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КОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРАКОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА

К читателям

Первый номер 2025 года открывается оригинальной статьей группы авторов из Ростовского-на-Дону противо
чумного институт Роспотребнадзора (Водопьянов А.С. и др.). В исследовании ставилась цель – разработка алго-
ритма и программного обеспечения для оперативного геномного анализа возбудителя холеры седьмой пандемии на 
основе данных полногеномного секвенирования. Использовано 1163 генома из базы данных NCBI, 70 геномов из 
базы ENA (European Nucleotide Archive), представленных в виде ридов, и 159 геномов, сиквенс которых проведен 
непосредственно нами. Показано, что в РФ в 2023 году был завоз двух не связанных друг с другом генетических 
линий. Анализ геномов штаммов, изолированных за последние 5 лет, показал одновременное циркулирование в 
мире нескольких генетических линий, причем в ряде случаев выделение отмечено только среди завозов в страны 
не эндемичные по холере. Другая группа ученых из этого же института (Гаевская Н.Е. и др.) проводит не только 
идентификацию, гено- и фаготипирование всех выделенных из водных объектов в разных субъектах РФ штаммов 
холерных вибрионов О1/О139 серогруппы, но и осуществляет всестороннюю характеристику холерных бактерио
фагов с последующим анализом состояния и развития эпидемиологической ситуации на данных территориях. Так уж 
случилось, что и в летнем цикле статей были работы главным образом из Ростова-на-Дону: поэтому были выдер
жаны единая стилистика и методология.

Исследователи из Оренбургских учреждений (Гимранова И.А. и др.) изучали микробиоту ротовой обла-
сти пациентов с хроническим генерализованным пародондитом. Осуществляли бактериологическое исследование 
отобранного биоматериала с идентификацией методом масс-спектрометрии. В результате проведенного исследо-
вания у пациентов с хроническим генерализованным пародонтитом из пародонтальных карманов были выделены 
и идентифицированы главным образом бактерии семейств Streptococcaceae (60,7%), Staphylococcaceae (35,2%), 
Enterobacteriaceae (35,2%), Lactobacillaceae (25,4%) и грибы рода Candida (24,5%).

Большой коллектив Ростовского-на-Дону ученых (Eгиазарян Л.А. и др.) провел полногеномное секвенирова-
ние завезенных штаммов холеры и дал характеристику штаммов с использованием бактериологических, культураль-
ных, биохимических и молекулярно-биологических методов. Токсигенные штаммы V. cholerae O1 принадлежали к 
«постгаитянской» группе. Кластерный анализ выявил гетерогенность штаммов холерных вибрионов неО1/неО139 
серогрупп. Наибольшее число холерных вибрионов обнаруживало устойчивость к стрептомицину и фуразолидону. 
Наименьшее число штаммов обладало устойчивостью к фторхинолонам и гентамицину.

М.В. Ренгач с соавт. получили набор кроличьих сывороток, серологическая специфичность которых проверена 
на 63 штаммах холерных вибрионов различной серологической принадлежности.

В конце аннотации помещены три обзора: Ю.В. Сизовой, О.А. Якушевой, Д.Д. Кирилловой (с коллегами). 
В них рассмотрены различные темы в рамках общей сходной методологии.

Главный редактор, 
президент Общества биотехнологов России, 
профессор Р.Г. ВАСИЛОВ
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 579.843.1:575.112: 575.22: 004.415.2

РАЗРАБОТКА АЛГОРИТМА АНАЛИЗА ДАННЫХ ПОЛНОГЕНОМНОГО 
СЕКВЕНИРОВАНИЯ ГЕНОМОВ ВОЗБУДИТЕЛЯ ХОЛЕРЫ  

СЕДЬМОЙ ПАНДЕМИИ

А.С. ВОДОПЬЯНОВ*, Р.В. ПИСАНОВ, С.О. ВОДОПЬЯНОВ 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону

В исследовании ставилась цель – разработка алгоритма и программного обеспечения для оперативного геномного 
анализа возбудителя холеры седьмой пандемии на основе данных полногеномного секвенирования. Использовано 1163 ге-
нома из базы данных NCBI, 70 геномов из базы ENA (European Nucleotide Archive), представленных в виде ридов, и 159 
геномов, сиквенс которых проведен непосредственно нами. Проведенный анализ распределения SNP позволил построить 
филогенетическое дерево и разделить все штаммы на 78 генетических линий. Для каждой из линий были найдены маркерные 
мутации и разработана общедоступная программа для определения генотипа штамма без построения дендрограммы, что может 
являться полезным инструментом как для оперативного анализа при выделении свежих штаммов, так и при проведении ретро-
спективных исследований. Показано, что в РФ в 2023 году был завоз двух не связанных друг с другом генетических линий. 
Анализ геномов штаммов, изолированных за последние пять лет, показал одновременное циркулирование в мире нескольких 
генетических линий, причем в ряде случаев выделение отмечено только среди завозов в страны не эндемичные по холере, что 
свидетельствует о недостаточном генетическом мониторинге циркуляции возбудителя.

Ключевые слова: Vibrio cholerae, SNP, генетические линии, филогения.

© 2025 г. Водопьянов А.С., Писанов Р.В., Водопьянов С.О.
* Автор для переписки:
Водопьянов Алексей Сергеевич 
кандидат медицинских наук, ведущий научный сотрудник ФКУЗ 
«Ростовский-на-Дону противочумный институт» Роспотребнадзора
E-mail: vodopyanov_as@antiplague.ru

Введение

Холера продолжает оставаться актуальной про-
блемой общественного здравоохранения, что связано с 
развитием вспышек заболевания в эндемичных странах, 
которые обуславливают риск завоза возбудителя в стра-
ны не эндемичные по данной инфекции [18, 22]. Сохра-
няется риск завоза холеры и на территорию России, так в 
2023 году зафиксировано два завозных случая инфекции 
в гг. Москва и Рассказово (Тамбовская область) и вы-
деление одного токсигенного (ctxAB+) штамма в реке 
Темерник (г. Ростов-на-Дону) [4]. Очевидно, что это 
указывает на необходимость постоянной оценки из-
менений генома возбудителя [5]. Одним из наиболее 
информативных методов является полногеномное сек-
венирование, которое всё шире используется для сбора 
данных о других патогенах, расследования вспышек 
тяжёлых инфекционных заболеваний, которые могут 
привести к возникновению чрезвычайных ситуаций в 
сфере здравоохранения [23]. 

Так, полногеномное секвенирование с после-
дующим биоинформационным анализом возбудителя 
холеры, завезенного в Италию в 2022 году, позво-
лило установить четкую взаимосвязь со штаммами, 
вызвавшими вспышку холеры в 2018 году в Дакке, 
Бангладеш [1]. Анализ SNP 72 штаммов Vibrio 
cholerae, изолированных в Замбии, показал, что три 
крупные вспышки холеры не связаны друг с другом, 
а вызваны тремя независимыми завозами инфекции 
из соседних стран [21].

На данный момент известно несколько попыток 
глобальной классификации штаммов холерных вибрионов 
на основе данных полногеномного секвенирования. Так, 
например, изучение штаммов седьмой пандемии позво-
лило выделить три волны распространения холерных 
вибрионов и разделить все штаммы на восемь основных 
генетических групп [17]. Позже консорциумом из 33 
научных учреждений проведен анализ 1070 штаммов 
холерных вибрионов, выделенных за 49-летний период, 
что дало возможность выделить 12 волн распростране-
ния холеры на африканском континенте [16]. Позже 
изучение представительной коллекции из 882 штаммов, 
включающей в себя как штаммы 7 пандемии, так и более 
ранние изоляты, позволило выявить 11 групп [25]. Из-
учение 960 штаммов из 88 стран обеспечило обнаруже-
ние 15 «глобальных генетических линий» [12].
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Однако стоит отметить, что подобные исследова-
ния имеют ряд общих недостатков. Прежде всего, ввиду 
многообразия алгоритмов и программ для анализа они 
трудновоспроизводимы другим коллективом авторов и 
не подходят для оперативного анализа, что делает весьма 
проблематичным изучение свежевыделенных штаммов 
при завозах и заносах с различных территорий. Помимо 
этого, анализ большого объема данных требует суще-
ственного времени, что также отрицательно сказывается 
на скорости анализа.

В России выполняется федеральный проект «Са-
нитарный щит страны – безопасность для здоровья 
(предупреждение, выявление, реагирование)» предусма-
тривающий создание 54 Центров секвенирования, что, 
в свою очередь, потребует широкого внедрения методик 
оперативного анализа получаемых данных. Одним из 
первых и до сих пор широко применяемых подходов для 
оперативного генотипирования является мультилокусный 
сиквенс анализ (MLST) нескольких генов жизнеобе-
спечения. Исходя из выявленных уникальных аллелей 
генов, формируется «сиквенс-тип» (ST), отличающийся 
у различных штаммов. Однако данный метод, широко 
применяемый для типирования самых различных воз-
будителей, практически не применим для возбудителя 
холеры, так как подавляющее большинство штаммов 
различного происхождения принадлежат к ST69 [3, 15].

Вместе с тем для ряда возбудителей разработаны 
методические подходы, позволяющие быстро и опера-
тивно определять генетические линии возбудителя. Так, 
для возбудителя новой коронавирусной инфекции раз-
работана программа «Панголин», позволяющая любому 
исследователю в течение нескольких минут определить 
генотип вируса Sars-Cov-2 [6, 20]. Аналогичная програм-
ма – «CanSNPer» создана для возбудителя туляремии 
[19], которая позволяет независимым исследователям 
проводить быстрый анализ выделяемых штаммов [13, 14].

Весьма актуальной является проблема импортоза-
мещения, предусматривающая создание отечественных 
технологий в самых различных сферах, в том числе в 
области здравоохранения и биологической безопас-
ности (Указ Президента Российской Федерации от 
28.02.2024 № 145 «О Стратегии научно-технологи-
ческого развития Российской Федерации»). Помимо 
этого, одной из задач, поставленной перед Центрами 
секвенирования, является создание вычислительных 
алгоритмов и программных средств, дающих возмож-
ность проводить экспресс-генотипирование возбудителей 
инфекционных болезней (Приказ Роспотребнадзора от 
01.12.2017 № 1116 в редакции от 15.04.2024 «О со-

вершенствовании системы мониторинга, лабораторной 
диагностики инфекционных и паразитарных болезней и 
индикации ПБА в Российской Федерации»). 

В связи с этим цель настоящего исследования со-
стояла в разработке алгоритма и программного обеспе-
чения для оперативного геномного анализа возбудителя 
холеры седьмой пандемии на основе данных полногеном-
ного секвенирования.

Материалы и методы

В работе было использовано 1163 генома из базы 
данных NCBI, 70 геномов из базы ENA (European 
Nucleotide Archive), представленных в виде ридов, и 
159 геномов, сиквенс которых проведен непосредственно 
специалистами ФКУЗ Ростовский-на-Дону противо-
чумный институт Роспотребнадзора. Сборку геномов 
проводили с использованием программы Spades 3.13.0 
[11]. Принадлежность к штаммам 7 пандемии опреде-
ляли по наличию гена VC2346 [7]. Первичный поиск 
единичных нуклеотидных замен (SNP) проводили с 
помощью программы Snippy 4.6.0 и разработанного 
ранее алгоритма [9]. Для филогененетического анализа 
использовали алгоритм максимального правдоподобия, 
представленный в программе Mega 11 [2]. Выделение 
отдельных кластеров на дендрограмме проводили при 
значении бутсреп-поддержки как минимум 70% (при 
использовании 1000 репликаций).

Собственное программное обеспечение разра-
батывали на языках программирования Java и Python. 
Для визуализации дендрограммы использовали пакет 
ete3 [24]. 

Результаты 

Для создания коллекции геномов холерного ви-
бриона нами были отобраны штаммы седьмой пандемии, 
имеющие профаг CTX и островок патогенности VPI-I. 
Дополнительным критерием включения в исследование 
был показатель N50 не менее 30000. По итогам про-
ведения первичного выравнивания на референс-геном 
V. cholerae N16961 было выявлено 10500 единичных 
нуклеотидных замен (SNP). С целью исключения ми-
норных мутаций для дальнейшей работы были оставлены 
только те SNP, которые встречались как минимум у двух 
штаммов, и были исключены геномы, в которых более 
500 SNP находились в участках, не попавших в сиквенс. 
Исходя из результатов этого этапа работы для дальней-
шего анализа было отобрано 1419 SNP и 1392 геномов. 
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По итогам филогенетического анализа была по-
строена дендрограмма, отражающая степень генетиче-
ской близости между различными штаммами. В ходе 
дальнейшего анализа нами были присвоены названия 
78 наиболее выделяющимся кластерам (рис. 1). При 
этом в качестве названия использовалось географиче-
ское наименование места выделения наиболее раннего 
или доминирующего штамма в кластере и порядковый 
номер. 

С целью обеспечения быстрого типирования 
штаммов на следующем этапе был проведен поиск «мар-
керных» SNP, которые присутствуют у всех штаммов 
каждого из обозначенных кластеров (и всех дочерних 
кластеров) и при этом отсутствуют у остальных штаммов 
(табл. 1).

Следующий этап работы состоял в разработке 
программного обеспечения, позволяющего быстро вы-
являть маркерные SNP в анализируемом геноме. Для 
удобства разработанная программа «SNP Genotyper» 
предполагает работу в «пакетном режиме», анализируя 
неограниченное количество геномов с выдачей результата 
в табличном виде. При этом для каждого генома выдают-
ся итоговая группа и все родительские группы, в которые 
входит анализируемый штамм (табл. 2). Разработанная 
программа является кросс-платформенной, позволяет 
анализировать несколько геномов сразу и доступна для 
скачивания на сайте института по адресу www.antiplague.
ru/scientific-activity/publication/snp-genotyper/. При 
этом на анализ одного генома требуется от 1 до 10 минут 
в зависимости от мощности компьютера.

Рис. 1. Дендрограмма, построенная по итогам филогенетического анализа,  
с указанием выявленных генетических линий
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Таблица 1
Маркерные SNP для кластеров (фрагмент таблицы)

Кластер Маркерные SNP

India-1 NC_002505:760182:G>A, NC_002505:1417101:C>A, NC_002505:1709251:C>T, 
NC_002505:2441881:C>A

Russia-1 NC_002505:2124328:G>A, NC_002505:2629949:C>T

Uganda-1 NC_002505:1397460:C>T, NC_002505:1815864:G>A

Comoros-1
NC_002505:33997:T>C, NC_002505:652536:G>T, NC_002505:1833901:C>T, 
NC_002505:2309716:A>C, NC_002505:2515931:C>A, NC_002505:2694281:T>A, 
NC_002506:268732:G>T, NC_002506:821156:C>T, NC_002506:1030843:C>A

Comoros-2 NC_002505:126103:C>T, NC_002506:179816:T>G

Burundi-1 NC_002505:2159507:C>A, NC_002505:2424458:G>A

Таблица 2 
Пример результата определения генетических линий с помощью программы «SNP Genotyper»

Штамм Линия Все линии

18346 Afganistan-1 India-3, Afganistan-1

5342440923 India-18 India-3, India-9, Haiti-1, India-11, Haiti-2, India-13, PostHaiti, India-16, India-17, India-18

6 India-18 India-3, India-9, Haiti-1, India-11, Haiti-2, India-13, PostHaiti, India-16, India-17, India-18

83 Dagestan-2 Uzbekistan-1, China-1, Dagestan-1, Dagestan-2

Обсуждение

Несмотря на большое количество различных 
номенклатур, до сих пор нет единого общепринятого 
варианта, что создает проблемы при оценке результатов 
филогенетического анализа. Так, при малом количестве 
кластеров, как правило, используется либо нумерация 
[16, 17], либо буквы алфавита [25]. В ряде случаев 
используется комбинация этих двух подходов: так для 
классификации генетических линий возбудителя туля-
ремии используется буквенно-цифровое обозначение: 
группы, содержащие штаммы неарктической разновид-
ности, обозначают A1, A2, A3.., в то время как для 
голарктических штаммов используют обозначения B1, 
B2, B3,.. [19].

Особенностью классификаций, созданных на 
основе дендрограмм, является феномен вложенности 
групп. Широко известна классификация генетических 
линий возбудителя новой коронавирусной инфекции, 
предусматривающая указание на вложенность: для обо-
значения дочерней группы используется обозначение 
родительской группы и через точку номер группы, на-

пример, группа В.1.2 является дочерней от В.1. Однако 
при большой вложенности групп возникают довольно 
сложные обозначения, в связи с чем авторами было 
предложено изменять буквенное обозначение. Так, обо-
значение A.1.1.1.1 меняется на C.1 [6], но даже при этом 
возникают довольно труднопроизносимые аббревиату-
ры, в связи с чем было предложено использовать более 
простые обозначения типа «Эрис» и «Пирола» [10]. 
Альтернативным вариантом является использование 
в обозначении кластеров какой-либо географической 
привязки. Так, например, кластеры, образованные штам-
мами из Бангладеш, обозначены с префиксом BD, из 
Латинской Америки – LAT [12]. На наш взгляд, такой 
вариант номенклатуры является наиболее оптимальным, в 
связи с чем в настоящем исследовании применён именно 
такой подход.

Немаловажным является сопоставление данных, 
получаемых в различных исследованиях. Так, штаммы, 
изолированные во время вспышки холеры в г. Казань в 
2001 году, по данным настоящего исследования, имеют 
генетическую линию «Afganistan-1», что согласуется с 
данными, полученными ранее [9].

А.С. Водопьянов и др., с. 6–13
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Рис. 2. Фрагмент дендрограммы, содержащей штам-
мы, выделенные в Москве и Рассказово в 2023 году, 
отмечены стрелками

Штаммы холерного вибриона, выделенные в 
Москве и Рассказово в 2023 году, принадлежат гене-
тической линии «India-18», являющейся дочерней от 
линии штаммов («India-17»), циркулировавшей в Индии 
в 2018–2019 годах. Это согласуется с данными эпидеми-
ологического расследования, установившего факт завоза 
данных штаммов из Индии [4].

Штамм V. cholerae № 83, изолированный в реке 
Темерник в 2023 году, по данным ранее проведенного 
анализа, отнесен к группе штаммов, циркулировавших 
во время эпидемических осложнений по холере в Ре-
спублике Дагестан в 1994 году [4], что коррелирует с 
данными настоящего исследования – по результатам 
работы программы SNP Genotyper, он отнесен к группе 
«Dagestan-2».

