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“высокообучаемых”, для которой было характер-
но исходно меньшее напряжение симпатического 
отдела вегетативной нервной системы. Однако 
межгрупповые различия, как и при регистрации 
в состоянии покоя, не достигали уровня статисти-
ческой значимости. Следовательно, использова-
ние показателей активности вегетативной нерв-
ной системы для индивидуального прогнозирова-
ния успешности обучения управлению тонусом 
церебральных сосудов с БОС представляется не-
целесообразным. 

Таким образом, анализ информативности 
нейрофизиологических характеристик, парамет-
ров психоэмоциональной сферы и особенностей 
вегетативного реагирования позволил рекомен-
довать для прогнозирования успешности обуче-
ния управлению тонусом церебральных сосудов 
с БОС лишь часть из них. В целом отмечается 
ограниченная значимость личностных психологи-
ческих характеристик (за исключением гипертим-
ности) и параметров вегетативной реактивности 
для прогнозирования степени успешности БОС-
тренингов у здоровых лиц. Проведенное иссле-
дование показало наличие межгрупповых разли-
чий по выраженности гипертимности, амплитуды 
дельта-активности и индекса мощности дельта- 
и альфа-ритмов, а также по амплитуде волны P3 
когнитивных вызванных потенциалов.  

Преобладание в спектре ЭЭГ обследуемых 
первой группы активности в альфа- и бета-
диапазонах и слабая выраженность пространст-
венной синхронизации биопотенциалов харак-
терны для формирования более адекватных ус-
ловий протекания информационных процессов 
[7]. Данные изменения могут свидетельствовать 
об активации таламических пейсмейкерных кле-
ток [11]. Наличие сходных изменений биоэлек-
трической активности мозга, отмечаемых при 
БОС по параметрам ЭЭГ, позволяет предполо-
жить общность механизмов реализации данных 
видов биоуправления с обратной связью, заклю-
чающихся в изменении уровня функционирова-
ния лимбических структур [8].  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, учет индивидуальных ней-

рофизиологических особенностей человека от-
крывает более широкие перспективы для прогно-
зирования и возможности целенаправленного 
использования метода биологической обратной 
связи по параметрам мозговой гемодинамики. 
При определении способности к обучению про-
извольному управлению параметрами цереб-
ральной гемодинамики прогностически значимыми 
являются амплитуда дельта-активности и индекс 
мощности дельта- и альфа-ритмов электроэнце-
фалограммы, амплитуда когнитивных вызванных 
потенциалов. 
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Методом транспозонного мутагенеза получе-

ны штаммы B. mallei, дефектные по продукции эк-
зопротеаз. Мутанты охарактеризованы по спектру 
активности внеклеточных ферментов, вирулент-
ности и ряду других свойств. Изучен белковый 
спектр мутантных штаммов методами электрофо-
реза в SDS-PAAG и иммуноблоттинга, показано 
связанное с изменениями протеолитической ак-
тивности штаммов варьирование в составе и ка-
чественных характеристиках клеточных белков. 

Возбудитель сапа (B. mallei) известен как 
высокопатогенный микроорганизм, способный 
вызывать тяжелое инфекционное заболевание 
человека и некоторых видов животных [2, 3]. 
Представление о факторах его патогенности до 
настоящего времени носит достаточно общий 
характер. Принято считать, что B. mallei обладает 
очень низкой активностью внеклеточных фер-
ментов, которая в ряду таксономических крите-
риев расценивается у этого вида, как отрица-
тельный признак [5]. Вместе с тем, трудно пред-
ставить, чтобы этот микроорганизм не использо-
вал ферментные системы в реализации своих 
важнейших биологических свойств. Известно, что 
родственные B. mallei представители рода 
Burkholderia продуцируют ряд ферментов, кото-
рые рассматривают в качестве вероятных фак-
торов их патогенности [7]. Так, в последнее вре-
мя появились данные, указывающие на возмож-
ную патогенетическую роль в инфекционном 
процессе, вызываемом Burkholderia pseudomallei 
и Burkholderia сepacia, фосфолипазы С и кислой 
фосфатазы [6, 9]. 

