEM = 605 нм опреде-
ляется интенсивность флуоресценции второй части 
пробы после добавления к ней Ht (IF3) и последу-
ющего добавления ЕБ (IR). После чего по формуле 
KSG2 = (IR -  IF3)/СDH вычисляется второй коэффици-
ент геномной структуризации ТС. При этом изме-
нение значения KSG2 также должно отражать изме-
нения в характере первичного и более высоких по-
рядков организации структуры генома ТО, однако 
иным, чем в случае KSG1, образом (поскольку значе-
ние KSG2 зависит от эффективности резонансного 
переноса энергии между Ht и ЕБ, которая, в свою 
очередь, будет тем большей, чем ближе друг к другу 
будут специфически сорбироваться на ДНК моле-
кулы упомянутых флуорофоров).

С помощью этой методики мы оценивали ток-
сикобезопасность различных отходов человеческой 
жизнедеятельности (включая отработанные буровые 
растворы до и после их очистки), а также про- и ан-
тибиотические свойства многих видов продукции, 
веществ и материалов (включая различные нефте-
продукты, лекарственные препараты, более 100 ви-
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дов эфирных масел и иных экстрактов, промыш-
ленно получаемых из различного растительного 
сырья, в том числе с использованием в качестве 
экстрагента сжиженного углекислого газа, и многое 
другое). Однако в данной работе в качестве примера 
конкретной реализации описанной методики нам бы 
хотелось представить результаты проведённой нами 
сравнительной оценки влияния на жизненную ак-
тивность разных представителей природной мик-
рофлоры наиболее устойчивых ионных форм таких 
металлов, как Al, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ag, Cd, 
Sn, Hg, Pb и Bi. Эти металлы были выбраны нами 
в качестве объектов анализа потому, что они яв- 
ляются одними из наиболее распространённых 
и устойчивых антропогенных поллютантов, а, кроме 
того, способны быть доступными и эффективными 
регуляторами активности любого живого организма 
(вследствие того, в частности, что многие из упомя-
нутых металлов входят в состав реакционных и ре-
гуляторных центров большинства ферментов, а дру-
гие металлы способны первые в этих центрах заме-
щать).

В ходе описываемого исследования для большей 
его репрезентативности в качестве ТО мы исполь-
зовали таких типичных представителей разных так-
сономических групп, как Escherichia coli, Rhodotorula 
glutinis и Chlorella vulgaris, а в качестве ТС —  раствор 
с рН 7,2 ± 0,2, содержащий 20 г/л сахарозы + 3 г/л 
NH4NO3 + 1 г/л KН2РО4 + 1 г/л NaН2РО4 + 1,5 г/л 
(NH4)2S + 0,3 г/л Mg(NO3)2, приготовленный на ос-
нове стерилизованной природной воды (содержащей 
в необходимых количествах все микроэлементы, 
нужные для поддержания жизнедеятельности ТО). 
Все ТО инкубировали в этой ТС в присутствии 
и в отсутствие ТФ в течение 7 ч при 30 °C. А все 
оптические измерения производили с помощью 
спектрофлуориметра “СМ 2203” (Беларусь). При 
этом для всех ТО CD, KSG1 и KSG2 определяли, как 
описано выше (с добавлением к 1 мл анализируемой 
пробы в качестве “внутреннего стандарта”; 0,02 мл 
водного раствора, содержащего 60 мкг/мл ДНК ти-
муса телёнка, обработанного предварительно для 
гомогенизации ультразвуком в течение 15 с при силе 
тока 0,3 A на резонансной частоте 22 кГц), AP опре-

Таблица 1. Cтепень ингибирования жизнедеятельности (εM, %) и влияния на структуру генома (mG, %) разных представите-
лей природной микрофлоры разных концентраций катионов различных металлов