Полученные данные подтверждают вывод о как 
минимум двух не связанных между собой источниках 
заноса токсигенных вибрионов в РФ в 2023 году.

Анализ геномов штаммов, изолированных за 
последние пять лет, показал одновременное циркулиро-
вание в мире нескольких генетических линий (табл. 3). 
При этом в ряде случаев (линии Dagestan-2, Ghana-2) 
выделение отмечено только среди завозов в страны не 
эндемичные по холере, что свидетельствует о недостаточ-
ном генетическом мониторинге циркуляции возбудителя.

Таким образом, в ходе настоящего исследова-
ния проведено изучение генетической вариабельности 
токсигенных штаммов холерного вибриона 7 пандемии. 
По итогам анализа нами выделено 78 генетических 
линий, причем для каждой выявлены маркерные SNP. 
На основе этого разработан алгоритм и общедоступная 
программа для оперативного анализа на основе данных 
полногеномного секвенирования токсигенных штаммов 
холерного вибриона 7 пандемии. 

Таблица 3
Генетические линии штаммов,  

выделенных в 2019–2023 годах по странам

Генетические линии Страны
Bangladesh-6, 7, 8 Бангладеш, США
Congo-4 Танзания
Dagestan-2 Россия
Ghana-2 США
Haiti-4 Гаити, США
India-17, 18 Индия, США, Россия
Pakistan-1 Пакистан, Австралия, США
RSA-3 Южная Африка
Yemen-3 Йемен, Замбия, США

Заключение

Разработанная методика определения генетических 
линий может являться полезным инструментом как для 
оперативного анализа при выделении свежих штаммов, 
так и при проведении ретроспективных исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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DEVELOPMENT OF AN ALGORITHM FOR ANALYZING DATA  
FROM GENOME-WIDE SEQUENCING OF THE GENOMES  

OF THE CHOLERA CAUSATIVE AGENT OF THE SEVENTH PANDEMIC

A.S. VODOPYANOV, R.V. PISANOV, S.O.VODOPYANOV 

Rostov-on-Don Antiplague Scientific Research Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don

The aim of the study – development of an algorithm and software for operational genomic analysis of the cholera causative 
agent of the seventh pandemic based on genome-wide sequencing data. The work uses 1163 genomes from the NCBI database, 70 
genomes from the ENA (European Nucleotide Archive) database, presented in the form of reads, and 159 genomes, sequenced by 
us directly. The analysis of the SNP distribution made it possible to build a phylogenetic tree and divide all strains into 78 genetic 
lines. Marker mutations were found for each of the lines and a publicly available program was developed to determine the genotype of 
the strain without building a dendrogram, which can be a useful tool both for operational analysis when isolating fresh strains and when 
conducting retrospective studies. Conclusion: It is shown that two unrelated genetic lines were imported to the Russian Federation 
in 2023. Analysis of the genomes of strains isolated over the past five years has shown the simultaneous circulation of several genetic 
lines in the world, while in some cases the isolation was noted only among imports to countries not endemic for cholera, which indicates 
insufficient genetic monitoring of the pathogen circulation.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК: 579.843.1:578.1:614.7:(470+571)

КОРРЕЛЯЦИЯ ХОЛЕРНЫХ ВИБРИОНОВ И ИХ БАКТЕРИОФАГОВ  
ПРИ МОНИТОРИНГЕ ВОДНЫХ ОБЪЕКТОВ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ  

НА ТЕРРИТОРИИ СУБЪЕКТОВ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

Н.Е. ГАЕВСКАЯ*, B.Д. КРУГЛИКОВ, Ю.В. СИЗОВА, А.В. ТЮРИНА, M.П. ПОГОЖОВА

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону

Холера – особо опасное инфекционное заболевание, сохраняющее актуальность и в настоящее время. ФКУЗ 
Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, являясь Референс-центром по мониторингу за холерой в 
Российской Федерации (РФ), проводит не только идентификацию, гено- и фаготипирование всех выделенных из водных 
объектов в разных субъектах РФ штаммов холерных вибрионов О1/О139 серогруппы, но и осуществляет всестороннюю 
характеристику холерных бактериофагов с последующим анализом состояния и развития эпидемиологической ситуации на 
данных территориях. Результаты фаготипирования изолированных в разных субъектах РФ на разных территориях штаммов 
Vibrio choleraе говорят о появлении в последние годы вибрионов, отнесенных к новым фаготипам, не характерным ранее для 
данных территорий, что свидетельствует о циркуляции на территории страны гетерогенных популяций нетоксигенных холер-
ных вибрионов. В то же время выделение в ходе мониторинговых исследований из проб водных объектов окружающей среды 
специфических бактериофагов I, II, IV морфогрупп, VI и XII серотипа достоверно коррелирует с выявлением штаммов Vibrio 
choleraе О1. Этот факт позволяет рассматривать обнаружение данных фагов в качестве сигнального признака присутствия 
в водоемах холерных вибрионов и может использоваться при оценке эпидемиологической ситуации по холере на конкретной 
территории.

Ключевые слова: холера, мониторинг, поверхностные водоемы, холерные вибрионы, бактериофаги, сигнальные при-
знаки, фагодиагностика.
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Введение

Холера – особо опасное острое инфекционное 
заболевание, которое характеризуется диарейным 
синдромом, фекально-оральным механизмом передачи 
возбудителя, реализуемого водным, пищевым и кон-
тактно-бытовым путями распространения, продолжает 
вызывать вспышки и эпидемии в разных странах [8].

Значительные эпидемические проявления холе-
ры в период 7-й пандемии на территории отдельных 
государств, в том числе связанные с чрезвычайными 
ситуациями различного характера, недостаточностью 
развития социальной структуры и уровня здравоох-
ранения, с интенсивностью международной миграции, 
обусловливают высокую вероятность завоза болезни в 
эпидемиологически благополучные страны и сохранение 

угрозы её распространения, а, соответственно, и акту-
альность этой проблемы для систем здравоохранения 
[3, 6]. 

C 2013 по 2023 гг. в мире зарегистрировано более 5 
млн. случаев холеры. Наибольший удельный вес больных 
этой инфекцией в 2023 г., как и ранее, отмечен в странах 
Азии – 73,4% (628 204 случая) и Африки – 26,3% 
(224 964). Эпидемиологическая ситуация по холере на 
территории РФ характеризуется единичными случаями 
завоза болезни без распространения [7, 8]. 

В целях предупреждения возникновения и рас-
пространения холеры органами, осуществляющими 
контроль, проводятся санитарно-противоэпидемические 
(профилактические) мероприятия, регламентированные 
рядом нормативных документов, в том числе СанПиН 
3.3686-21.

Основой профилактических мер являются микро-
биологические исследования проб из объектов окружа-
ющей среды (ООС) в ходе мониторинга поверхностных 
водоемов на наличие патогенной вибриофлоры с целью 
обнаружения эпидемически значимых (токсигенных) 
завозных штаммов, а также нетоксигенных штаммов 
холерных вибрионов О1/О139, выявление которых 
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определяет вероятность водного пути распространения 
инфекции в случае реализации завоза холеры на терри-
торию РФ. Так, во исполнение Постановления Главного 
государственного санитарного врача РФ от 24.05.2023 
N 7 «О дополнительных мерах по профилактике холеры 
в Российской Федерации» (Зарегистрировано в Миню-
сте РФ 23.06.2023 N 73957) с 2023 г. приняты меры 
по расширению объемов мониторинговых исследований 
за холерой, увеличена кратность отбора проб воды по-
верхностных водоемов. 

За последние десять лет исследования бакте-
риофагов пережили возрождение после нескольких 
десятилетий спада, возросло внимание исследователей 
к холерным бактериофагам [1, 2, 10]. В этой связи 
особый интерес приобретают бактериофаги холерных 
вибрионов не только с диагностических позиций, но и 
с точки зрения изучения значимости их обнаружения 
при мониторинге водных объектов на наличие воз-
будителя холеры.

Целью работы явилось изучение наличия/отсут-
ствия корреляции между выделением штаммов холерных 
вибрионов и холерных бактериофагов из поверхностных 
водоемов при проведении мониторинга за холерой на 
территории субъектов РФ, а также выявление новых 
фаготипов выделенных штаммов. 

Материалы и методы

В работе были исследованы 2444 пробы воды 
из стационарных и дополнительных точек отбора 
водоёмов г.  Ростова-на-Дону, закрепленных за 
ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный инсти-
тут Роспотребнадзора, в период с 2014 по 2023 гг. 
Мониторинг окружающей среды за контаминацией 
холерными вибрионами осуществляли в соответствии 
с нормативной документацией [5, 9]. Работу с фагами 
проводили согласно МР 4.2.0263-21 [4]. Проведе-
но фаготипирование 695 штаммов V. cholerae О1, 
выделенных в ходе мониторинговых исследований 
на территории РФ. В работе использованы данные 
полногеномного секвенирования штаммов V. cholerae 
О1 El Tor, полученные в рамках настоящего иссле-
дования, на платформе Illumina MiSeq. Генетические 
детерминанты идентифицировали в WGSs с помощью 
программ BioEdit 7.2.5 (http://www.mbio.ncsu.edu/
bioedit) и BLASTN 2.2.29 (http://blast.ncbi.nlm.nih. 
gov). Статистическую обработку проводили с исполь-
зованием пакета прикладных программ Statistica 8.0 
(StatSoft Inc., 2007), Microsoft Excel 2010. 

Результаты и обсуждение

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 
институт Роспотребнадзора является Референс-цен-
тром по мониторингу за холерой, который проводит 
идентификацию всех штаммов холерных вибрионов  
О1/О139 серогрупп, выделенных в разных субъектах 
РФ, осуществляя их всестороннюю характеристику, в 
том числе гено- и фаготипирование, с последующим ана-
лизом состояния и перспективы развития эпидемической 
ситуации на данных территориях.

В рамках деятельности Референс-центра проведен 
анализ циркуляции холерных вибрионов на территории 
РФ с 2014 по 2023 гг., когда в 30 субъектах РФ из проб 
воды поверхностных водоемов было изолировано 548 
штаммов V. cholerae О1 El Tor, в том числе два штам-
ма V. cholerae О1 ctxА+tcpA+ (Ростовская область), 
67 – V. cholerae О1 ctxA–tcpA+ (Ростовская область, 
Республика Калмыкия, Ставропольский край, Респу-
блика Коми, Хабаровский край) и 478 – V. cholerae О1  
ctxA–tcpA–. В 2023 г. выделено 53 штамма V. cholerae 
О1 El Tor из водных объектов, в том числе один – 
V. cholerae О1 El Tor ctxA+tcpA+ (Ростовская область). 
Среди холерных вибрионов О1 серогруппы, изолиро-
ванных в субъектах Российской Федерации, различных 
по типам эпидемических проявлений, наибольшая доля 
их выявлена на административных территориях II типа 
по эпидемическим проявлениям холеры – 53,6% (293 
штамма), то есть, в основном штаммы были обнаружены 
в местах неорганизованного рекреационного водополь-
зования. Анализ результатов мониторинга за 10-летний 
период по России в целом показывает стабильную си-
туацию с ежегодным изолированием 30–50 штаммов 
V. cholerae О1.

Особый интерес представляет выделение токси-
генного варианта холерного вибриона О1 в 2023 г. из 
ООС г. Ростова-на-Дону. Так, штамм V. cholerae O1 
El Tor Ogawa № 83 не имел фаготип, по результатам 
полногеномного секвенирования содержал ген холерного 
токсина классического типа (ctxB1) и остров пандемич-
ности VSP-II, что характерно для штаммов первого 
геноварианта, циркулировавших в мире до 2010-х гг., в 
том числе на Украине (1994, 2010), Омске и Дагестане 
(1994), Корее и Тайване (2016) (рис. 2), но продолжа-
ющих периодически выявляться в разных странах, в том 
числе в Индии и в Бангладеш [8]. 

На основании филогенетического анализа, прове-
денного по 59 тыс. SNP, была построена дендрограмма, 
отражающая генетическую близость между различными 
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штаммами, согласно которой все штаммы распределились 
между 9 группами, обозначенными буквами с «А» по «I» 
(рис. 1, табл. 1).

Рис. 1. Дендрограмма, построенная по итогам анализа 
данных полногеномного секвенирования токсигенных 
(ctxAB+) штаммов V. choleraе О1. Штаммы, выде-
ленные в 2019–2023 гг., обозначены зеленым, в более 
ранние периоды – синим. Штамм V. cholerae O1 El Tor 
Ogawa № 83 выделен красным 

Таблица 1
Связь между кластерами  

и странами выделения штаммов

Кластер Страны выделения штаммов
A Россия, Украина, Южная Корея, Тайвань
B Китай, Танзания, Гаити

C Индия, США, Йемен, Танзания, Замбия, 
Россия

D США, Пакистан, Австралия, Южная Африка
E Бангладеш, США
F США, Бангладеш, Индия, Ирак
G Великобритания, США

H

Нигерия, Гаити, Украина, Россия, Афганистан, 
Демократическая Республика Конго, Бангладеш, 
США, Уганда, Вьетнам, Индия, Ирак, Иран, 
Кувейт, Катар, Таиланд, Южный Судан, Нигер, 
Танзания, Пакистан, Непал 

I Зимбабве, Россия, Мозамбик, Пакистан

По всей видимости, обнаружение штамма с 
указанными генетическими характеристиками связано 
с новым неустановленным завозом в РФ с одной из 
зарубежных эндемичных территорий, на которой такие 
штаммы до сих пор сохраняются, поскольку известно, 
что смена геновариантов не происходит одномоментно, и 
«старые» варианты в течение различных по длительности 
периодов времени сосуществуют наряду с «новыми», 
которые постепенно занимают доминирующее положение 
в этиологии холеры. 

Заболевания, вызываемые холерными вибрионами, 
подобными штамму 83, зачастую носят спорадический ха-
рактер и не приводят к эпидемическим вспышкам (Ялта, 

2010; Ростов-на-Дону, 2014). Не исключено также, что 
они кратковременно персистируют в окружающей среде, 
если находят для этого благоприятные условия [8].

Штаммы V. choleraе O1 (ctxAВ- tcpA-), выделен-
ные в 2023 г., оказались похожи на нетоксигенные штам-
мы О1, которые циркулировали в РФ в течение ряда по-
следних лет, что, вероятно, указывает на существование 
в стране гетерогенной популяции и отсутствие новых 
заносов. Нетоксигенные штаммы, изолированные в 2023 
г., распределились между 13 различными кластерами, 
что свидетельствует о существовании множественных 
несвязанных друг с другом клонов (рис. 2).

Рис. 2. Дендрограмма, построенная по итогам анализа 
данных полногеномного секвенирования нетоксигенных 
(ctxAB-) штаммов V. choleraе О1. Штаммы, выделен-
ные в 2023 году, отмечены красным цветом

Несмотря на то, что в поверхностных водоемах 
циркулируют гетерогенные нетоксигенные штаммы хо-
лерных вибрионов О1 серогруппы, в некоторых случаях 
отмечается формирование клональных комплексов. До-
казательством этому является выделение 15 штаммов из 
водоемов г. Ростова-на-Дону с июня по август 2022 г., 
в геномах которых обнаружен остров патогенности VPI 
c кластером генов TCP – ключевого фактора адгезии 
холерных вибрионов, которые были близкородственными 
10 штаммам (tcpA+), обнаруженным там же в 2021 г. 
Выделенные штаммы обладают наборами детерминант, 
достаточных для реализации патогенетического и пер-
систентного потенциала. В этой связи нельзя исключить 
попадания (посредством завоза) в водный объект токси-
генного штамма, что может повлечь за собой реализацию 
пролонгированного по времени эпидемиологического 
риска, связанного с возможностью распространения 
инфекции водным путем.

Все это обуславливает необходимость регулярного 
проведения лабораторных исследований в рамках мони-
торинга за холерой.
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Одним из чувствительных методов диагностики 
инфекционных заболеваний, в том числе и холеры, 
является фаготипирование, которое обеспечивает воз-
можность анализа и выявления случаев холеры, объеди-
ненных общим источником инфекции, определения путей 
распространения возбудителя, что является важными 
факторами при оценке эпидемиологической обстановки.

В лаборатории бактериофагов ФКУЗ Ростовский-
на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора в 
период с 2014 по 2023 гг. было проведено фаготипи-

рование поступивших на идентификацию 695 штаммов 
V. cholerae О1 серогруппы, выделенных от людей и из 
водных объектов на различных территориях РФ. Из 
полученных культур фаготипировалось 19,9% (138 
штаммов), изолированных на 16 территориях. Установле-
но, что преобладающими фаготипами штаммов холерных 
вибрионов О1 Эль Тор в десяти субъектах РФ являются 
фаготипы 11 и 15; в четырех – 16 фаготип, в трех – 13, 14, 
19, 20 фаготипы, остальные представлены единичными 
штаммами (рис. 3).

Рис. 3. Фаготипы штаммов холерных вибрионов О1, выделенных на территории Российской Федерации  
с 2014 г. по 2023 г.

Н.Е. Гаевская и др., с. 14–22

Обращает на себя внимание тот факт, что в За-
байкальском, Хабаровском краях до 2014 г. выделялись 
единичные нетоксигенные штаммы, принадлежащие к 
16 фаготипу, однако с 2016 г. в Забайкальском крае и 
с 2018 г. в Хабаровском крае преобладающим стал 11 
фаготип, который ранее встречался только в западных 
регионах РФ. Также в последнее десятилетие выявлены 
фаготипы, не встречавшиеся ранее на территории РФ: 
12 (Свердловская область, 2016), 20 (Кировская об-
ласть, 2018; Ростовская область, 2020; Приморский 
край, 2021), 2 (Ростовская область, 2018; Республика 
Калмыкия, 2021), 6 (Республика Калмыкия, 2019; Ро-
стовская область, 2021), 9 (Приморский край, 2021), 18 
(Ростовская область, 2022). Появление таких вариантов 
свидетельствует о завозном характере штаммов. Вы-
деленный от больного в 2023 г. в Тамбовской области 
токсигенный холерный штамм Эль Тор принадлежит к 
16 фаготипу, характерному, наряду с 13 и 14, для токси-
генных штаммов, циркулирующих в странах Южной и 

Средней Азии (Индия, Афганистан, Пакистан, Кирги-
зия, Узбекистан), что является убедительным аргументом 
в пользу завоза инфекции в Тамбовскую область. 