 
ЦЕЛЬ РАБОТЫ 
Выяснить изменения некоторых фенотипи-

ческих свойств B. mallei, в том числе вирулентно-
сти, возникающие в связи с особенностями про-
дукции внеклеточных ферментов. С этой целью 
было проведено получение мутантов, дефектных 
по синтезу внеклеточных ферментов, изучение 
у них дополнительных фенотипических свойств 
и определение взаимосвязи их с признаком 
ферментативной активности. 

 
МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ 
В работе использовали дикие штаммы 

B. mallei Ц-4, 10230, Р-1, В-120, 8, 11, Z-12, Ива-
нович, Ц-5. 

Для культивирования B. mallei применяли 
L агар (ЛА), мясо-пептонный агар (МПА), Nutrient 
agar ("Difco", США) (ПА), агар на основе гидроли-
зата казеина (ГКА). 

Дефектные по продукции ферментов мутан-
ты получали с применением транспозонного му-
тагенеза [1]. Для включения транспозона Tn5 
в хромосому B. mallei, штаммы скрещивали с E. coli 
S 17-1 (pSUP5011) на поверхности ЛА 18 ч. 
Коньюгационные смеси высевали на ГКА с кана-
мицином (10 мкг/мл) и полимиксином (700 
мкг/мл). Все Km

R
Pmx

R 
клоны трансконьюгантов 

B. mallei с предполагаемыми включениями в хро-
мосому транспозона Tn5 или плазмиды тестирова-
ли на наличие ферментативной активности (гемо-
литической, протеазной, лецитиназной, липазной).  

Ферментативную активность определяли на 
плотных питательных средах, содержащих необ-
ходимые субстраты [8]. Изолированные колонии 
инкубировали при 37 °С от 2 до 10 суток. 

Вирулентность культур определяли на мо-
дели золотистых хомячков при подкожном зара-
жении их дозой 1х10

7 
м. к. За животными наблю-

дали в течение 30 суток, учитывая при этом 
среднюю продолжительность жизни в сравнении 
с контрольной группой, зараженной той же дозой 
дикого штамма. Авирулентными считали штам-
мы, не вызывавшие гибели экспериментальных 
животных при заражении указанной дозой. В от-
дельных случаях вирулентность оценивали по 
устойчивости микробных клеток к фагоцитозу пе-
ритонеальными макрофагами морской свинки [4].  

Для получения тотальных препаратов кле-
точных белков бактериальные клетки, выращен-
ные в течение 24 ч на плотной питательной сре-
де, суспендировали в минимальном объеме ли-
зирующего буфера (0,0625 М Tрис-HCl, рН 6,8, 
2 %-й SDS, 5 %-й 2-меркаптоэтанол, 10 %-й гли-
церин) при соотношении объемов бактериальной 
массы и лизирующего буфера 1:5. Полученный 
лизат инкубировали в течение 10 мин при 100°С. 
Неразрушенные клетки удаляли центрифугиро-
ванием в настольной центрифуге (ОПн-8, Рос-
сия) при 8.000 об/мин. 

Для получения экстрацеллюлярных белков 
48-часовую агаровую культуру бактерий смывали 
1,0 мл 62 мМ Трис рН 6,8, 150 мМ NaCl, клеточную 
суспензию встряхивали в течение 2–3 мин., клетки 
осаждали центрифугированием при 3000 об/мин 
и отбирали супернатант. Далее к 200 мкл суперна-
танта добавляли 1,0 мл охлажденного ацетона 
(–20 °С), инкубировали на льду 30 мин и осаждали 
преципитат центрифугированием при 8,000 об/мин. 
Осадок ресуспендировали в 25 мкл лизирующего 
буфера и инкубировали 5 мин при 100 °С. 