Катион Mn2+ Cr3+ Fe3+ Co2+ Zn2+ Mn2+ Cr3+ Fe3+ Co2+ Zn2+

Концентрация 0,03 М 0,01 М

E. coli –83
+42

–80
+42

–64
+36

–69
+38

–32
+19

–17
+9

–16
+10

–8
+5

–9
+5

–2
+1

R. glutinis –80
+40

–79
+40

–46
+31

–52
+27

–27
+18

–15
+8

–14
+9

–5
+3

–8
+5

+1
0

C. vulgaris –77
+39

–78
+39

–23
+12

–43
+25

–20
+14

–12
+8

–13
+7

+10
–5

–4
+2

+3
–1

Катион Ni2+ Cu2+ Al3+ Ag+ Cd2+ Sn2+ Hg2+ Pb2+ Bi2+

Концентрация 0,0008 М

E. coli –48
+28

–78
+40

–96
+46

–89
+45

–82
+44

–93
+45

–93
+44

–55
+32

–90
+45

R. glutinis –54
+31

–48
+28

–89
+42

–52
+30

–59
+35

–59
+31

–91
+44

–57
+34

–93
+44

C. vulgaris –60
+33

–41
+25

–88
+43

–70
+37

–85
+43

–70
+36

–95
+45

–75
+38

–99
+45

Катион Ni2+ Cu2+ Al3+ Ag+ Cd2+ Sn2+ Hg2+ Pb2+ Bi2+

Концентрация 0,0002 М

E. coli –20
+12

–32
+18

–68
+38

–52
+30

–47
+27

–56
+31

–85
+45

–22
+13

–89
+45

R. glutinis –24
+14

–18
+11

–41
+23

–31
+18

–23
+15

–26
+15

–78
+42

–21
+12

–81
+43

C. vulgaris –26
+13

–13
+8

–64
+35

–43
+24

–51
+28

–30
+18

–80
+42

–16
+9

–86
+44

Примечания. В каждой числовой ячейке таблицы сверху указаны значения εM, а снизу mG, определявшиеся через 7 ч 
инкубирования ТО с ТФ (для более “тонкой” оценки влияния ТФ на динамику жизнедеятельности ТО εM во всех случаях 
определялись нами через каждый час инкубирования ИЕ, но вследствие ограниченности объёма сообщения здесь эти 
данные не показаны). При этом относительная ошибка определения εM и mG для всех их значений находилась в диапазоне 
от 10 до 20%.
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деляли фотометрически при длине волны l = 330 нм, 
а IOD —  нефелометрически (как кажущуюся интен-
сивность резонансной флуоресценции ТС) при 
l = 520 нм. В то же время IP определяли для E.coli 
при lEX = 375 и lEM = 465 нм, для C. vulgaris —  при 
lEX = 375 нм и lEM = 685 нм, а для R. glutinis IP 
не определяли (поскольку клеточная стенка этих ТО 
эффективно гасит их собственную белковую фо-
тофлуоресценцию).

Основные результаты этого исследования при-
ведены в табл. 1. Отсюда видно, что в целом по сте-
пени убывания ингибирующей активности в отно-
шении ТО (выражающейся в уменьшении скорости 
размножения ТО, характеризуемой величинами εIod 
и εCd; снижении метаболитической активности ТО, 
характеризуемой величинами εAp и εIp, а также в бо-
лее выраженном изменении пространственной 
структуры генома ТО в ходе их жизнедеятельности 
в присутствии ТФ по сравнению с таковым в отсут-
ствие ТФ, характеризуемом величинами mKsg1 и mKsg2) 
исследованные ионные формы металлов можно 
выстроить в следующий ряд:

 Bi2+ ≈ Hg2+ > Al3+ > Sn2+ ≈ Ag+ ≈ Cd2+ > Cu2+ ≈
≈ Ni2+ ≈ Pb2+ > Mn2+ ≈ Cr3+ > Co2+ ≈ Fe3+ > Zn2+

(учитывая, однако, что в зависимости от вида 
и штамма ТО порядок металлов в этом ряду может 
в некоторой степени меняться, что особенно отчёт-
ливо видно на примере влияния на жизнедеятель-
ность E. coli и C. vulgaris ионов Cu2+, Ni2+,  Fe3+ 
и Zn2+).

Таким образом, мы видим, что с помощью пред-
ставленной в настоящей работе методики биотес-
тирования, используя всего лишь один измеритель-
ный прибор среднего класса точности, можно су-
щественно более экспрессно, объективно и инфор-
мативно, чем при использовании стандартных ви-
зуальных методов микробиотестирования, оценивать 
влияние на скорость размножения, метаболитиче-
скую активность и структуру генома ТО (в том числе 
пространственную) образцов различной продукции, 
отходов и т.п. А это, в свою очередь, сможет повы-
сить качество и безопасность жизни людей, потре-
бляющих упомянутую продукцию, проживающих 
вблизи возможных источников загрязнения окру-
жающей среды и т.п.
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The biotesting procedure is described, which provides for recording changes in the intensities of elastic light scat-
tering, light absorption and intrinsic photofluorescence of the protein component, as well as determination of 
concentration and structuring coefficients of the genomic component of samples with viable unicellular test or-
ganisms, incubated in a liquid nutrient medium in the presence and absence of various external chemical factors. 
The results of the analysis using this technique of the antibiotic activity of cations of various metals are presented. 
It is shown that using this technique can be much more rapid, objectively and comprehensively than using standard 
visual microbiotesting methods, to assess the effect on reproduction rate, metabolic activity and genome structure 
of test organisms of samples of various products, wastes, etc.
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