Выделение специфических фагов при проведении 
мониторинговых исследований рассматривалось рядом 
авторов [14, 15, 16] как вспомогательный тест, имеющий 
важное диагностическое значение, поскольку известно, 
что наличие холерных вибрионов, как и возбудителей 
других кишечных инфекций, коррелирует с присутствием 
специфических бактериофагов в водной среде и оцени-
вается исследователями как показатель загрязненности 
водоёмов, косвенно отображающий окружающую эпи-
демиологическую обстановку [11, 12, 13].

Вместе с тем, представляло интерес определение 
диагностического значения холерных фагов, выделен-
ных при мониторинге воды поверхностных водоемов в 
эпидемический период, а также оценка возможности 
использования непосредственного присутствия холерных 
фагов в пробе в качестве информативного признака – 
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индикатора, свидетельствующего о наличии в водоемах 
или сточных водах холерных вибрионов. В этой связи 
проведение ежегодных мониторинговых исследований 
водных объектов на территории г. Ростова-на-Дону, 
начиная с 2014 г. и по настоящее время, были направле-
ны как на выделение культур холерных вибрионов, так 
и на обнаружение холерных бактериофагов. Для этого 
в работе использовали разработанную сотрудниками 
института индикаторную систему «Набор индикаторных 
штаммов холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп для 

выделения и идентификации холерных бактериофагов из 
клинического материала и объектов окружающей среды 
(Набор ИХВ)», включающую четыре штамма холерных 
вибрионов: V. cholerae classical 145, V. cholerae El Tor 75, 
13169, V. cholerae O139 16373.

В ходе исследования 2444 проб из пресных по-
верхностных водоемов и сточных вод из стационарных 
точек (с.т.), закрепленных за ФКУЗ Ростовский-на-
Дону противочумный институт Роспотребнадзора, было 
выделено 118 холерных фагов (табл. 2).

Таблица 2
Количество выделенных холерных фагов из поверхностных водоемов и стоков  

по стационарным точкам отбора г. Ростов-на-Дону с 2014 г. по 2023 г.

Год про-
ведения 
монито-

ринга

Кол-во 
проб Месяц

ООС г. Ростова-на-Дону
р. Темерник р. Дон

Кол-во культур
V. cholerae

Кол-во выде-
ленных фагов

Кол-во культур
V. cholerae

Кол-во выде-
ленных фагов

2014 178
Июнь 0 1 0 1
Июль  V. cholerae El Tor Inaba (1) 4 0 0
Август 0 0 0 1

2015 177
Июль 0 0 V. cholerae El Tor Ogawa (1) 4
Август 0 0 0 1

2016 254

Июнь 0 0 V. cholerae El Tor Ogawa (1) 0
Июль 0 2 0 5
Август V. cholerae El Tor Ogawa (1) 8 0 8

Сентябрь 0 5 0 5

2017 149
Июль 0 0 0 1
Август 0 0 0 1

2018 280

Июнь V. cholerae El Tor Ogawa (1) 0 0 0
Июль 0 3 0 0
Август 0 2 0 0

Сентябрь 0 0 0 1

2019 272
Июль 0 0 0 1
Август 0 0 V. cholerae El Tor Ogawa (1) 0

2020 301
Июль V. cholerae El Tor Inaba (1) 2 0 0
Август 0 0 V. cholerae El Tor Ogawa (6) 1

Сентябрь 0 0 V. cholerae El Tor Ogawa (2) 0

2021 280

Июнь 0 0 V. cholerae El Tor Ogawa (8) 2
Июль 0 2 V. cholerae El Tor Ogawa (2) 0
Август 0 2 0 3

Сентябрь 0 2 0 1

2022 306

Май V. cholerae El Tor Ogawa (1) 0 0 0
Июнь V. cholerae El Tor Ogawa (4) 0 V. cholerae El Tor Ogawa (5) 2
Июль 0 2 0 4
Август V. cholerae El Tor Ogawa (8) 12 V. cholerae El Tor Ogawa (1) 3

Сентябрь V. cholerae El Tor Ogawa (1) 5 V. cholerae El Tor Ogawa (1) 8

2023 247

Июнь V. cholerae El Tor Ogawa (2) 3 V. cholerae El Tor Inaba (1) 1
Июль V. cholerae El Tor Ogawa (5) 6 0 3
Август 0 0 V. cholerae El Tor Ogawa (1) 0

Сентябрь 0 0 V. cholerae El Tor Ogawa (1) 
V. cholerae El Tor Inaba (1) 0
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Результаты, представленные в таблице 2, свиде-
тельствуют о том, что, начиная с 2014 г. из поверхност-
ных водоемов (р. Дон, р. Темерник) в г. Ростове-на-Дону 
фактически ежегодно выделялись как холерные фаги, 
так и холерные вибрионы О1. Следует отметить, что в 
большинстве случаев в пробах, отбираемых еженедельно 
из одних и тех же стационарных точек, бактериофаги 
обнаруживались раньше штаммов V. cholerae О1, пред-
шествуя их выделению. В то же время регистрировалось 
выделение фагов на фоне обнаружения холерных ви-
брионов, что может свидетельствовать о возможности 
дальнейшего повторного выявления таких штаммов в 
данной точке, не исключая возможное появление кло-
нального комплекса. Интересно, что после прекращения 
выделения холерных бактериофагов в пробах воды из 
точек отбора штаммы V. cholerae О1 также переставали 
выявляться. 

В результате проведенной идентификации с ис-
пользованием фагочувствительных тест-штаммов и се-
рологического типирования все изолированные бактерио-

фаги были отнесены к I (нитчатые), II и IV (головчатые) 
морфогруппам, VI и XII серотипа.

При изучении количественного соотношения 
между холерными фагами и штаммами холерных вибри-
онов О1, изолированными в период с 2014 г. по 2023 г. 
на территории Ростовской области, установлено про-
порциональное нарастание числа изолированных фагов и 
штаммов V. cholerae O1 с 2014 г. по 2016 г., затем резкое 
снижение с 2017 г. по 2019 г. с последующим новым про-
порциональным нарастанием числа изолированных фагов 
и холерных штаммов O1 серогруппы (рис. 4).

При анализе наличия корреляции (r=0,773) 
между количеством выделенных холерных вибрионов 
и бактериофагов выявлено присутствие прямой связи с 
высокой силой (теснотой) по шкале Чеддока (p=0,011). 

Данный факт свидетельствует о возможности ис-
пользования наличия/отсутствия «водных» холерных 
бактериофагов в качестве индикаторного или сигнального 
признака в отношение наличия/отсутствия штаммов 
V. cholerae О1 в водных объектах.

Рис. 4. Количество выделенных штаммов холерных вибрионов О1 и холерных фагов  
из водоемов г. Ростова-на-Дону с 2014 г. по 2023 г.

Н.Е. Гаевская и др., с. 14–22

Заключение

Таким образом, результаты проведенных исследо-
ваний свидетельствуют о контаминации поверхностных 
водоемов на территории нашей страны, в основном, не-
токсигенными штаммами V. cholerae О1, а также о нали-
чии в пробах водных объектов холерных бактериофагов. 

Выявлено, что в последние годы в популяции 
водных нетоксигенных штаммов появляются штаммы, 
отнесенные к новым фаготипам, не характерным ранее 
для данных территорий, что подчеркивает гетерогенность 
циркулирующих в стране нетоксигенных штаммов холер-

ных вибрионов и способствует проведению эпидрассле-
дований по фактам их обнаружения.

Выделение холерных бактериофагов в ходе мони-
торинговых исследований в пробах из ООС, достоверно 
коррелирующих с выявлением штаммов V. choleraе О1 в 
водных объектах, позволяет оценивать их обнаружение 
как сигнальный признак присутствия в водоемах холер-
ных вибрионов. 
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CORRELATION OF VIBRIO CHOLERAE AND THEIR BACTERIOPHAGES 
IN MONITORING OF WATER BODIES OF THE ENVIRONMENT IN THE 

TERRITORY OF THE SUBJECTS OF THE RUSSIAN FEDERATION

N.E.GAEVSKAYA, V.D. KRUGLIKOV, Yu.V. SIZOVA, A.V. TYURINA, M.P. POGOZHOVA 

Rostov-on-Don Anti-Plague Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don

Cholera is a particularly dangerous infectious disease that remains relevant today. Rostov-on-Don Anti-Plague Institute of 
Rospotrebnadzor, being a reference center for cholera monitoring in the Russian Federation, not only identifies, genetically and phage-
types all strains of cholera vibrios of the O1/O139 serogroup isolated from water bodies in different regions of the Russian Federation, 
but also provides a comprehensive characterization of cholera bacteriophages with subsequent analysis of the state and development of 
the epidemiological situation in these territories. The results of phage-typing of Vibrio choleraе strains isolated in different regions of the 
Russian Federation indicate the emergence in recent years of vibrios classified as new phage types that were not previously characteristic 
of these territories, which indicates the circulation of heterogeneous populations of non-toxigenic cholera vibrios in the country. At the 
same time, the isolation of specific bacteriophages of I, II, IV morphogroups, VI and XII serotypes from environmental water samples 
during monitoring studies reliably correlates with the detection of Vibrio choleraе O1 strains. This fact allows us to consider the detection 
of these phages as a signal sign of the presence of cholera vibrios in water bodies, and can be used to assess the epidemiological situation 
of cholera in a specific area.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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МИКРОБИОТА РОТОВОЙ ПОЛОСТИ ПАЦИЕНТОВ  
С ХРОНИЧЕСКИМ ГЕНЕРАЛИЗОВАННЫМ ПАРОДОНТИТОМ

И.А. ГИМРАНОВА1*, В.А. ГРИЦЕНКО2, Г.М. АКМАЛОВА1, Д.Ю. ШВЕЦ1,  
Г.Р. ГАЗИЗУЛЛИНА1, Ю.Л. БОРЦОВА1

1 ФГБОУ ВО «Башкирский государственный медицинский университет» Минздрава России, Уфа, 
2 ФГБУН Оренбургский федеральный исследовательский центр УрО РАН  

(Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза), Оренбург

Заболевания пародонта являются одной из актуальных проблем современной стоматологии, требующие необходимые 
меры повышения эффективности диагностики, профилактики и терапии. Целью исследования явилась оценка видового со-
става микробиоты пародонтальных карманов у пациентов с хроническим генерализованным пародонтитом легкой и средней 
степенями тяжести. В качестве материала для исследования проводился забор содержимого пародонтальных карманов паци-
ентов с хроническим генерализованным пародонтитом легкой и средней степенями тяжести и десневой борозды здоровых лиц. 
Осуществляли бактериологическое исследование отобранного биоматериала с идентификацией методом масс-спектрометрии. 
В результате проведенного исследования у пациентов с хроническим генерализованным пародонтитом из пародонтальных 
карманов были выделены и идентифицированы в большинстве бактерии семейств Streptococcaceae (60,7%), Staphylococcaceae 
(35,2%), Enterobacteriaceae (35,2%), Lactobacillaceae (25,4%) и грибы рода Candida (24,5%). Анализ состава и биораз-
нообразия микробиоты определяет ключевую роль микроорганизмов в развитии воспалительных заболеваний пародонта и 
указывает на необходимость разработки эффективных способов коррекции микробиоты ротовой полости, методов терапии и 
профилактики пародонтита.

Ключевые слова: микробиота, полость рта, пародонтит, пародонтальный карман, Streptococcaceae, Staphylococcaceae, 
Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae, Candida spp.
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Введение

Ротовая полость человека содержит сложное 
сообщество микроорганизмов: бактерий, грибков, ви-
русов, простейших и архей [14]. Среди них различают 
комменсальные микроорганизмы, которые составляют 
нормальную микробиоту (нормобиоту) человека [22]. 
Они сдерживают распространение условно-патогенных 
микроорганизмов и регулируют воспалительные реакции 
хозяина [8, 15]. Наиболее часто для описания микроб-
ного сообщества ротовой полости используется термин 
«микробиота полости рта» [10]. По некоторым данным, 
микроорганизмы полости рта представлены 68% куль-
тивируемыми видами, а остальные 32% представлены 

некультивируемыми филотипами (из базы данных 
микробиома ротовой полости человека). Все больше 
исследований демонстрируют, что микробиота ротовой 
полости играет жизненно важную роль в патогенезе и 
развитии многих заболеваний ротовой полости, а также 
системных заболеваний [23].

Пародонтит – хроническое необратимое воспа-
лительное заболевание, при котором происходит раз-
рушение соединительной ткани и альвеолярной кости, 
что приводит к потере зубов [23]. Изменение состава 
микробных биопленок приводит к дисбиозу ротовой по-
лости, изменениям местной иммунной реакции организма 
человека и хроническому воспалению, опосредованному 
пародонтопатогенами. В литературе в качестве пародон-
топатогенов описываются виды Porphyromonas gingivalis, 
Treponema denticola, Tannerella forsythia и Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans. Хотя данные бактерии встре-
чаются в небольших количествах и у здоровых людей, 
доказано, что они тесно связаны с возникновением и 
прогрессированием пародонтита [7, 13]. Технологии 
секвенирования расширили спектр микроорганизмов, 
связанных с пародонтитом, включая виды Filifactor alocis 
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и Peptostreptococcus stomatis, а также представителей 
родов Prevotella, Synergistes, Megasphaera, Selenomonas 
и Desulfobulbus [16]. Изменение состояния пародонта 
сопровождается сдвигами в бактериальных ассоциаци-
ях десневой борозды, например, повышенный уровень 
Veillonella spр. связан со здоровой микробиотой, тогда 
как количество, например, F. alocis выше у пациентов с 
пародонтитом [17]. 

Полученные результаты указывают на необхо-
димость исследования микробиоты не только ротовой 
жидкости, но и содержимого десневой борозды и паро-
донтального кармана для правильного выбора тактики 
терапии пациентов с воспалительными заболеваниями 
пародонта. Помимо бактерий, в колонизации ротовой 
полости участвуют и некоторые виды грибов, например, 
у здоровых людей выявляются грибы родов Candida, 
Rhodotorula, Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, 
Trichoderma, Scedosporium, Alternaria и Rhizopus – 
как наиболее распространенные представители [18]. 
Показано, что род Candida является основным пред-
ставителем грибов здоровой микробиоты полости рта; 
при этом чаще всего обнаруживаются виды Candida 
albicans, Candida parapsilosis и Candida tropicalis. Реже 
определяются Fusarium spp., Rhodotorula spp., Alternaria 
spp. и Cladosporium spp. [6, 8]. Роль грибов в возникно-
вении и развитии пародонтита до сих пор окончательно 
не установлена. По различным данным, не показано 
существенных различий в составе микробиома полости 
рта между здоровыми и пациентами с пародонтитом 
[19]. Однако существует ряд работ, где описываются 
ассоциации грибов рода Candida с пародонтопатогенами, 
например, с Porphyromonas gingivalis [9]. Также сообща-
ется об увеличении количества Candida spp. у пациентов 
с пародонтитом по мере потери зубов [19]. Кроме того, 
вирусы герпеса, включая цитомегаловирус, простой 
герпес, Эпштейна – Барра также были выявлены в под-
десневых биопленках пациентов с пародонтитом [12, 23].

Целью исследования явилась оценка видового 
состава микробиоты содержимого пародонтального 
кармана у пациентов с хроническим генерализованным 
пародонтитом легкой и средней степенями тяжести.

Материалы и методы

В качестве материала для исследования проводили 
забор содержимого пародонтальных карманов 102 паци-
ентов с хроническим генерализованным пародонтитом 
различной степени тяжести в возрасте от 32 до 68 лет. 
В качестве контрольной группы осуществляли забор 

содержимого десневой борозды у 25 здоровых людей 
в возрасте от 25 до 38 лет. Клинический материал был 
получен на приеме у врача-стоматолога стоматологиче-
ской поликлиники № 2 и стоматологической клиники 
«Примадент» г. Уфа. Все пациенты дали добровольное 
информированное согласие на исследование.

Взятие клинического материала осуществлялось 
стерильными бумажными конусными эндодонтически-
ми штифтами (META BIOMED, Южная Корея) из 
глубоких участков пародонтальных карманов пациентов 
с хроническим генерализованным пародонтитом, а так-
же содержимого десневой борозды у здоровых людей. 
Штифт вводился стерильным пинцетом на 15 секунд, 
затем его немедленно помещали в стерильные пробирки 
с тиогликолевой средой. Затем делали бактериологи-
ческий посев отобранного биоматериала на различные 
питательные среды. Первичный посев биологических 
жидкостей проводился в первый же день получения 
материала. Идентификацию до вида проводили методом 
масс-спектрометрии по принципу MALDI-TOFF.

Результаты обработаны с использованием стан-
дартных пакетов программы MicrosoftExel 2010. На 
графиках представлены средние арифметические значе-
ния из n-числа повторности (где n≥10) и их стандарт-
ные отклонения. Для сравнения независимых выборок, 
подчиняющихся закону нормального распределения, 
использовали параметрический критерий Стьюдента, 
значения t-критерия находили для 95% уровня значимо-
сти. Данные в таблицах и на диаграммах представляют 
собой средние арифметические величины и стандартные 
ошибки, количество повторений указано для каждого 
случая отдельно. 

Результаты и обсуждение

Широкий спектр видов микроорганизмов, коло-
низирующих ротовую полость, тесно взаимодействуют 
как друг с другом, так и с организмом человека. Воз-
действие различных экзогенных факторов, в том числе, 
изменение диеты, плохая гигиена полости рта, курение и 
применение некоторых лекарственных средств, могут на-
рушить такое равновесие, что, возможно, может привести 
к последствиям для здоровья полости рта и системного 
здоровья человека [21].

В результате бактериологического исследования 
из содержимого пародонтальных карманов пациентов 
с хроническим генерализованным пародонтитом легкой 
и средней степенями тяжести были идентифицированы 
53 вида бактерий и 10 видов грибов, из которых факуль-
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тативные анаэробы составили 76,2% от общего числа 
обнаруженных микроорганизмов, аэробы – 9,5%, грибы 
– 9,8% и облигатные анаэробы – 4,5% (табл. 1). В ходе 
исследования был получен рост P. gingivalis на бруцел-

лагаре с добавлением чёрного альбумина и менахинона 
(витамин К2) – питательная среда, апробированная 
нами для культивирования данного вида пародонтопа-
тогена [1].