Бактериальные белки анализировали мето-
дом электрофореза в 11 % полиакриламидном ге-
ле с додецилсульфатом натрия (SDS-PAGE) [10]. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Первоначально у девяти, имеющихся в на-

шем распоряжении штаммов B. mallei, была изу-
чена способность продуцировать экзопротеазы, 
гемолизин, лецитиназу и липазу. Установлено, 
что все штаммы в той или иной степени облада-
ли ферментативной активностью, проявлявшей-
ся в разные сроки (табл. 1). Первой (через 24–72 ч) 
наблюдали гемолитическую активность, которая 
характеризовалась образованием вокруг колоний 
четких зон полного лизиса эритроцитов. Лецити-
назная и липазная активности были замедлен-
ными, проявляясь не ранее 8–10-х суток в виде 
зон помутнения вокруг колоний. Протеазная ак-
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тивность, в зависимости от штамма, отмечалась 
на 4–10-е сутки. Характер и величина зон актив-
ности варьировали на средах с различными кон-
центрациями молока. Оптимальной для опреде-
ления протеолитической активности сочли кон-
центрацию, равную 1 %. Она позволяла выяв-
лять функцию протеаз, проявлявшуюся в разные 
сроки с максимумом на 6-е сутки. 

Наиболее выраженной способностью к про-
дукции экзопротеаз обладали штаммы B. mallei 
Ц-4 и Z-12. При анализе клеточной популяции 
этих штаммов были обнаружены спонтанно об-
разующиеся, дефектные по ферментативной ак-
тивности Exp

– 
клоны (9 и 15 % соответственно).  

Таблица 1 

Ферментативная активность диких штаммов  

B. mallei 

Субстраты 
Штамм 

молоко кровь лецитин tween-80 

Ц-4 10
1 

4 3 4 

10230 2 1 3 4 

Р-1 3 1 2 3 

В-120 10 − 3 3 

8 3 10 10 10 

11 
Под коло-

нией 
3 3 8 

Z-12 10 1 3 2 

Иванович 3 − 4 10 

Будапешт 
Под коло-

нией 
− 5 4 

Ц-5 4 2 3 4 
 

П р и м е ч а н и е. 1 – здесь и далее диаметр зон актив-
ности в мм 

 
Дальнейшее исследование популяции Exp

– 
кло-

нов установило, что она состояла только из Exp
– 

вариантов. После нескольких пересевов на сре-
де с молоком клоны, первоначально регистри-
руемые как Exp

– 
, начали проявлять протеолити-

ческую активность, хотя степень ее была намно-
го ниже, чем у клонов, исходно отмеченных как 
Exp

+
. Штаммы B. mallei Ц-4 и Z-12, наряду с про-

теазной, проявляли также гемолитическую ак-
тивность, неоднородную по срокам лизиса эрит-
роцитов. Популяции обоих штаммов были ста-
бильными по Hem

 + 
признаку и не образовывала 

Hem
–
 вариантов.  
Лецитиназная активность штаммов характе-

ризовалась формированием вокруг крупных ко-
лоний сплошных зон ферментативного действия 
различной интенсивности, мелкие колонии были 
окружены зонами из отдельных преципитатов 
или сами колонии имели радужный отблеск. В по-
пуляциях штаммов наблюдались единичные кло-
ны, не обладавшие лецитиназной активностью, 
способные после нескольких пассажей на среде 
с лецитином восстанавливать продукцию леци-

тиназы. 
По уровню продукции липазы популяции 

штаммов B. mallei Ц-4 и Z-12 также были неодно-
родны, выделялись отдельные Lip

– 
клоны, кото-

рые после нескольких пересевов восстанавлива-
ли липазную активность. 

Таким образом, исследование у B. mallei ак-
тивности экзоферментов показало, что в наи-
большей степени у микроорганизма выражена 
экзопротеазная и гемолитическая активности. 
Признаки продукции соответствующих фермен-
тов достоверно вывлялись и могли служить мар-
керами в генетических исследованиях. 

Для получения инсерционных мутантов, де-
фектных по синтезу указанных внеклеточных 
ферментов, были использованы штаммы B. mallei 
10230 и Ц-4, обладавшие, как было показано ра-
нее, способностью эффективно воспринимать 
применявшийся для мутагенеза транспозон 
Tn5 [1]. Канамицинрезистентные трансконьюган-
ты (Km

R
) B. mallei, несущие маркер транспозона, 

в скрещиваниях с донором E. coli S 17-1 
(pSUP5011) образовывались с частотой nх10

-5
 на 

клетку коньюгационной смеси. После ряда конь-
югационных скрещиваний было изолировано 
69 Exp

– 
и 12 Hem

– 
мутантных клонов, дефектных, 

соответственно, по экзопротеазной и гемолити-
ческой активности.  