Таблица 1
Микроорганизмы, выделенные из содержимого пародонтальных карманов пациентов  

с пародонтитом бактериологическим методом

№
п /п Виды микроорганизмов

Частота 
встречаемо-

сти, %

КОЕ/
мл

№
п /п Виды микроорганизмов

Частота 
встречаемо-

сти, %

КОЕ/
мл

Облигатные аэробные: 33 Lactobacillus fermentum 45 102

1 Neisseria macacae 73 34 Lactobacillus paracasei 65 103

2 Pseudomonas aeruginosa 0,45 35 Lactobacillus salivarius 80 103

3 Micrococcus luteus 2,24 36 Lactobacillus paraplantarum 32 102

4 Stenotrophomonas maltophilia 0,45 37 Lactobacillus zeae 15 102

5 Kocuria rhizophila 0,45 38 Enterococcus faecalis 5,8
6 Arthrobacter sulfonivorans 0,9 39 Enterococcus faecium 2,7
7 Acinetobacter lwoffii 1,34 40 Enterococcus kobei 0,9
8 Acinetobacter baumannii 0,9 41 Proteus mirabilis 0,9
9 Acinetobacter junii 0,9 42 Klebsiella pneumoniae 18 104

10 Acinetobacter pittii 0,45 43 Escherichia coli 1,8
Факультативные анаэробы: 44 Bacillus pseudomycoides 38 105

11 Staphylococcus equorum 0,45 45 Bacillus megaterium 23 105

12 Staphylococcus capitis 1,8 46 Leuconostoc citreum 0,45
13 Staphylococcus aureus 45 106 47 Weissella cibaria 0,45
14 Staphylococcus epidermidis 42 106 48 Rothia mucilaginosa 0,9
15 Staphylococcus saprophyticus 0,45 49 Mycobacterium interjectum 0,9
16 Staphylococcus haemolyticus 3,6 50 Mycobacterium sherrisii 0,45
17 Streptococcus oralis 5,4 51 Microbacterium murale 0,9
18 Streptococcus lutetiensis 0,45 Анаэробы:
19 Streptococcus infantis 0,9 52 Mobiluncus mulieris 0,45
20 Streptococcus constellatus 0,45 53 Porphyromonas gingivalis 4,5
21 Streptococcus viridans 6,7 Дрожжеподобные грибы:
22 Streptococcus koreensis 0,45 54 Candida albicans 48,3 105

23 Streptococcus gallolyticus 1,34 55 Candida crusei 5,4
24 Streptococcus salivarius 100 106 56 Candida tropicalis 3,9
25 Streptococcus mitis 100 107 57 Candida kefyr 5,2
26 Streptococcus vestibularis 0,9 58 Candida dubliniensis 1,8
27 Streptococcus anginosus 1,8 59 Candida lusitanie 0,45
28 Streptococcus gordonii 0,9 Плесневые грибы:
29 Streptococcus mutans 100 106 60 Alternaria alternata 1,8
30 Streptococcus sanguis 100 104 61 Penicillum urticae 0,9
31 Corynebacterium afermentas 13 106 62 Neurospora crassa 1,8
32 Corynebacterium amycolatum 21 104 63 Aspergillus chevalieri 1,8

Примечание: Представлены средние значения и их стандартные ошибки (p≤0,05).

Из всех идентифицированных микроорганизмов 
у пациентов с хроническим генерализованным пародон-
титом чаще всего обнаруживались бактерии семейств 
Streptococcaceae (60,7%), Staphylococcaceae (35,2%), 
Enterobacteriaceae (35,2%), Lactobacillaceae (25,4%) и 
грибы рода Candida (24,5%) (рис. 1).

При сравнительной характеристике результатов 
бактериологического исследования в контрольной группе 
(у здоровых лиц) практически 100% обнаруживались 
представители нормобиоты ротовой полости в относи-
тельно больших количествах – это различные виды родов 
Streptococcus и Lactobacillus (рис. 2). 
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Рис. 1. Результаты бактериологического исследования 
содержимого пародонтальных карманов пациентов с 
хроническим генерализованным пародонтитом, в %

Следует отметить, что количество представителей 
нормобиоты у пациентов с хроническим генерализован-
ным пародонтитом заметно уменьшалось, особенно это 
было выражено на примере представителей видов рода 
Lactobacillus, которые практически не встречаются у 
пациентов со средней степенью тяжести хронического 
генерализованного пародонтита. Также у пациентов с 
пародонтитом обнаруживались пародонтопатогены I и II 
порядка – P. gingivalis и Fusobacterium nucleatum, кото-
рые не встречались у здоровых людей [2]. У пациентов с 
легкой и средней степенями тяжести увеличивается коли-
чество грибов рода Candida spp. до 48,3% по сравнению 
с контрольной группой, что подтверждает данные о том, 
что грибы данного рода часто ассоциированы с основным 
пародонтопатогеном – P. gingivalis [3].

Рис. 2. Сравнительная характеристика результатов бактериологического исследования содержимого пародонтальных 
карманов пациентов с хроническим генерализованным пародонтитом легкой и средней степенями тяжести и десневой 

борозды здоровых людей

Увеличение частоты встречаемости E. coli у паци-
ентов с пародонтитом характеризует нарушение физио-
логического состояния полости рта и связано с дисбиозом 
[9, 11], что может способствовать развитию гнойно-вос-
палительных процессов [5]. Помимо этого, обильный 
рост бактерий родов Streptococcus, Staphylococcus и 
Fusobacterium на фоне снижения роста представителей 
рода Lactobacillus указывает на выраженные проявления 
дисбиоза в полости рта. Поскольку S. sanguis, S. mitis и S. 

oralis относятся к ранним колонизаторам зубной бляшки, 
их зачастую используют в качестве субстрата P. gingivalis, 
что значительно усугубляет течение заболевания [4].

У пациентов с хроническим генерализованным 
пародонтитом около 50% выделенных бактерий рода 
Staphylococcus spp. относились к виду S. aureus. Из-
вестно, что Staphylococcus spp. присутствуют в слюне, 
десневой фиссуре, в небольшом проценте в зубном на-
лете и в основном у людей с ослабленным иммунитетом, 
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что объясняет полученные нами результаты увеличения 
бактериальной обсемененности по мере прогрессирования 
заболевания [20].

Заключение

Таким образом, в результате проведенного исследо-
вания выявлены значительные нарушения качественного и 
количественного состава микробиоты у пациентов с хрони-
ческим генерализованным пародонтитом. Анализ состава 
и биоразнообразия микробиоты определяет ключевую роль 
микроорганизмов в развитии воспалительных заболеваний 
пародонта и указывает на необходимость разработки 
эффективных способов коррекции микробиоты ротовой 
полости, методов терапии и профилактики пародонтита.
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MICROBIOTA OF THE ORAL CAVITY OF PATIENTS  
WITH CHRONIC GENERALIZED PERIODONTITIS
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Periodontal diseases are one of the urgent problems of modern dentistry, requiring the necessary measures to improve the 
effectiveness of diagnosis, prevention and therapy. The aim of the study was to evaluate the specific composition of the microbiota of 
periodontal pockets in patients with chronic generalized periodontitis of mild to moderate severity. The contents of the periodontal 
pockets of patients with mild to moderate chronic generalized periodontitis and the gingival sulcus of healthy individuals were taken as 
material for the study. A bacteriological study of the selected biomaterial was performed with identification by mass spectrometry. As a 
result of the study in patients with chronic generalized periodontitis, bacteria from the Streptococcaceae (60.7%), Staphylococcaceae 
(35.2%), Enterobacteriaceae (35.2%), Lactobacillaceae (25.4%) and fungi of the genus Candida (24.5%) families were isolated 
and identified from the periodontal pockets. The analysis of the composition and biodiversity of the microbiota determines the key role 
of microorganisms in the development of inflammatory periodontal diseases and indicates the need to develop effective ways to correct 
the microbiota of the oral cavity, methods of therapy and prevention of periodontitis.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК:579.843.1:57:-05:(470+571)

ИЗУЧЕНИЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ ХОЛЕРНЫХ ВИБРИОНОВ,  
ВЫДЕЛЕННЫХ ОТ ЛЮДЕЙ В РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ В 2023 Г.

Л.А. ЕГИАЗАРЯН*, Е.А. МЕНЬШИКОВА, О.А. ПОДОЙНИЦЫНА, Н.А. СЕЛЯНСКАЯ,  
М.И. ЕЖОВА, Е.С. ШИПКО, О.В. ДУВАНОВА, А.В. ЕВТЕЕВ,  

В.Д. КРУГЛИКОВ, Н.Е. ГАЕВСКАЯ 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора

В последние десятилетия эпидемиологическую ситуацию по холере в России определяли единичные случаи обнаружения 
токсигенных и ежегодное выделение десятков нетоксигенных штаммов холерных вибрионов О1 и неО1/неО139 серогрупп 
в объектах окружающей среды, эпизодическая регистрация завозов холеры без распространения, а также острых кишечных 
инфекций и внекишечных случаев заболеваний, вызванных штаммами Vibrio cholerae nonО1/nonО139. В 2023 г. на терри-
тории Российской Федерации было выявлено два завоза токсигенных штаммов холерных вибрионов с территории Индии, а 
также изолировано от людей шесть атоксигенных V. cholerae O1 и 18 штаммов V. cholerae nonO1/nonO139. Было проведено 
полногеномное секвенирование и дана характеристика штаммов с использованием бактериологических, культуральных, био-
химических и молекулярно-биологических методов. Токсигенные штаммы V. cholerae O1 принадлежали к «постгаитянской» 
группе. Кластерный анализ выявил гетерогенность штаммов холерных вибрионов неО1/неО139 серогрупп. Наибольшее 
число холерных вибрионов проявляло устойчивость к стрептомицину и фуразолидону. Наименьшее число штаммов обладало 
устойчивостью к фторхинолонам и гентамицину.

Ключевые слова: холерные вибрионы, завоз, биологические свойства, антибиотикограмма, секвенирование.
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Введение

Современная история холеры началась в 1817 
г., когда была зарегистрирована первая пандемия 
холеры [18]. В течение XIX в. зарегистрировано 6 
пандемий холеры. Седьмая пандемия холеры, которая 
продолжается уже более шестидесяти лет, отличается 
от предшествующих новым видом возбудителя Vibrio 
cholerae O1 El Tor, который вызывает трудно диа-
гностируемые стертые клинические формы и большое 
количество вибрионосителей. Это обусловливает ши-
рокое распространение заболевания на все обитаемые 
континенты земного шара с формированием временных 
промежуточных и истинных стойких эндемичных оча-
гов, обеспечивающих самое продолжительное в истории 
существование болезни [4, 5].

Вспышки холеры имели место в Непале, Пакиста-
не, Таиланде, Афганистане, Малайзии, Сьерра-Леоне, 
Демократической Республике Конго, Нигерии, Анголе, 
Зимбабве и Казахстане. После сильного землетрясения 
на Гаити (2010 г.) произошел занос холеры с последую-
щим развитием эпидемии [21, 22].

Биовариант El Tor получил широкое распростране-
ние в странах Азии и Африки. Его эволюционный успех 
связан с высокой пластичностью генома, способностью 
меняться и приобретать новые генетические элементы. С 
момента своего обнаружения биовариант Vibrio cholerae El 
Tor претерпел ряд изменений, приобрел генетические де-
терминанты, обеспечивающие устойчивость к некоторым 
антимикробным препаратам, а также со временем стал 
более вирулентным, чем был первоначально. Это про-
изошло в результате изменения внутри генов, в частности 
мутации получили гены, кодирующие холерный токсин 
– основной фактор патогенности холерных вибрионов. 
В настоящее время вибрионы Эль Тор совмещают в себе 
ряд признаков, свойственных штаммам ранних предста-
вителей этого биоварианта и классических вибрионов. За 
сочетание признаков двух биовариантов такие вибрионы 
получили название «гибридные» [11, 13, 15, 19].

Начиная с 1991 года, атипичные (гибридные) 
токсигенные варианты холерных вибрионов Эль Тор 
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регистрируются в Южной Азии (Бангладеш, Непал, 
Индия, Шри-Ланка), Африке (Мозамбик, Нигерия, 
Камерун), Индии и Бангладеш [23]. В 1994 году такие 
холерные вибрионы обусловили эпидемию холеры в 
России (Р. Дагестан) [10]. 

Распространение антибиотикорезистентности 
штаммов V. cholerae, выделяемых в различных регионах 
мира, в том числе в Российской Федерации, осложняет 
выбор средств этиотропной терапии и вызывает не-
обходимость постоянного контроля над изменениями 
чувствительности/устойчивости возбудителя. Чувстви-
тельность к антибактериальным препаратам является 
важной характеристикой микроорганизмов. Оптими-
зация и стандартизация методов и схем мониторинга 
устойчивости микроорганизмов, создание баз данных 
о распространении антимикробной резистентности от-
носятся к числу необходимых мер для предупреждения и 
ограничения распространения антимикробной резистент-
ности на территории нашей страны [3].

На территории России эпидосложнения по холере 
в последние десятилетия (с 2010 по 2023 гг.) характе-
ризовались заносами инфекции без последующего рас-
пространения возбудителя. Однако, в связи с текущим 
положением, связанным с ЧС и высоким риском завоза 
в приграничные субъекты Российской Федерации, могут 
возникнуть благоприятные условия для возникновения 
эпидемиологических осложнений, в том числе и для рас-
пространения холеры. Поэтому необходим мониторинг 
холерных вибрионов и изучение их свойств [9].

В связи с вышеизложенным целью работы явилось 
изучение биологических свойств холерных вибрионов, 
выделенных в 2023 г. от людей в России, включая новые 
территории (Донецкая Народная Республика, Луганская 
Народная Республика, Запорожская и Херсонская об-
ласти).

Материалы и методы

Выделение, идентификацию и изучение биоло-
гических свойств штаммов проводили в соответствии с 
нормативно-методическими документами [6, 12, 14]. Для 
родовой и видовой идентификации микроорганизмов ис-
пользовали программно-аппаратный комплекс MALDI 
Biotyper. Масс-спектрометрический анализ проводили 
с использованием MALDI-TOF масс-спектрометра 
Microflex («Bruker Daltonics», Германия). Для записи, об-
работки и анализа масс-спектров использовали программ-
ное обеспечение фирмы «Bruker Daltonics» (Германия): 
flexControl 2.4 (Build 38) и flexAnalysis 2.4 (Build 11). 

В 2023 г. на территории нашей страны от больных 
с симптомами кишечной инфекции было выделено 26 
штаммов V. cholerae. Из них V. cholerae O1 – 8 штаммов, 
из которых – 2 штамма токсигенные (Тамбовская область 
– 1 штамм, г. Москва – 1 штамм) и 6 нетоксигенных 
штаммов (г. Москва – 4 штамма и Запорожская область 
– 2 штамма). Фаговары исследуемых штаммов определя-
ли с помощью набора фагов Дрожевкиной – Арутюнова. 

Полногеномное секвенирование и сборку геномов 
выполняли на платформе MiSeq (Illumina) [16], генети-
ческие детерминанты идентифицировали в WGSs с по-
мощью программ BioEdit 7.2.5 (http://www.mbio.ncsu.
edu/bioedit) и BLASTN 2.2.29 (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov), Прототипами служили соответствующие по-
следовательности референс-штамма V. cholerae N16061 
(AE003852, AE003853), а для отсутствующих у него 
генов – штамм AM-19226 (AATY0200000000). 
Для поиска генетических детерминант лекарственной 
устойчивости использовали базу CARD (https://card.
mcmaster.ca) и последовательности других найденных в 
NCBI генов, встречающихся у холерных вибрионов [8].

Сравнительный SNP-анализ проводили согласно 
предложенной ранее схеме [1], обновленная база вклю-
чала 55 тысяч SNP. 

В работе использованы данные полногеномного 
секвенирования штаммов V. cholerae О1 El Tor, полу-
ченные в рамках настоящего исследования, на платформе 
Illumina MiSeq. Сборку геномов проводили с использова-
нием программы Spades [17]. Поиск SNP проводили по 
методике, описанной ранее [2]. Построение минимально-
го остовного дерева проводили с использованием модуля 
minimum spanning tree из пакета scipy [24]. Разделение 
на кластеры проводили с помощью модуля connected 
components из пакета scipy [24]. Для визуализации 
дендрограммы использовали пакет Graphviz [20]. Для 
визуальной обводки кластеров использовали модуль 
ConvexHull из пакета scipy [24].

Результаты и обсуждение

Токсигенные и нетоксигенные штаммы холер-
ных вибрионов агглютинировались специфической 
холерной О1 сывороткой и сывороткой Ogawa в слайд-
агглютинации в диагностическом рабочем титре и имели 
видоспецифичные гены hlyA типа El Тor и интактные 
гены wbeT, что подтверждает их принадлежность к О1 
серогруппе, биовару Эль Тор, серовару Огава. 

Два штамма из этой группы содержали гены 
основных факторов патогенности ctxA+tcpА+ (Тамбов-
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ская область и г. Москва) и обладали генотипом ctxB7 
tcpACIRS rtxA4a VSP-IIΔ0495-0512, что позволяет от-
нести их к так называемой «постгаитянской» группе. В 
последнее время штаммы именно с таким генотипом все 
чаще выделяются в современном мире. Известно, что 
«постгаитянские» штаммы явились этиологическими 
агентами масштабных вспышек в Уганде, Танзании, Ке-
нии, Йемене, Бангладеш, Индии, выделялись от больных 
в Ираке, Зимбабве (2015–2018 гг.); в последние пять 
лет регистрированы завозы в Пакистан, США, Велико-
британию. В России ранее зарегистрированы два завоза 
из Индии – в 2012 и 2014 гг. (рис. 1). 

Рис. 1. Фрагмент дендрограммы, построенной по ито-
гам анализа данных полногеномного секвенирования 
токсигенных (ctxAB+) штаммов Vibrio choleraе О1

Принадлежность к определенному фаготипу 
удалось установить лишь у одного (13,0%) штамма: 
V. cholerae О1 El Tor Ogawa, выделенного в Тамбовской 
области и принадлежащего к 16 фаготипу (рис. 2).

Рис. 2. Фаготипы штаммов V. cholerае O1, 2023 г. 

Анализ фагочувствительности/фагорезистент-
ности этих штаммов свидетельствовал о стопроцентной 
чувствительности к фагу эльтор и резистентности к клас-
сическому фагу. Один штамм относился к 16 фаготипу 
(13,0%). Остальные штаммы не типировались.

Анализ дендрограммы, построенной по результа-
там филогенетического анализа, коллекции токсигенных 
штаммов холерных вибрионов О1 серогруппы, проведен-
ный по 59 тыс. SNP показал, что штамм Vibrio cholerae 
O1 El Tor Ogawa, выделенный от больного в Тамбовской 
области в 2023 г., и штамм, выделенный в г. Москва, 
также в 2023 г., попадает в кластер, образованный штам-
мами из разных стран в 2022 г. (Пакистана (2022 г.), 
США (завозы путешественниками из Пакистана, 
Ирака, Бангладеш, в Нью-Йорк, в Пенсильванию, 
Иллинойс, 2022 г.), ЮАР (завоз из Малави, 2023 г.) 
и Австралии (завоз из Пакистана, 2022 г.). Полученные 
результаты дают основание полагать, что штамм Vibrio 
cholerae O1 El Tor Ogawa, выделенный в 2023 г., был 
завезен на территорию России из Индии.

Токсигенные штаммы обладали чувствительностью 
к цефтриаксону, гентамицину, налидиксовой кислоте, 
ципрофлоксацину, левомицетину, триметоприму/суль-
фаметоксазолу, тетрациклину и доксициклину. Они были 
устойчивы к фуразолидону. Оперативно установленная 
диско-диффузионным методом антибиоткочувствитель-
ность токсигенных штаммов позволила назначить эф-
фективное этиотропное лечение больных и экстренную 
профилактику контактных лиц.

Антибиотикограмма клинических изолятов 
V.  cholerae О1 El Tor показала наличие устойчивости 
к ампициллину (62,5%), стрептомицину (87,5%), на-
лидиксовой кислоте (50%), тетрациклинам (50%), ри-
фампицину (62,5%), фуразолидону (50%). Штаммов, 
резистентных к цефтриаксону, гентамицину, ципрофлок-
сацину, левомицетину, триметоприму/ сульфаметоксазо-
лу, не выявлено (табл. 1).

В этом же году от 14 больных были изолированы 
18 нетоксигенных штаммов V. cholerae nonO1/nonO139 
ctxA–tcpА– . Наибольшее количество штаммов было 
изолировано в г. Москва – 5 штаммов и в Ростовской 
области – 5 штаммов (г. Таганрог – 3, г. Ростов-на- 
Дону – 1, пос. Орловский – 1). В Донецкой Народной 
Республике – 4 штамма, в Запорожской области – 3, а 
в Ставропольском крае (с. Мирное) – 1 штамм.

Генотипы штаммов имели следующие характе-
ристики: культуры не имели генов wbe (О1) и wbf 
(O139), но содержали в своем геноме ген hlyA, что 
доказывало принадлежность к НАГ-вибрионам. У 
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штаммов не обнаружены острова пандемичности VSP-I 
и VSP-II, что свидетельствует об отсутствии у них 
потенциала к эпидемическому распространению, они 

не содержали гена холерного токсина (ctxA-), однако 
проявили способность вызывать спорадические случаи 
заболевания.

Таблица 1
Чувствительность к антибактериальным препаратам культур холерных вибрионов О1,  

выделенных от людей в 2023 г.

Группа № 
п/п Наименование препарата

В том числе:

чувствительных промежуточных устойчивых

Бета-лактамы 1 ампициллин 3 0 5
2 цефтриаксон 8 0 0

Аминогликозиды 3 гентамицин 8 0 0
4 стрептомицин 1 0 7

Хинолоны 5 налидиксовая кислота 4 0 4
6 ципрофлоксацин 8 0 0

Тетрациклины 7 тетрациклин 4 0 4
8 доксициклин 4 0 4

Другие препараты

9 рифампицин 3 0 5
10 левомицетин 8 0 0
11 фуразолидон 4 0 4
12 триметоприм / сульфаметоксазол 8 0 0

Л.А. Егиазарян и др., с. 30–37

Анализ по 55 тысяч SNP позволил построить ден-
дрограмму, отражающую генетическую близость между 
различными штаммами Vibrio cholerae nonO1/nonO139, 
выделенными от человека в разные годы на территории 
РФ, и показал, что штамм, выделенный в Орловском 
районе Ростовской области, оказался дистанцирован от 
других и не попал ни в один из кластеров, что свидетель-
ствует об отсутствии связи со штаммами, выделенными 
ранее. Вместе с тем этот штамм является нетоксигенным 
и эпидемически не значимым. Штаммы, выделенные в 
г. Харцизск, генетически близки друг другу и составили 
отдельный кластер. Штамм, выделенный в г. Ростове-на-
Дону в 2023 г., попал в кластер вместе со штаммами из 
Мелитополя (2023 г.) и Мариуполя (2022 г.) (рис. 3).

Рис. 3. Фрагмент дендрограммы, построенной по 
итогам анализа данных полногеномного секвенирова-
ния нетоксигенных (ctxAB-) штаммов Vibrio choleraе 
nonО1/nonO139

По результатам полногеномного секвенирования 
нами было проведено сравнение wb* кластеров указанных 
штаммов V. cholerae nonO1/nonO139 с последователь-
ностями штаммов холерных вибрионов разных серогрупп, 
представленными в базе данных NCBI (номер проекта 
– PRJDB8600). Для двух штаммов, один из которых вы-
делен в Запорожской области (г. Мелитополь), а другой –  
в Ростовской области (г. Ростов-на-Дону), установлено 
сходство генетических последовательностей wb* региона 
с типовыми V. cholerae О5 и О185 серогрупп. Также у 
этих штаммов обнаружена система секреции третьего типа 
(T3SS), которая может вносить вклад в патогенность. 
T3SS была также обнаружена у вибриона, выделенного в г. 
Таганроге Ростовской области (тип wb* кластера – O88). 
Остальные исследуемые V. cholerae не содержали в геноме 
последовательностей T3SS. Другие типы wb* кластеров: 
О85, О2, О159, О197 (по одному штамму); О36, O18 
(три штамма от одного больного); О49 (три штамма); 
для четырех штаммов тип кластера установить не удалось.

У выделенных штаммов V. cholerae nonO1/
nonO139 была определена чувствительность/устойчи-
вость к антибактериальным препаратам.

Антибиотикограмма НАГ-вибрионов показала 
наличие устойчивости к ампициллину (61,1%), стреп-
томицину (66,7%), налидиксовой кислоте (33,3%), 
ципрофлоксацину (5,5%), тетрациклинам (66,7%), 
рифампицину (44,4%), фуразолидону (72,2%), тримето-
приму/сульфаметоксазолу (5,5%). Штаммов, резистент-
ных к гентамицину, левомицетину, не выявлено (табл. 2).
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Таблица 2
Чувствительность к антибактериальным препаратам культур холерных вибрионов  

V. cholerae nonO1/nonO139, выделенных от людей в 2023 г.

Группа № п/п Наименование препарата В том числе:
чувствительных промежуточных устойчивых

Бета-лактамы 1 ампициллин 5 2 11 

Аминогликозиды 2 гентамицин 15 3 0
3 стрептомицин 5 1 12

Хинолоны 4 налидиксовая кислота 9 3 6
5 ципрофлоксацин 17 0 1

Тетрациклины 6 тетрациклин 3 3 12

Другие препараты

7 рифампицин 6 4 8
8 левомицетин 17 1 0 
9 фуразолидон 1 4 13
10 триметоприм / сульфаметоксазол 17 0 1

Заражение вибрионами неO1/неO139 серогрупп 
может приводить к различным клиническим проявлениям. 
У здоровых людей они обычно вызывают легкие желудоч-
но-кишечные расстройства, раневые или инфекции уха. 
Однако у лиц с ослабленным иммунитетом, на фоне хрони-
ческих сопутствующих заболеваний, эти микроорганизмы 
могут стать возбудителями тяжелых раневых инфекций 
или сепсиса, характеризующихся высокой летальностью. 
Особое значение имеет инфицирование желчных путей 
НАГ-вибрионами, что может приводить к первичной 
септицемии и перитониту. В таких случаях НАГ-вибрионы 
выступают в качестве этиологического агента, вызывая 
тяжелые системные инфекции, которые требуют свое
временной диагностики и интенсивной терапии.

В большинстве случаев такие инфекции имеют спо-
радический характер и не сопровождаются их широким 
распространением. Тем не менее в научной литературе 
имеется значительное количество сообщений о выделении 
НАГ-вибрионов из клинических образцов при первичной 
бактериемии, а также при инфекциях кожи и мягких 
тканей, мочеполовой системы, желчевыводящих путей, 
пневмонии и отитах [7].

Заключение

На основании выполненной работы сделано за-
ключение. В 2023 г. на территории РФ от людей были 
выделены штаммы холерных вибрионов, обладающие 
различным патогенным потенциалом: два токсигенных 
штамма V. cholerae О1 El Tor Огава «постгаитянской» 
группы, а также шесть нетоксигенных штаммов холер-
ных вибрионов О1 серогруппы и 18 штаммов НАГ-
вибрионов.

Установлена чувствительность к спектру анти-
бактериальных препаратов, в соответствии с которой 
оперативно были скорректированы и своевременно 
начата этиотропная терапия больных и экстренная про-
филактика контактных лиц, что дало возможность купи-
ровать очаги инфекции и не допустить ее дальнейшего 
распространения.

Результаты исследования указывают на необхо-
димость постоянного мониторинга и изучения штаммов 
V. cholerae, циркулирующих на территории РФ, в том 
числе определения антибиотикограммы для оперативного 
реагирования при возникновении очагов инфекции.
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STUDY OF THE BIOLOGICAL PROPERTIES OF VIBRIO CHOLERAE 
ISOLATED FROM PEOPLE IN THE RUSSIAN FEDERATION IN 2023

L.A. EGIAZARYAN, E.A. MENSHIKOVA, O.A. PODOYNITSYNA, N.A. SELYANSKAYA,  
M.I. EZHOVA, E.S. SHIPKO, O.V. DUVANOVA, A.V. EVTEEV,  

V.D. KRUGLIKOV, N.E. GAEVSKAYA

Rostov-on-Don Federal State Institution of Health Care, Anti-Plague Institute of Rospotrebnadzor

In recent decades, the epidemiological situation with cholera in Russia has been determined by isolated cases of detection of 
toxigenic and annual isolation of dozens of non-toxigenic strains of cholera vibrios O1 and nonО1/nonО139 serogroups in environmental 
objects, episodic registration of cholera imports without spread, as well as acute intestinal infections and extraintestinal cases of diseases 
caused by strains of Vibrio cholerae nonО1/nonО139. In 2023, two imports of toxigenic strains of cholera vibrios from India were 
detected on the territory of the Russian Federation, and six atoxigenic V. cholerae O1 and 18 strains of V. cholerae nonO1/nonO139 
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were isolated from people. Whole genome sequencing was performed and the strains were characterized using bacteriological, cultural, 
biochemical and molecular biological methods. Toxigenic strains of V. cholerae O1 belonged to the «post-Haitian» group. Cluster 
analysis revealed heterogeneity of cholera vibrio strains of non-O1/non-O139 serogroups. The greatest number of cholera vibrios 
showed resistance to streptomycin and furazolidone. The smallest number of strains were resistant to fluoroquinolones and gentamicin.

Keywords: cholera vibrios, import, biological properties, antibiogram, sequencing.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК: 616.932:579.843.1:57.084/.085:(470+571)

ПОЛУЧЕНИЕ НАБОРА КРОЛИЧЬИХ СЫВОРОТОК  
К ШТАММАМ VIBRIO CHOLERAE R-ВАРИАНТ И ЕГО ПРИМЕНЕНИЕ

М.В. РЕНГАЧ, Д.А. ЛЕВЧЕНКО*, В.В. ЕВДОКИМОВА, О.А. СОКОЛЬСКАЯ,  
Д.А. МИРОШНИКОВА, Н.И. ПАСЮКОВА

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону

Итогом проведенного исследования явилось получение набора кроличьих сывороток (КС), серологическая специфич-
ность которых проверена на 63 штаммах холерных вибрионов различной серологической принадлежности. Перспективным 
направлением настоящей работы представляется использование экспериментального набора КС при проведении серологиче-
ской идентификации R-штаммов холерных вибрионов, изолированных в процессе мониторинговых исследований холеры при 
условии отсутствия агглютинации с коммерческими диагностическими холерными сыворотками.

Ключевые слова: штаммы холерных вибрионов, R-вариант, серологическая идентификация, кроличьи сыворотки.
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Введение

Холерный вибрион является естественным обита-
телем водной среды в эндемичных районах, что может 
способствовать завозу и распространению этой инфекции 
на неэндемичные территории [7, 8]. Серологические 
взаимосвязи между различными микроорганизмами об-
условлены близостью строения или идентичностью их 
антигенов. Основным антигеном для V. cholerae является 
О-антиген, на котором построена схема типирования [4, 
5]. Так, у холерных вибрионов выделяют три типа поли-
сахаридных структур: липополисахарид (ЛПС), компо-
нентом которого является О-полисахарид или О-антиген; 
капсульный полисахарид, или К-антиген, и ругозный 
полисахарид, или экзополисахарид. Активность ЛПС 
в значительной степени зависит от сохранения его на-
тивных свойств в процессе очистки, включая ассоциацию 
с белками наружной мембраны [6].

Особенностями вибрионов R-вариантов является 
полная или частичная утрата боковых цепей ЛПС, от-
вечающих за серологическую специфичность штаммов 
холерных вибрионов [9, 10]. По данным M.S. Islam et al. 

(2004), известен случай выделения от больного токси-
генного штамма холерного вибриона, серологически под-
твержденного как R-вариант, а также отнесенного к O1 
серогруппе по наличию измененного гена rfbN [11, 13].

На территории Российской Федерации из водных 
экосистем наряду с выделением нетоксигенных штаммов 
холерных вибрионов О1 серогруппы, в поверхностных 
водоемах выявляются штаммы R-вариантов, у которых 
утрачен ген rfbN (wbeT), ответственный за синтез 
О-антигена [4, 5, 8]. Обнаруженная ранее нестабиль-
ность поверхностных структур у штаммов R-вариантов, 
имеющих тенденцию перехода в холерные вибрионы как 
О1, так и неО1/неО139 серогруппы при длительном 
хранении на питательных средах [10], позволила ранее 
распределить выборку из 63 штаммов холерных вибрио-
нов R-вариантов на три группы: «гетерогенная» SR (20 
штаммов), «консервативная» R (семь штаммов), «не аг-
глютинирующаяся» nonO1/nonO139 (36 штаммов) [5]. 

Учитывая эпидемическую значимость некоторых 
R-вариантов, особый интерес представляют данные о 
нестабильности и вариабельности их антигенных свойств. 
Большинство R-штаммов в процессе хранения полностью 
утрачивает агглютинабельность холерными сыворотками 
RO, О1, Огава, Инаба, у другой части штаммов со-
храняется агглютинация только RO сывороткой [5, 10]. 

На сегодняшний день единственным методом 
обнаружения R-вариантов в лабораторной практике 
при проведении серологических исследований является 
реакция агглютинации сывороткой диагностической 
холерной RO, которая, в свою очередь, представляет 
собой сыворотку крови лошади, гипериммунизиро-
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ванной убитыми прогреванием холерными вибриона-
ми серовара Инаба в R-форме. При использовании 
диагностической коммерческой лошадиной сыворотки 
выявляются неспецифические перекрестные серологи-
ческие реакции, что связано с наличием гетерогенного 
пула входящих в них антител [9]. В связи с тем, что 
кроличьи сыворотки обладают высокой специфично-
стью и чувствительностью [1, 9], актуальным является 
получение экспериментальных сывороток к штаммам 
V. cholerae R-вариантов с целью изучения диапазона 
вариабельности антигенных свойств.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы. В работе использовали 
62 штамма V. сholerae О1, nonO1/nonО139 и R-вариант, 
различной токсигенности, изолированные из объектов 
окружающей среды на территории бывших республик 
СССР и административных территорий России, а так-
же один токсигенный штамм V. cholerae R-вариант № 
16197/1, изолированный от больного в Индии в 1953 г. 
Штаммы получены из лаборатории «Коллекция пато-
генных микроорганизмов» ФКУЗ Ростовский-на-Дону 
противочумный институт Роспотребнадзора (табл. 1).

В качестве контроля в исследование были взяты 
штаммы V. cholerae O1 El Tor № 12214 (г. Калькутта, 
1976 г.); V. cholerae O1 classical № 1391 (г. Калькутта, 
1958 г.); V. cholerae nonO1/nonO139 № Р-9741 (Ро-
стовская область, р. Махино, 1972 г.).

Лабораторные животные и иммунизация. В 
эксперименте использовали беспородных кроликов обо-
его пола в возрасте 8–10 месяцев, массой 2,5–3 кг. Все 
эксперименты с животными выполнялись в соответствии 
с Директивой Европейского парламента и Совета Ев-
ропейского союза по охране животных, используемых в 
научных целях. Эксперименты и эвтаназию животных 
осуществляли в соответствии с СанПиН 3.3686-21. В 
качестве антигенного материала использовали убитые 
кипячением взвеси семи штаммов холерных вибрионов 
R-вариантов № 13910, 15865, 16290, 18237, 18298, 
19336, 16197/1 (см. табл. 1), проверенные на специфи-
ческую стерильность трехкратным высевом.

Цикл иммунизации состоял из 4 инъекций анти-
генного материала (3 млрд. м.к., 5 млрд. м.к., 7 млрд. 
м.к. и 10 млрд. м.к. соответственно) с интервалом в 7 
дней (1-й, 7-й, 14-й и 21-й дни). Антиген вводили в 
краевую вену уха кролика. Спустя 7–10 дней после 
окончания иммунизации кроликов тотально обескровли-
вали. Полученную цельную сыворотку инактивировали 
прогреванием при 56 °С в течение 30 минут. 

Реакция агглютинации. Изучение набора кроли-
чьих сывороток, полученных к семи штаммам V. cholerae 
R-вариантов, проводили в реакции слайд-агглютинации 
(ДРТ равен 1/50) с 56 культурами холерных вибрионов 
О1, неО1/неО139 серогрупп. Постановку и учет объемной 
реакции агглютинации проводили в соответствии с МУК 
4.2.3745-22, при этом за диагностический рабочий титр 
(ДРТ) против R-вариантов было принято значение 1/800. 