Варианты, первоначально обозначенные как 
Hem

–
, характеризовались сниженной продукцией 

гемолизинов. У этих мутантов также отсутство-
вали экзопротеазы. Однако признак Hem

–
 ока-

зался нестабильным и при хранении штаммов на 
питательных средах возвращался к исходному 
фенотипу.  

Свойства некоторых Exp
– 
мутантов штамма 

B. mallei Ц-5 представлены в табл. 2. Среди них 
только один мутант не продуцировал гемолизин. 
У остальных штаммов, сохранивших гемолитиче-
скую активность, изменился размер зон гемолиза 
и их характер.  

Определение вирулентности Exp
– 
мутантов 

на модели золотистых хомячков показало, что 
все они в определенной степени снизили виру-
лентность, о чем свидетельствовало увеличение 
продолжительности жизни экспериментальных 
животных в 2–3 раза. Некоторые из Exp

– 
мутан-

тов были полностью авирулентными, не вызывая 
гибели животных при заражении дозой 1×10

7
м.к. 

Изменения вирулентности инсерционных мутан-
тов сопровождались их более высокой фагоци-
табельностью по сравнению со штаммом дикого 
типа. Разница в количестве микробных клеток, 
фагоцитированных перитонеальными макрофа-
гами морской свинки, была особенно отчетливой 
на начальных сроках экспозиции. Так, среднее 
количество фагоцитированных бактерий B. mallei 
Ц-5 после 1 ч инкубации, составляло 4, тогда как 
у инсерционных мутантов B. mallei Ц-5 оно дости-
гало 15–17 (рис. 1). При исследовании устойчи-
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вости этих мутантов к фагоцитозу перитонеаль-
ными макрофагами морской свинки in vitro было 
отмечено снижение способности их к внутрикле-
точному выживанию.  

Дефектные по продукции внеклеточных 
ферментов штаммы отличались от диких жизне-
способностью в питательных средах. При хране-
нии в полужидком агаре с пересевами каждые 
6 мес. (обычные условия поддержания B. mallei) 
некоторые из них утрачивали способность к рос-
ту через 2–4 месяца, через один год только 50 % 
культур оставалось жизнеспособными, через два 
года погибали все клоны. В то же время, при вы-
сушивании в условиях внешней среды мутанты 
B. mallei практически не отличались по срокам 
выживания от исходного дикого штамма.  

Таблица 2 

Свойства мутантов B. mallei Ц – 5 chr : Tn 5,  

дефектных по продукции внеклеточных ферментов 

Ферментативная активность 

№ мутанта протеолити-
ческая 

гемолитиче-
ская 

1 

Вирулент-
ность 

2 

3 20 20 / 30 10 

4 0 0,5 / 4 14 

5 0 1 / 8 15 
6 0 2 / 7 > 30 

7 0 1 / 6 > 30 

8 5 0,5 / 6 13 
9 5 0,5 / 2 14 

10 0 3 / 7 16 
11 5 1 / 7 12 

12 15 0 / 3 12 

13 0 0 14 
14 0 4 / 9 > 30 

15 0 3 / 8 > 30 

18 0 0,5 / 10 > 30 
21 15 2 / 8 15 

22 15 3 / 9 18 

25 0 1 / 7 14 

28 0 10 / 20 16 

29 20 5 / 12 13 
Ц-5 дикий 10 15 / 0 6 

 

П р и м е ч а н и е. 
1
 числитель − зона полного гемолиза, 

знаменатель − зона неполного гемолиза; 
2
 средняя продол-

жительность жизни золотистых хомячков (сут.). 
 

1

1
2

2

3

3

4

4

0

5

10

15

20

25

30

1 ч 4 ч
Ф
И

Рис. 1. Фагоцитоз клеток исходного штамма B. mallei 
Ц-5 (Wt) и мутантов B. mallei Ц-5 Exp-:  

ФИ – фагоцитарный индекс (среднее количество фагоцити-
рованных м.к. на 100 фагоцитов); штаммы B. mallei: 1 – Ц-5 

(Wt); 2 – Ц-5 Exp11; 3 – Ц-5 Exp12; 4 – Ц-5 Exp21 

 
Наряду с этим, у мутантных штаммов было 

проведено исследование экспрессии общекле-
точных белков. Электрофоретический анализ 
в SDS-PAGЕ показал, что Exp

– 
клоны B. mallei 

Ц-5 с различным уровнем протеолитических фер-
ментов не отличались от дикого штамма по со-
ставу и уровню продукции основных мажорных 
протеинов с Mr 25-30 kDa, 39-45 kDa и 150–200 kDa. 
Однако у них были обнаружены изменения в спек-
тре общеклеточных белков с преобладанием 
белков Mr 69–71 kDa или гипепродукцией про-
теинов Mr 110–115 kDa (рис. 2).  
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Рис. 2. SDS-PAGE клеточных белков исходного штамма B. mallei Ц-5 (Wt) и мутантов B. mallei Ц-5 
Exp

-
: 1 – маркерные белки; 2 – Exp13; 3 – Exp22; 4 – Exp25; 6 – Exp11; 7 – Exp9; 8 – Exp8; 9 – Exp3; 

10 – Exp15; 11 – Exp14; 12 – Wt; 13 – Exp21; 14 – Exp28; 15 – Exp29 

 
Рис. 3. SDS-PAGE экстрацеллюлярных белков мутант-

ных штаммов B. mallei Ц-5 Exp
-
:  

1 – Exp15; 2 – Exp21; 3 – Exp12; 4 – Exp11; 5 – Wt (исходный 
штамм дикого типа) 

 
Сравнительный анализ в SDS-PAGЕ секре-

торных белков напротив выявлял у штаммов 
B. mallei Ц-5 Exp

- 
снижение продукции протеинов 

в диапазоне Mr 18-71 kDa. У мутантного штамма 
B. mallei Ц-5 Exp 12, наряду со снижением уровня 
экспрессии белков Mr 45–54 kDa, наблюдалась 
гиперпродукция протеинов с Mr 71 и 90 kDa, при-
чем продукция белка Mr 71 kDa, как минимум, на 
порядок превышала этот показатель штамма ди-
кого типа (рис. 3). 

Таким образом, проведенные исследования 
показали, что штаммы B. mallei обладают способ-
ностью к продукции внеклеточных протеолитиче-
ских ферментов, активность которых проявляется 
в поздние сроки. В популяциях штаммов отсутст-
вуют клоны, стабильно утрачивающие признак эк-
зопротеазной активности. Однако мутанты, де-
фектные по продукции экзопротеаз, могут быть 
получены методом инсерционного мутагенеза. 
Exp

– 
мутанты, селекционированные в данной ра-

боте путем включения в хромосому B. mallei 
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транспозона Tn5, характеризуются замедленной 
в сравнении с исходными штаммами продукцией 
экзопротеаз, либо полным ее отсутствием. 

Утрата признака экзопротеазной активности 
сопровождается изменением ряда других фено-
типических свойств микроорганизма, в том числе, 
вирулентности, что определяет известное сходст-
во мутантов этого типа с описанными дефектными 
по внеклеточным ферментам штаммами B. pseu-
domallei [7]. Вместе с тем, очевидным отличием 
рассматриваемых здесь мутантов B. mallei явля-
ется отсутствие у них нарушений в продукции 
одновременно всего комплекса внеклеточных 
ферментов, включающего помимо экзопротеаз 
также гемолизин, лецитиназу, липазу, что указы-
вает на возможное различие в способах секре-
ции экзопродуктов, существующее у этих близко-
родственных видов.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Выполненное исследование позволило дать 
начальную характеристику инсерционных мутан-
тов В. mallei с нарушенной продукцией внекле-
точных протеолитических ферментов. Дальней-

шая работа в этом направлении будет способст-
вовать установлению роли экзоферментов в реа-

лизации важнейших биологических свойств этого 
опасного патогена человека и животных. 
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