Таблица 1
Штаммы лаборатории «Коллекция патогенных микроорганизмов»  

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора

№№

№
 ш

та
мм

а

Го
д 

вы
де

ле
ни

я

Административная 
территория

Генетическая 
характеристика

Серогрупповая принадлежность  
V. cholerae

Агглютинабельность 
кроличьими сыворотками 

неО1/неО139ctxA tcpA wbe О1 Ogawa Inaba RO

1 17572 1994 Приморский край + + + 1/2 ДРТ** 1/2 ДРТ отр. отр. отр.***
2 13825 1988 Казахская ССР + + + ДРТ* ДРТ отр. отр. отр.
3 13908 1988 Казахская ССР + + + ДРТ 1/2 ДРТ отр. отр. отр.
4 13918 1988 Казахская ССР + + + 1/2 ДРТ 1/2 ДРТ отр. отр. отр.
5 17573 1994 Приморский край + + + ДРТ ДРТ ДРТ отр. отр.
6 13946 1988 Казахская ССР - + + ДРТ ДРТ ДРТ отр. отр.
7 13943 1988 Казахская ССР - + + 1/2 ДРТ 1/2 ДРТ отр. отр. отр.
8 13940 1988 Казахская ССР - + + 1/2 ДРТ 1/2 ДРТ отр. отр. отр.
9 17569 1994 Новосибирская обл. - + + ДРТ отр. отр. отр. отр.
10 17875 1998 Приморский край - - + ДРТ отр. отр. отр. отр.
11 13912 1988 Казахская ССР - - + ДРТ ДРТ отр. отр. отр.
12 13903 1988 Казахская ССР - - + ДРТ ДРТ отр. отр. отр.
13 14269 1989 Казахская ССР - - + 1/2 ДРТ 1/2 ДРТ отр. отр. отр.
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14 14871 1989 Казахская ССР - - + ДРТ ДРТ отр. отр. отр.
15 13916 1988 Казахская ССР - - + 1/2 ДРТ 1/2 ДРТ отр. отр. отр.
16 15948 1991 Казахская ССР - - + 1/2 ДРТ ДРТ отр. отр. отр.
17 14184 1989 Таджикская ССР - - + ДРТ ДРТ ДРТ отр. отр.
18 13773 1988 Каракалпакская ССР - - + ДРТ ДРТ ДРТ отр. отр.
19 17581 1994 Приморский край - - + ДРТ ДРТ ДРТ отр. отр.
20 18918 2006 Хабаровский край - - + 1/2 ДРТ ДРТ ДРТ отр. отр.
21 13910 1988 Казахская ССР - - - отр. отр. отр. ДРТ отр.
22 15865 1991 Казахская ССР - - - отр. отр. отр. ДРТ отр.
23 16290 1995 Забайкальский край - - - отр. отр. отр. ДРТ отр.
24 18237 1998 Рязанская обл. - - - отр. отр. отр. ДРТ отр.
25 18298 2000 Приморский край - - - отр. отр. отр. ДРТ отр.
26 19336 2012 Респ. Калмыкия - - - отр. отр. отр. ДРТ отр.
27 14904 1989 Казахская ССР - - - отр. отр. отр. отр. О76
28 14313 1989 Казахская ССР - - - отр. отр. отр. отр. О9
29 15895 1991 Приморский край - - - отр. отр. отр. отр. О17
30 15953 1991 Казахская ССР - - - отр. отр. отр. отр. О76
31 15939 1991 Приморский край - - - отр. отр. отр. отр. О34
32 17874 1998 Приморский край - - - отр. отр. отр. отр. О51
33 17877 1998 Приморский край - - - отр. отр. отр. отр. О4
34 18138 1999 Ленинградская обл. - - - отр. отр. отр. отр. О76
35 18721 2003 Приморский край - - - отр. отр. отр. отр. О35
36 18956 2006 Московская обл. - - - отр. отр. отр. отр. О71
37 18981 2007 Краснодарский край - - - отр. отр. отр. отр. О35
38 20291 2012 Ростовская область - - - отр. отр. отр. отр. О8
39 20010 2016 Приморский край - - - отр. отр. отр. отр. О47
40 18570 2002 Новосибирская обл. - - - отр. отр. отр. отр. О30
41 20450 2018 Иркутская обл. - - - отр. отр. отр. отр. О74
42 20559 2019 Иркутская обл. - - - отр. отр. отр. отр. О3
43 20553 2019 Респ. Калмыкия - - - отр. отр. отр. отр. О76
44 20591 2020 Иркутская обл. - - - отр. отр. отр. отр. отр.
45 13902 1988 Казахская ССР - - - отр. отр. отр. отр. О76
46 19753 2014 Московская обл. - - - отр. отр. отр. отр. О76
47 20008 2016 Приморский край - - - отр. отр. отр. отр. О76
48 17582 1994 Забайкальский край - - - отр. отр. отр. отр. О76
49 15502 1991 Республика Крым - - - отр. отр. отр. отр. О76
50 18296 2000 Приморский край - - - отр. отр. отр. отр. О83
51 17905 1999 Ростовская обл. - - - отр. отр. отр. отр. О69
52 13827 1988 Казахская ССР - - - отр. отр. отр. отр. О54
53 13941 1988 Казахская ССР - - - отр. отр. отр. отр. О35
54 18906 2006 Хабаровский край - - - отр. отр. отр. отр. О29
55 14273 1988 Казахская ССР - - - отр. отр. отр. отр. О28
56 14148 1989 Каракалпакская ССР - - - отр. отр. отр. отр. О21
57 18589 2003 Хабаровский край - - - отр. отр. отр. отр. О16
58 15936 1991 Каракалпакская ССР - - - отр. отр. отр. отр. О9
59 15867 1991 Казахская ССР - - - отр. отр. отр. отр. О2
60 18500 2001 Приморский край - - - отр. отр. отр. отр. отр.
61 17571 1994 Новосибирская обл. - - - отр. отр. отр. отр. отр.
62 18928 2006 Новосибирская обл. - - - отр. отр. отр. отр. отр.
Примечание: ДРТ* – диагностический рабочий титр; 1/2 ДРТ** – 1/2 диагностического рабочего титра; отр.*** –  
отрицательный результат
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Электрофорез и иммуноблоттинг. Электрофо-
рез бактериальных взвесей проводили по методу Laemmli 
U.K. [12] в пластинах 12,5% полиакриламидного геля 
размером 70×100×1 мм в денатурирующих условиях. Ис-
пользовали предокрашенные метчики молекулярных масс 
(«Blue Plus® II Protein Marker» 14–120 кДа). Поста-
новку иммуноблоттинга осуществляли по методу Towbin 
H. et al. [14]. Для окрашивания белковых фракций на 
нитроцеллюлозной мембране использовали краситель 
Ponceau S («Reanal», Budapest). Мембраны инкубиро-
вали с экспериментальными кроличьими сыворотками в 
рабочих разведениях 1:500–1:2000. ЛПС-О1 выявляли 
с помощью моноклональных антител гибридомы (ГХ-
F8/О1), депонированной ранее в «Специализированной 
коллекции перевиваемых соматических клеток позвоноч-
ных» Института цитологии (г. Санкт-Петербург) под 
номером РККК (П) 386Д. Специфические полосы на 
мембране проявляли хромогенной смесью с 3.3-диами-
нобензидином (Aldrich).

Статистическая обработка результатов. Ста-
тистическую обработку полученных экспериментальных 
данных проводили с помощью программы Microsoft Excel 
(Microsoft Office 2003). При анализе результатов были 
использованы параметрические статистические методы 

(p<0,05) [2]. Все исследования проводили в трех по-
вторностях.

Результаты и обсуждение

Для получения кроличьих сывороток была исполь-
зована методика иммунизации биопробных животных, 
заключающаяся в добавлении четвертого этапа иммуни-
зации антигеном в количестве 10 млрд. м.к. [1]. В связи 
с тем, что штаммы R-вариантов не обладают высокой 
иммуногенностью дополнительный цикл иммунизации 
позволил получить более высокие титры кроличьих сы-
вороток. Таким образом, после проведения тотального 
обескровливания получены кроличьи сыворотки, титр 
которых был установлен в слайд-агглютинации с по-
следующим определением предельных значений в объ-
емной реакции агглютинации. Результаты приведены в 
таблице 2.

В ходе выполнения работы получены по три се-
рии кроличьих сывороток к каждому штамму в объемах 
20–25 мл. При изучении серологической активности 
полученных сывороток в объемной реакции агглютинации 
установлен титр антител к штаммам R-вариантов, кото-
рый варьировал в пределах от 1:800 до 1:1600 (табл. 2).

Таблица 2
Титр полученных антител в сыворотках к семи гомологичным штаммам V. cholerae R-вариантов  

и трем контрольным штаммам холерных вибрионов

№№ 
п/п

№№ 
штаммов

Титр антител в сыворотках

КС* R1 (№ 
13910)

КС R2 (№ 
15865)

КС R 3 (№ 
18237)

КС R 4 (№ 
19336) 

КС R 5 (№ 
16197/1)

КС R 6 (№ 
18298)

КС R 7 (№ 
16290)

1 13910 1:1600 - 1:1600 - - - 1:1600
2 15865 - 1:800 - - - 1:800
3 16290 1:1600 - 1:1600 - - - 1:1600
4 18237 1:1600 - 1:1600 - - - 1:1600
5 18298 - 1:800 - 1:400 1:800 -
6 19336 - - - 1:800 - - -
7 16197/1 - - - - 1:1600 - -
8 1391 - - - - 1:100 - -
9 12214 - - - - - - -
10 Р-9741 - - - - - - -

Примечание:  * – кроличья сыворотка (КС)

При изучении серологической активности штамма 
V. cholerae R-варианта № 13910 установлена перекрест-
ная реакция с сыворотками R3 и R7, штамма № 18237 
– с сыворотками R1 и R7, штамма № 16290 – с сыво-
ротками R1 и R3 в титрах 1:1600. Аналогичная ситуация 

выявлена с культурой холерного вибриона R-вариант № 
15865, который перекрестно реагировал с сывороткой 
R6, и штаммом № 18298, реагирующим с сывороткой 
R2 в ДРТ 1:800. Изоляты R-вариантов № 16197/1, 
19336 агглютинировали с нужными сыворотками R5 и 

М.В. Ренгач и др., с. 38–46



42

Вестник биотехнологии, 2025, Т. 21, № 1

R4, соответственно. Перекрестная активность, выяв-
ленная при проведении серологической идентификации 
штаммов V. cholerae R-вариантов с полученными кро-
личьими сыворотками, возможно, связана с наличием 
общих концевых полисахаридных детерминант как в 
группе штаммов холерных вибрионов №№ 13910, 
16290, 18237, так и в другой группе № 15865, 18298. 
Штамм № 19336 не имеет общих полисахаридных 
детерминант с вышеуказанными и относится к третьей 
уникальной группе. 

С помощью методов электрофореза и иммуно-
блоттинга обнаружены иммунодоминантные антиген-
ные детерминанты исследуемых штаммов V. cholerae 
R-вариантов. На примере 5 штаммов и полученных к 
ним соответствующих сывороток показано, что иммун-
ный ответ у лабораторных животных вырабатывается 
на высокомолекулярные полисахаридные боковые цепи 
и многократно повторяющиеся олигосахаридные звенья 
кора в диапазоне молекулярных масс от 14 до 70 кДа, а 
также на некоторые мембранные белки 20 кДа, 38–40 
кДа и 50–65 кДа. Так, например, у штамма V. cholerae 
R-вариант № 15865 иммунодоминантный эпитоп 

представлен диффузной полосой на уровне 27–42 кДа 
небелковой природы (по-видимому, остатки боковых 
О-цепей), так как при окрашивании мембраны краси-
телем Ponceau S (рис. 1А) подобная диффузная полоса 
не обнаруживается. У штамма V. cholerae R-варианта 
№ 16290 иммунодоминантные эпитопы представлены 
олигосахаридными звеньями коровой части ЛПС (по-
лосы в диапазоне 14–30 кДа) и боковыми О-цепями 
(диффузная полоса 30–42 кДа), а также минорным 
белком 50–55 кДа. Штамм V. cholerae R-вариант № 
18298 помимо полисахаридных антигенных детерминант 
имеет иммунодоминантный эпитоп белковой природы 
в зоне 38 кДа (предположительно мембранный белок 
OmpU). В качестве контроля отсутствия у исследу-
емых штаммов эпитопов О1-антигена использовали 
моноклональные антитела (МКА-О1), направленные к 
О-полисахариду V. cholerae O1. Как видно на рисунке 
1Б, МКА-О1 выявляют у V. cholerae O1 classical № 
1391 диффузную полосу 20–35 кДа (трек 6), которая 
является полисахаридной цепью О1-специфического 
антигена. Аналогичный антиген не обнаружен у штамма 
V. cholerae R-варианта № 18298 (рис. 1 Б, трек 7).

    
	 А	 Б
Рис. 1. Электрофорез (А) и иммуноблот (Б) клеточных лизатов штаммов V. cholerae R-вариантов с экспериментальными 
кроличьими сыворотками: 1 – V. cholerae R-вариант № 15865, 2 – V. cholerae R-вариант № 13910, 3 – V. cholerae 
R-вариант № 16290, 4 – V. cholerae R-вариант № 18237, 5 – V. cholerae R-вариант № 18298, 6 – V. cholerae O1 
classical № 1391, обработанный МКА-О1, 7 – V. cholerae R-вариант № 18298, обработанный МКА-О1

При изучении контрольных штаммов в объемной 
реакции агглютинации с полученными сыворотками 
установлено, что штамм V. cholerae O1 № 1391 агглюти-
нировал с сывороткой R5 до титра 1:100, тогда как пред-
ставители V. cholerae O1 № 12214 и V. cholerae nonO1/
nonО139 № Р-9741 не взаимодействовали ни с одной из 
полученных сывороток. Положительная реакция агглю-

тинации штамма № 1391 с сывороткой R5, возможно, 
связана с наличием общих антигенов, так как этот штамм 
относится к классическому биовару, как и штамм, ис-
пользуемый в качестве антигена для получения сыворотки 
(табл. 2). На основании результатов электрофореза и 
иммуноблоттинга установлено, что сыворотка R5 взаимо-
действует с тремя штаммами холерных вибрионов за счет 
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общих мембранных белков, представленных мажорной 
полосой на уровне 38–40 кДа и минорными полосами 
20, 33 и 65 кДа (рис. 2, треки 3, 4, 5). Данные эпитопы 
являлись иммунодоминантными у штамма V. cholerae 
R-вариант № 16197/1. Также, согласно данным таблицы 
2, кроличьи сыворотки R1, R3 и R7 имеют между собой 
перекрестную агглютинацию, которая обусловлена нали-
чием общих полисахаридных эпитопов (повторяющихся 
звеньев с возрастающей молекулярной массой), а в случае 
сыворотки R3 – и мембранных белков 20 и 60–65 кДа. 
На блотограмме в качестве примера представлены резуль-
таты перекрестной реакции сывороток R1 и R3 (рис. 2).

  

Рис. 2. Иммуноблот клеточных лизатов штаммов 
V.  cholerae с экспериментальными кроличьими 
сыворотками: 1 – V. cholerae R-варианта № 13910,  
2 – V. cholerae R-варианта № 18237, 3 – V. cholerae 
R-варианта № 18298, 4 – V. cholerae R-варианта 
№ 16197/1, 5 – V. cholerae O1 classical № 1391.  
КС R1 – кроличья сыворотка к штамму № 13910, 
КС R3 – кроличья сыворотка к штамму № 18237, 
КС R5 – кроличья сыворотка к штамму № 16197/1

Следующий этап работы заключался в постановке 
реакции слайд-агглютинации с 20 штаммами холерных 
вибрионов О1 серогруппы и 36 изолятами неО1/неО139 
серогрупп с экспериментальными кроличьими сыво-
ротками в разведении 1:100. Из 20 штаммов холерных 
вибрионов О1 КС R3 и R4 агглютинировались по одному 
штамму в титре 1:100 (табл. 3). Представляют интерес 
два штамма холерного вибриона, один из которых № 
17875, изолированный в 1998 г. в Приморском крае, 
агглютинировался двумя кроличьими сыворотками R3 и 
R4 в титре 1:100; кроме того, агглютинировался холерной 
диагностической сывороткой О1 (в диагностическом 

титре), второй штамм № 15948, выделенный в 1991 
г. в Казахской ССР, агглютинировался сывороткой 
R6 так же, как и вышеуказанный в титре 1:100, и имел 
следующую серологическую характеристику: агглюти-
набельность диагностической холерной сывороткой О1 
в 1/2 диагностического титра и сывороткой Огава в 
диагностическом титре (см. табл. 1). 

Среди штаммов неО1/неО139 серогруппы резуль-
таты были крайне разнообразны, что может свидетель-
ствовать о наличии родственных антигенов в данной группе 
изолятов холерных вибрионов, вследствие чего возможно 
появление перекрестных реакций. Так, в титре 1:100 сыво-
роткой R2 агглютинировался один штамм, R5 – четыре 
штамма, R6 – шесть и R7 – три штамма (см. табл. 3). 

Установлено, что наибольшее количество штаммов 
(шесть из 36) агглютинировалось сывороткой R6. Интерес 
представляют 14 штаммов, которые вступали в реакцию 
агглютинации с четырьмя из семи полученных нами сыво-
роток. По результатам нашего исследования с сывороткой 
R2 реагировал один штамм № 15867, с сывороткой R5 
четыре штамма № 14313, 20291, 20010, 13827, с R6 – 
шесть изолятов № 14313, 15895, 18296, 18721, 18981, 
18589, с R7 – три культуры № 15502, 17571, 20553. 
Данные о времени и месте выделения вышеуказанных 
штаммов холерных вибрионов представлены в таблице 1.

При проведении серологической идентифика-
ции выделенных вибрионов наряду с реакцией слайд-
агглютинации в лабораторной практике применяют объ-
емную реакцию агглютинации. С целью определения титра 
перекрестно реагирующих антител в экспериментальных 
сыворотках была осуществлена постановка объемной 
реакции агглютинации с 17 штаммами холерных вибрио-
нов, агглютинирующихся соответствующими кроличьими 
сыворотками в слайд-агглютинации в разведении 1:100. В 
ряде сывороток перекрестно реагирующие антитела были 
выявлены в следующих титрах: 1:100, 1:200, 1:400. Так, с 
сывороткой R2 агглютинировал изолят № 15867 в титре 
1:100, с сывороткой R3 и R4 перекрестно реагировал 
штамм № 17875 в титре 1:200, с сывороткой R5 – изо-
ляты № 14313, 20291, 20010, 13827, 1391 в титрах от 
1:100 до 1:200, с сывороткой R6 – культуры №№ 15948, 
14313, 15895, 18721, 18981, 18296, 18589 в титрах от 
1:100 до 1:400, с сывороткой R7 – штаммы № 15502, 
17571, 20553 в титре 1:400. Таким образом, при поста-
новке объемной реакции агглютинации с полученными 
экспериментальными КС штаммы холерных вибрионов, 
принадлежащих к различным серологическим группам, 
имеются колебания титра перекрестно реагирующих анти-
тел в диапазоне от 1:100 до 1:400. 

М.В. Ренгач и др., с. 38–46
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Таблица 3
Агглютинабельность выборки из 56 штаммов холерных вибрионов О1, неО1/неО139 серогрупп  

с экспериментальными кроличьими сыворотками

№ 
п/п

Серогрупповая 
принадлежность

штаммов
V. cholerae

Количество
штаммов

К
С

* 
R

1 (
№

 13
91

0)

К
С

 R
2 

(№
 15

86
5)

К
С

 R
3 

(№
 16

29
0)

К
С

 R
4 

(№
 18

23
7)

К
С

 R
5 

(№
 18

29
8)

К
С

 R
6 

(№
 19

33
6)

 

К
С

 R
7 

(№
 16

19
7/

1)

1 O1 20 отр. отр. 1 в титре 
1:100

1 в титре 
1:100 отр. 1 в титре 

1:100 отр.

2 nonO1/nonO139 36 отр. 1 в титре 
1:100 отр. отр. 4 в титре 

1:100
6 в титре 

1:100
3 в титре 

1:100

Примечание: * – кроличья сыворотка (КС)

Выявленные перекрестные реакции большин-
ства полученных сывороток со штаммами вибрионов, 
имеющими различную серологическую характеристику, 
связаны с многообразием антигенных вариантов за счет 
олигосахарида коровой части ЛПС, остатков боковых 
звеньев О-цепи и общих белков наружной мембраны, 
относящихся к числу значимых поверхностных струк-
турных компонентов граммнегативных бактерий, в том 
числе V. cholerae [3].

При воздействии неблагоприятных факторов 
окружающей среды на R-вибрионы выявлена глубокая 
изменчивость их поверхностных антигенных структур, 
что, в свою очередь, затрудняет серологическую иден-
тификацию. В результате проведенного исследования 
установлено, что культуры холерных вибрионов, аг-
глютинирующиеся только сывороткой диагностической 
холерной RO, относятся к R-варианту; кроме того, такие 
изоляты имеют различную уникальную структуру кон-
цевых детерминант. Проведена оценка серологической 
активности полученного набора экспериментальных 
КС в отношении гомологичных вибрионов и штаммов, 
имеющих различную серологическую принадлежность 
(О1, неО1/неО139). С помощью набора КС проведено 
распределение штаммов V. cholerae R-вариантов на три 
уникальные группы по наличию общих концевых по-
лисахаридных детерминант. Выявленные перекрестные 
реакции у большинства полученных сывороток с вибрио-
нами, имеющими различную серологическую характери-
стику, обусловлены наличием общих эпитопов белковой 
и полисахаридной природы, что следует из результатов 
электрофореза и иммуноблоттинга. 

Заключение

Итогом проведенного исследования явилось 
получение набора КС, серологическая специфичность 
которых проверена на 63 штаммах холерных вибрионов 
различной серологической принадлежности. Перспек-
тивным направлением данной работы представляется 
использование экспериментального набора КС при 
проведении серологической идентификации R-штаммов 
холерных вибрионов, изолированных в процессе монито-
ринговых исследований холеры при условии отсутствия 
агглютинации с коммерческими диагностическими хо-
лерными сыворотками.
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БАКТЕРИОФАГИ И БИОПЛЁНКИ: ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
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Обзор актуальных исследований по изучению механизмов взаимодействия бактериофагов и бактерий, входящих в 
биоплёночное сообщество. Такие работы представляют особый интерес, поскольку раскрытие механизмов данного процесса 
может способствовать разработке новых методов и способов борьбы с патогенными микроорганизмами. Использование фагов, 
в отличие от дезинфицирующих средств и антибактериальных препаратов, более безопасно для окружающей среды и человека. 
Проводимые в этой области исследования показывают, что обработка фагами способна снижать бактериальную нагрузку и 
образование биопленок в биотических и абиотических средах. Однако одной из основных проблем при рассмотрении такого 
альтернативного средства является узкий спектр хозяев для большинства фагов, в связи с чем перспективно использование 
фаговых коктейлей. Более того, использование коктейлей снижает появление устойчивых к фагам штаммов. 
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Введение

На сегодняшний день достоверно известно, что 
большинство (по современным представлениям, до 
95–99% в природных местах обитания) микроорга-
низмов существует в естественной или искусственно 
созданной среде в виде биоплёнок – структурирован-
ных, прикреплённых к поверхности конгломератов из 
микробных сообществ, заключённых в синтезирован-
ный ими матрикс. Фенотип биоплёночных форм за-
частую отличается от одиночных планктонных клеток 
(изменены параметры роста и экспрессии отдельных 
генов) [4, 7].

Формирование биоплёнок микроорганизмами 
рассматривается как один из аспектов персистенции, 
поскольку такая форма бактерий гораздо более устой-
чива к воздействию разнообразных стрессовых факто-
ров, чем планктонные формы [11, 12, 19], отличается 
множественной устойчивостью к лекарственным [10, 
16, 44] и различным дезинфицирующим средствам 
[1, 35, 43], сохраняя способность к инфицированию, 
а соответственно представляя значительную угрозу 
здоровью человека.

Биоплёночные сообщества
Формирование биоплёнки происходит бакте-

риями одного или нескольких видов с различной про-
странственной организацией, что может приводить к 
появлению новых функций и свойств, не наблюдаемых у 
планктонных форм [38, 40]. Большая часть современных 
методов модельного изучения в основном сосредоточена 
на отдельных микробных клетках, не учитывая влияние 
микросреды, которая формируется несколькими фак-
торами, включая градиент концентрации химических 
веществ, кислород, питательные вещества и продукты 
жизнедеятельности бактерий [38]. По представлениям 
ученых полноценной биоплёнкой является образование 
на живых и неживых объектах (таких как человеческое 
тело, растения, медицинские приборы, абиотические 
объекты окружающей среды и т.д.), сформированное 
микроколониями бактерий, состоящих из микробных 
клеток, и матрикса [9, 32].

В научной литературе описана общая для боль-
шинства микроорганизмов модель формирования 
биопленок, проходящая несколько стадий [7, 12, 18]. 
Вначале происходит подготовка субстрата за счет 
осаждения под действием силы тяжести различных 
молекул и ионов под влиянием бактерий. Этот процесс 
зависит от молекулярных и физических взаимодействий, 
обусловленных физико-химическими особенностями 
среды, такими как гидрофобность/гидрофильность 
субстрата, шероховатость поверхности, поверхностный 
заряд, наличие различных функциональных групп и 
т.д. [18]. Так, холерные вибрионы образуют монослой, 
предварительно разрушая полисахаридные полимеры, 
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тем самым создавая наиболее благоприятную богатую 
углеводами среду [12]. Lamari F. et al. (2018) показали, 
что увеличение гидрофобности биотических и абиотичес
ких поверхностей вызывает усиление адгезии клеток и 
возрастание скорости формирования биоплёнки Vibrio 
spp. При этом отмечалось, что более высокий процент 
гидрофобности наблюдался у штаммов Vibrio harveyi, 
в то время как низкая гидрофобность была обнаружена 
у Vibrio nereis и Vibrio anguillarum. Авторами в экс-
перименте выявлено, что гидрофобность поверхности 
способствует усилению контакта с бактериями и приво-
дит к увеличению адгезии бактерий на полистироловых 
планшетах и клетках Hep-2 [28].

Первая стадия биоплёнкообразования начинается 
с обратимой или необратимой адгезии микроорганизмов, 
находящихся в планктонном состоянии, к субстратам. 
Стадия обратимой адгезии наступает после сближения на 
расстояние менее 1 нм бактерии с поверхностью и зависит 
от действия сил притяжения и отталкивания, создаваемых 
в том числе белками-адгезинами, расположенными на 
пилях и фимбриях [20]. Эта фаза характеризуется сни-
жением экспрессии жгутиковых генов и повышением их 
транскрипции, что необходимо для дальнейшего форми-
рования биоплёнки. Отмечается, что они прикрепляются 
при помощи жгутиков, способствующих колонизации 
хитина и целлюлозы, используя их в качестве питатель-
ных субстратов в окружающей среде [6, 12]. Эта стадия 
обратима, поскольку адгезировавшиеся клетки могут 
вернуться к планктонной форме существования.

Необратимая адгезия – фиксация, заключается 
в окончательном прикреплении клеток к поверхности за 
счет выделения внеклеточных полимеров и образования 
лиганд-рецепторного комплекса, что делает адгезию не-
обратимой, а бактерии прочно фиксируются не только на 
поверхности, но и друг с другом [7].

Второй стадией образования биоплёнки считается 
стадия клеточного монослоя. Микробные клетки рас-
пространяются по поверхности субстрата, используя 
пили и фимбрии, сближаются друг с другом и начинают 
вырабатывать экзополисахарид. Образуются отдельные 
скопления адгезированных клеток – так называемые 
микроколонии [15]. Бактерии, находящиеся в центре 
микроколоний, активно делятся, и дочерние клетки 
распространяются вверх и наружу, создавая новые 
слои, что придает биоплёнке грибовидную форму, обе-
спечивающую равномерное проникновение питательных 
веществ. Микроколонии сливаются, переходя в стадию 
зрелой биоплёнки. Наружные клетки «ответственны» за 
питание колонии, прием сигнальных молекул, мониторинг 

параметров окружающей среды и синтез экзополисаха-
ридной матрицы [2, 20].

Для этапа зрелой биоплёнки характерна сложная 
трехмерная структура, способная к изменению раз-
мера и формы, защищаемая внеклеточным матриксом, 
состоящим из полисахаридов, белков, внеклеточной 
ДНК, липидов и других веществ. Его состав варьирует 
в зависимости от условий обитания, субстратов и вида 
микроорганизмов, образующих бактериальное сообще-
ство [32]. Основными функциями экзополисахаридного 
матрикса (ЭПС) являются защита и питание биоплёнки. 
Он представляет собой смесь биологических полимеров, 
придающих пористую структуру матриксу, способную 
пропускать низкомолекулярные соединения и задержи-
вать белки, воду, крупные молекулы, элементы среды. В 
матриксе образуются своеобразные каналы, по которым 
растворенные в среде различного рода вещества, в том 
числе антибиотики и даже бактериофаги, поступают 
ко всем слоям клеток [19, 26]. ЭПС обеспечивает 
механическую стабильность, выполняя роль каркаса, и 
защищает от вирусов, противомикробных препаратов и 
дезинфицирующих средств [7, 12].

Скорость роста и плотность клеток в сформирован-
ном микробном сообществе контролируются посредством 
сигнальных молекул аутоиндукторов (auto-inducer), 
образующих систему Quorum Sensing, которые экскре-
тируются клетками и накапливаются в среде во время 
роста клеточной популяции. Реакция клеток на стрессы 
зависит от концентрации аутоиндуктора в среде, по 
достижении определенной концентрации которого, обе-
спечивается высокая степень координации экспрессии 
генов и механизмов адаптации, способствующих выжи-
ванию в изменяющихся условиях среды, в том числе за 
счет регулирования факторов вирулентности и создания 
дополнительных защитных механизмов против внешнего 
воздействия. Регуляция может быть как положительной, 
так и отрицательной [26, 37]. Например, в биоплёнках 
V. cholerae происходит негативная регуляция клеточной 
плотности с помощью QS-системы, то есть снижение 
способности к образованию биопленок путем сложного 
многоуровневого каскада биохимических процессов, за-
пускающих и останавливающих экспрессию генов про-
дукции внеклеточного матрикса и деления клетки [50].

Последняя стадия – десорбция. При нехватке пи-
тательных веществ и высокой плотности бактериальных 
клеток часть популяции способна покидать биопленку и 
переходить в планктонную форму. Помимо десорбции су-
ществует как минимум еще два способа выхода бактерий 
из биоплёнки: отслоение и дисперсия [36].
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Бактериофаги
Существование микробной популяции в виде био-

пленок способствует развитию устойчивости, в том числе 
к воздействию вирусов бактерий – бактериофагов, раз-
рушающих бактериальную клетку-хозяина.

Бактериофаги изучаются давно, но в последние 
годы, с ростом устойчивости к противомикробным 
препаратам, интерес к исследованиям в области фагов 
и фаготерапии постепенно вернулся. За долгие годы 
исследований были открыты тысячи фагов [5, 13, 14], 
современная таксономия которых была создана подко-
митетом по бактериальным и архейным вирусам (BAVS) 
Международного комитета по таксономии вирусов 
(ICTV) [14, 23]. BAVS классифицирует фаги на осно-
ве множества свойств (молекулярного состава генома, 
морфологии, структуры капсида и диапазона хозяев), 
однако большая часть открытых фагов остается до сих 
пор вне классификации [23, 29]. 

Взаимоотношение с бактериями зависит от вида 
бактериофага – вирулентный или умеренный. Известно 
два основных типа биологического цикла – литический, 
характерный для вирулентного фага, и лизогенный – для 
умеренного. Литический цикл подразумевает гибель 
бактерий в результате образования и выхода новых вири-
онов. Для размножения такие фаги используют систему 
репликации клетки-хозяина, синтезируя свои белки и 
генетический материал. В отличие от этого, лизогенные 
циклы основаны на интеграции генетического материала 
фага в геном клетки-хозяина. В конце цикла репликации 
не образуются новые вирионы, но создаются бактери-
альные клетки с генетическим материалом фага [24]. 
Бактериофаг находится в состоянии профага, который 
представляет собой геном вируса, ассоциированный с 
бактериальной хромосомой. Именно с таким возбудите-
лем, несущим профаг, связана последняя эпидемия холе-
ры, которая продолжается до настоящего времени [3, 5].

Взаимодействие бактериофагов и биоплёнок
Взаимодействие бактериофага с биоплёночным 

сообществом может складываться по двум сценариям. 
Поскольку микробные биоплёнки могут накапливать 
органические и неорганические твёрдые и коллоидные 
частицы из окружающей водной среды, это позволяет 
предположить, что бактериофаги, как и другие вирусы, 
по системе каналов экзополисахаридного матрикса также 
могут концентрироваться в биоплёнке. В связи с этим 
первый сценарий взаимоотношений – биоплёнки могут 
действовать как фильтры, позволяя фагам проникать и 
сохраняться во внеклеточном матриксе, с медленным 
продвижением внутри или за его пределы [42]. 

Storey M.V. и Ashbolt N.J. (2003) обнаружили, 
что кишечные бактериофаги phiX174, MS2 и B40-8 
способны проникать и накапливаться в биоплёнках 
в количестве, составляющем 1% от концентрации в 
окружающей среде. Часть из них (до 0,01%) может со-
храняться в течение длительного периода времени: более 
100 дней для B40-8 и почти в 10 раз дольше для MS2 
даже в присутствии свободного хлора, что, по мнению 
авторов, указывает на их потенциальную возможность 
накопления в объектах окружающей среды [45]. При 
этом под защитой матрикса внутри биоплёнки возможен 
свободный обмен генетической информацией, в том числе 
перенос генов, кодирующих факторы вирулентности, 
например, токсин холерных вибрионов (CTX-профаг), 
островки патогенности VPI, включая и tcp; возможности 
сероконверсии, передачи плазмид антибиотикоустойчи-
вости и др. [8].

Второй сценарий взаимодействия – бактериофаг 
может уничтожать биоплёнки, лизируя бактерии, и, 
следовательно, предотвращать образование сообщества 
(внутриклеточная деградация бактериальной структуры) 
или проникать и разрушать саму структуру биоплёнки 
(внеклеточная деградация бактериальной структуры и 
химическая дисперсия матрицы биоплёнки, в частности 
структуры ЭПС) [24, 34, 47].

Прежде чем прикрепиться к клетке-хозяину, фаги 
проникают в биопленку с помощью деполимераз, закоди-
рованных в хвостовой структуре вириона, что повышает 
их сродство к бактериям-мишеням. Высокоспецифичное 
взаимодействие с клеткой-хозяином зависит от рецеп-
торсвязывающего белка, расположенного на хвостовом 
конце фагов [25, 30].

Как только фаг заражает бактериальную био-
пленочную клетку и размножается в ней, он вызывает 
локальное увеличение количества вирионов, которые 
впоследствии распространяются по биоплёнке, тем самым 
заражая и лизируя другие бактериальные клетки, что 
приводит к дестабилизации популяции и препятствует 
любым попыткам регенерации. Кроме этого, различные 
связанные с вирионами деполимеризующие ферменты и 
лизины помогают фагам достигать и разрушать бакте-
риальных хозяев и связанный с ними матрикс. Наконец, 
некоторые фаги способны заражать персистирующие 
клетки в биоплёнках (спящие, не делящиеся клетки, ко-
торые проявляют повышенную устойчивость к противо-
микробным препаратам). Как только они возвращаются 
к нормальному росту, фаги инициируют цикл литической 
репликации, тем самым снижая риск рецидива инфекции 
[30, 35].
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Упомянутые деполимеразы и лизины – два белка 
фага, вызывающие лизис микробных клеток. Причем, де-
полимеразы могут быть представлены в двух различных 
формах: как часть фаговой частицы, которая прикреплена 
к базовой пластинке, или как белок, образующийся в 
результате лизиса клеток после репликации фага. Они 
ответственны за проникновение в экзополисахаридный 
матрикс биоплёнки и в бактериальную клетку через 
цитоплазматическую мембрану за счет расщепления 
капсульных полисахаридов бактерий, тем самым обе-
спечивая вход для других веществ, в частности – анти-
бактериальных препаратов. Усиление лечебного эффекта 
при использовании бактериофага обнаружено Akturk E. 
(2023) при лечении раневых инфекций, обусловленных 
биопленочными формами Pseudomonas aeruginosa и 
Staphilococcus aureus с добавлением гентамицина [17], 
при лечении и профилактике катетер-ассоциированных 
инфекций [48]. Деполимеразы помогают фаговому ли-
зину получить доступ к бактериальному пептидогликану, 
основному компоненту бактериальной клеточной стенки, 
и разрушать его [21, 24]. Фаговые лизины – это гидро-
литические ферменты, которые вырабатываются в конце 
цикла литической репликации фага. Направлены на рас-
щепление клеточной стенки бактерии изнутри клетки с 
целью высвобождения вирионов, но могут действовать 
и снаружи, помогая фагу проникать в бактерии. Помимо 
свойств, связанных с фагами, лизины могут разрушать 
внеклеточный полимерный матрикс биоплёнки и воз-
действовать на связанные с ним микроорганизмы. Из-
вестно, что лизины, как правило, оказывают наилучшее 
действие на грамположительные бактерии, поскольку 
грамотрицательные бактерии имеют внешнюю мембра-
ну, которая препятствует проникновению лизинов к их 
пептидогликановому слою клеточной стенки [39, 41].

Так, Yan J. et al. (2014) показали наличие у бак-
териофагов полисахариддеполимеразы и полисахарид
гидролазы, которые расщепляют макромолекулы углево-
дов в оболочке бактерий-хозяев, что помогает бактерио-
фагу адсорбироваться, проникать в клетки и разрушать 
их. Активность полисахариддеполимеразы бактериофага 
сохраняется и при внедрении фага в биоплёнку [49].

При этом отмечается, что разные бактериофаги 
по-разному могут воздействовать на планктонные и био-
плёночные формы бактерий. Naser I.B. et al. (2017) при 
изучении влияния холерных бактериофагов JSF3, JSF4 
и JSF7, выделенных из различных проб речной воды в 
Дакке (Бангладеш) показал, что штаммы V. cholerae O1 
были чувствительны к фагам JSF4 и JSF7, тогда как фаг 
JSF3 был специфичен для холерных вибрионов O139 

серогруппы. При этом было обнаружено, что JSF7 спо-
собен разрушать биоплёнки, образованные обоими штам-
мами V. cholerae O1 и O139 и повышать концентрацию 
планктонных форм вибрионов в воде, в то время как два 
других фага могут эффективно уничтожать планктонные 
клетки. Полученная информация представляет большой 
интерес, поскольку в водной среде холерные вибрионы 
встречаются чаще в форме биоплёнки [34].

В настоящее время многими исследователями про-
водятся эксперименты, связанные с изучением влияния 
применения фагов или коктейлей из фагов, на инфекции, 
ассоциированные с биоплёнками. Morris J. et al. (2019) 
оценили противомикробную активность фага в отноше-
нии инфекций, вызванных золотистым стафилококком, 
при использовании протезов. Имитируя клинические 
условия, авторы наносили коктейль из фагов на трёх-
мерную титановую конструкцию, покрытую микробной 
биопленкой, что часто встречается при использовании 
ортопедических имплантатов. В результате биомасса, 
толщина и площадь биоплёнки уменьшились в 3,3 раза 
после 48 часов воздействия [33].

Adnan M. et al. (2020) показали снижение роста 
P. aeruginosa и уменьшение в 2,0, 2,5 и 3,2 раза в со-
ответственно 24-, 48- и 74-часовых биопленок после 
6-часовой обработки выделенным из сточных вод бак-
териофагом MA-1, но авторы считают, что наиболее оп-
тимально использовать коктейли фагов, чтобы избежать 
развития резистентности [15].

С другой стороны, было разработано и про-
тестировано несколько альтернативных подходов на 
основе фагов уропатогенов, включая Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, P. aeruginosa и 
Staphylococcus spp., при которых фаги используются в 
качестве гелеобразного покрытия катетеров для уменьше-
ния адгезии бактерий к поверхности. Maszewska A. et al. 
(2018) в качестве компонентов коктейля для нанесения 
были выбраны 3 фага, выделенных из штаммов Proteus 
mirabilis, обладающие наибольшей антибактериальной 
активностью. Активность фагового коктейля на их основе 
была аналогичной или немного выше, чем у наиболее 
активного фага, при этом наблюдалось ингибирование 
образования биоплёнки и разрушение существующей 
монобиоплёнки [31]. Townsend E.M. et al. (2020) про-
демонстрировали, что лечение на основе бактериофагов 
является эффективным способом предотвращения коло-
низации клебсиелл и образования биопленок на мочевых 
катетерах. Разработанные авторами фаговые коктейли 
смогли значительно уменьшить количество биоплёнки, 
особенно при использовании на ранней стадии форми-
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рования, а применение их вместе с противомикробными 
препаратами показало значительный эффект лечения и 
профилактики катетер-ассоциированных инфекций [48].

Кроме того, бактериофаги могут использоваться 
и на разных этапах в пищевой промышленности: для 
профилактики инфекций животных или растений, ис-
пользуемых в качестве сырья, на предприятиях по про-
изводству пищевых продуктов для предотвращения об-
разования бактериальной биоплёнки или непосредственно 
на продуктах питания для сохранения продукта и, как 
следствие, уменьшения риска реализации пищевого пути 
передачи инфекций [22, 27, 46]. В 2019 году Islam M.S. 
et al. выделили три литических фага широкого спектра 
действия LPSTLL, LPST94 и LPST153 из проб воды 
поверхностных водоёмов, коктейль из которых умень-
шал количество биопленок сальмонеллы на 44–63% в 
экспериментальных условиях в лунках полистиролового 
планшета, а на поверхностях из нержавеющей стали, 
используемых в пищевой промышленности, коктейль 
смог уменьшить количество клеток биоплёнки до 6,42 
КОЕ [25].

Заключение

Таким образом, актуальны исследования по из-
учению механизмов взаимодействия бактериофагов и 
бактерий, входящих в биоплёночное сообщество. Такие 
работы представляют особый интерес, поскольку раскры-
тие механизмов данного процесса может способствовать 
разработке новых методов и способов борьбы с патоген-
ными микроорганизмами. Использование фагов, в отли-
чие от дезинфицирующих средств и антибактериальных 
препаратов, более безопасно для окружающей среды 
и человека. Проводимые в этой области исследования 
показывают, что обработка фагами способна снижать 
бактериальную нагрузку и образование биопленок в био-
тических и абиотических средах. Однако одной из основ-
ных проблем при рассмотрении такого альтернативного 
средства является узкий спектр хозяев для большинства 
фагов, в связи с чем перспективно использование фаго-
вых коктейлей. Более того, использование коктейлей 
снижает появление устойчивых к фагам штаммов. Все 
вышеизложенное говорит о необходимости дальнейших 
исследований в направлении разработки стандартных 
приемов применения бактериофагов в каждой конкретной 
области, включая водную среду, пищевую промышлен-
ность, обработку медицинских изделий и поверхностей с 
точки зрения сроков, а также регулярного поиска новых 
фагов для коктейлей. 
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ГИПЕРВЕЗИКУЛЯЦИЯ И МЕТОДЫ ИЗОЛЯЦИИ ВЕЗИКУЛ НАРУЖНОЙ 
МЕМБРАНЫ У ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ VIBRIO CHOLERAE

О.А. ЯКУШЕВА*, Л.П. АЛЕКСЕЕВА, В.В. ЕВДОКИМОВА, В.П. ЗЮЗИНА, Д.И. СИМАКОВА

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону

Везикулы наружной мембраны (ВНМ) секретируются холерными вибрионами на всех стадиях их роста и представляют 
собой сферические нереплицирующиеся имитаторы бактерий, образующиеся в результате контролируемого выпячивания наруж-
ной мембраны с последующим отщеплением. При этом захватывается часть периплазматического содержимого бактериальной 
клетки. ВНМ содержат такие поверхностные компоненты, как фосфолипиды, липополисахарид (ЛПС), мембранные белки, 
пептидогликан. Внутри указанных соединений их могут располагаться различные белки, нуклеиновые кислоты, обеспечивающие 
выживание и распространение патогена как в организме хозяина, так и в мультимикробном сообществе. В представленном 
обзоре даётся анализ опубликованных в литературе данных о физических, химических и генетических способах индукции об-
разования везикул у холерных вибрионов. Отдельно рассмотрены вопросы, касающиеся методов выделения везикул, анализа 
их чистоты и количественного определения. 

Ключевые слова: Vibrio cholerae, везикулы наружной мембраны, ЛПС, белки наружной мембраны, холерный токсин, 
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Введение

На сегодняшний день известно, что Vibrio cholerae 
взаимодействует с клетками хозяина и конкурирующими 
штаммами бактерий в их естественной среде с помощью 
многих факторов, среди которых особое место отводится 
везикулам наружной мембраны, не размножающимся бак-
териальным нанокопиям сферической формы [8]. Обычно 
они неоднородны по размеру и имеют диаметр от 20 до 250 
нм. ВНМ образуются вследствие регулируемого вздутия 
наружной мембраны, с захватом части периплазматического 
содержимого, после чего происходит их отделение от бакте-
риальной клетки [25, 36, 44]. Биогенез ВНМ представляет 
динамический процесс, включающий в себя сложные мо-
лекулярные механизмы, такие как изгиб мембраны, её ре-
моделирование и агрегацию липидов и белков. В настоящее 
время биогенез ВНМ V. cholerae изучен не полностью. Его 
ключевыми особенностями являются внешнее распределе-
ние областей, лишённых связей мембрана-пептидогликан, 
прохождение без нарушения целостности внешней мембра-

ны, включение или исключение специфических белков или 
липидов и отсутствие в необходимости гидролиза АТФ/
ГТФ для обеспечения энергией блеббинга [18, 27]. Было 
показано, что везикулы образуются не только из живых 
бактериальных клеток, но и после лизиса погибших; такие 
везикулы получили название апоптотических [51]. 

Гетерогенность размеров везикул является резуль-
татом вариаций их структуры и состава. В основном они 
состоят из поверхностных компонентов микроорганиз-
мов, таких как фосфолипиды, липополисахарид (ЛПС), 
мембранные белки, пептидогликан [13]. Во внутреннем 
содержимом ВНМ обнаружены различные белки, в том 
числе ферменты и токсины [2, 5, 11, 12, 17, 52, 53], а так-
же нуклеиновые кислоты, такие как мРНК, малые РНК 
(миРНК) [42] и геномная ДНК [24], необходимые для 
адаптивных ответов на конкретную жизнедеятельность 
бактерий или на внешнюю среду. Везикулы также при-
нимают участие в патогенезе, выводя из строя иммунные 
клетки хозяина посредством подавления активности 
специфической экспрессии генов, или они могут распоз-
наваться иммунной системой, что приводит к активации 
иммунного ответа во время инфекции и, кроме того, 
могут вызвать провоспалительную гибель клеток, назы-
ваемую пироптозом [15]. Везикулы у микроорганизмов 
являются путём секреции нулевого типа [20], который 
обеспечивает транспорт на большие расстояния веществ, 
высокочувствительных к условиям окружающей среды. 
ВНМ переносят и защищают химически разнообразный 
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спектр грузов от ферментативного распада, деградации, 
связанной с низким или высоким pH и условиями окисли-
тельного стресса [40, 47]. У V. cholerae небольшой размер 
везикул, который позволяет им преодолевать эпители-
альные барьеры, такие как кишечно-гематологический 
барьер (GBB), и проникать в ткани, не колонизированные 
продуцирующими их холерными вибрионами [27, 46]. 
Наличие поверхностных антигенов позволяет ВНМ вза-
имодействовать с клетками иммунной системы хозяина, 
так что переносимые ими факторы вирулентности могут 
модулировать (индуцировать или ингибировать) иммун-
ный ответ. Например, некоторые штаммы V.  cholerae 
серогрупп NOVC ослабляют воспалительный потенциал 
своих везикул за счёт уменьшения упаковки пептидогли-
кана в них QS-зависимым образом [3]. ВНМ V. cholerae 
модулируют эпителиальный провоспалительный ответ 
посредством транслокации цитолизина. Активирован-
ные дендритные клетки, стимулированные этими ВНМ, 
способствовали поляризации Т-клеток в сторону вос-
палительного ответа Th2/Th17 [12].

Они также могут действовать как «ловушки» 
для антител, циркулирующих в кишечнике хозяина, а в 
природной среде – для бактериофагов [32]. Секреция 
активных факторов в такой форме является одним из 
самых сложных и разнообразных механизмов взаимо-
действия холерных вибрионов с окружающей средой и с 
другими клетками.

Высвобождение ВНМ, не связанное с деградацией 
клетки, считается нормальным физиологическим прояв-
лением жизнедеятельности бактерий. Они секретируются 
из клеточной оболочки на всех стадиях роста холерных 
вибрионов, включая планктонные и биоплёночные куль-
туры, в жидких и агаровых средах, в пресной и солёной 
воде, внутри млекопитающих и простейших [14, 47, 49]. 
Интенсивность производства ВНМ и их состав разли-
чаются у штаммов холерных вибрионов в зависимости от 
условий окружающей среды и общего метаболического 
состояния клетки, а также у штаммов, выращенных в 
нормальных и стрессовых условиях. При этом патоген-
ные бактерии обычно выделяют больше везикул, чем 
непатогенные, и вполне вероятно, что секреция везикул 
адаптирована патогенами для усиления их вирулентности 
[28]. Изменения температуры, питательной среды, фазы 
роста и многие другие факторы могут количественно и 
качественно влиять на образование везикул, а также на 
их состав [36]. Разнообразный химический состав этих 
многофакторных комплексов обеспечивает различную 
физиологическую активность. В зависимости от условий 
культивирования везикулы могут быть обогащены или, 

наоборот, из них исключены определённые молекулы 
[45]. Например, везикулы, полученные в результате 
культивирования V. cholerae с добавлением противоми-
кробных агентов, будут иметь иной состав, чем везикулы, 
выделенные из бактерий, выросших в богатой среде. Кро-
ме того, мутации в генах, отвечающих на стресс внешней 
мембраны, изменяют скорость везикуляции [29]. 

Несмотря на то, что первые сообщения о везикулах 
холерных вибрионов появились около полувека назад, ос-
новной период их изучения приходится на два последних 
десятилетия [26]. В настоящее время состав и структура 
ВНМ, продуцируемых V. cholerae, продолжает иссле-
доваться с применением различных методов, включая 
электронную микроскопию, масс-спектрометрию, 
протеомный, метаболомный, липидомный анализы и 
др. [33]. Прогресс в изучении биологических функций 
ВНМ обеспечивает принципиально новое понимание их 
физиологической роли и значимости для микроорганиз-
мов, поэтому выбор метода выделения и количественной 
оценки ВНМ является важным моментом как фундамен-
тальных, так и прикладных исследований [10]. В связи с 
вышесказанным становится очевидным, что необходимо 
обобщение факторов, способствующих повышенной про-
дукции везикул, равно как и анализ актуальных методов 
их выделения и получения в чистом виде. 

Цель настоящей работы – анализ имеющихся 
в современной литературе сведений о факторах, сти-
мулирующих гипервезикуляцию и методах выделения, 
очистки, количественного определения везикул наружной 
мембраны V. cholerae, пригодных для использования в 
научных и прикладных работах.

Условия гипервезикуляции у холерных вибрионов

Везикулы, продуцируемые во время роста бакте-
рий без добавления экзогенных стимулов, называются 
спонтанными. Они считаются наиболее похожими на 
везикулы, образующиеся in vivo, по содержанию белков 
и липидов. ВНМ, полученные из клеток, находящихся 
в стрессовых условиях, отличаются от везикул, образуе-
мых естественным путём, по размеру, протеолитической, 
термической стабильности или составу, что может влиять 
на иммунные реакции, вызываемые везикулами. Условия 
роста также могут оказать существенное влияние на ко-
личество, качество, размер, содержание и состав липидов 
и белков, находящихся в везикулах [8]. Спонтанные 
везикулы можно получить при выращивании бактерий в 
жидких или на твёрдых питательных средах без каких-
либо воздействий. В стандартных лабораторных условиях 
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их получают при оптимальной температуре культивиро-
вания, условиях аэрации с использованием питательных 
сред с богатым составом (LB [12, 17, 26, 37, 38], AKI 
[2, 53], BHI [49], питательный бульон [35, 36]). 

При этом очень важно определить оптимальное 
время для выделения везикул в зависимости от кривой 
роста и жизнеспособности микробных клеток. Культиви-
рование до поздней стационарной фазы является причи-
ной увеличения выхода везикул, но может способствовать 
лизису бактериальных клеток. В результате происходит 
загрязнение препаратов разрушенными мембранами 
и цитоплазматическими белками. В то же время куль-
тивирование до поздней логарифмической фазы роста 
сопровождается незначительной продукцией везикул, но 
при этом исключается их контаминация посторонними 
молекулами. В некоторых случаях везикулы V. cholerae 
получают из агаровых культур. Например, количество 
везикул, образуемых штаммом V. cholerae El Tor A1552, 
было значительно выше у агаровых культур, выросших в 
течение 18 часов, по сравнению с количеством везикул, 
экспоненциально растущих вибрионов [42]. 

На сегодняшний день изучен широкий спектр 
физиологических функций ВНМ, несмотря на то, что 
выделяют их в малых количествах, примерно, около 1% 
от используемой биомассы [32]. Такой выход зачастую 
недостаточен для ряда исследований, в частности, оцен-
ки их токсических, иммунологических и протективных 
свойств или для изучения их эпитопного состава. Су-
ществует ряд условий, способствующих образованию и 
увеличению выхода ВНМ у культур V. choleraе. Однако 
эти индуцированные ВНМ могут иметь иные свойства 
по сравнению с везикулами, которые спонтанно высво-
бождаются из бактерий. Образование везикул является 
достаточно универсальной и многофункциональной 
физиологической особенностью бактерий, интенсивность 
которой усиливается в стрессовых для клеток условиях. 
Холерные вибрионы обладают разнообразным набором 
адаптивных механизмов, которые позволяют им выжи-
вать в условиях различных стрессов окружающей среды. 
Продукция ВНМ представляется одним из подходов 
к достижению адаптированного фенотипа или может 
быть результатом других стрессовых реакций, которые 
приводят к мембранной везикуляции [31]. При этом не-
которые бактериальные реакции на стрессоры служат 
долговременными адаптациями и зависят от регуляции 
транскрипции, индукции анаболических путей и роста 
клеток. Другие представляют собой краткосрочные 
реакции, необходимые, например, для выживания при 
внезапных изменениях окружающей среды, включая 

тепловой шок. Вибрионы реагируют на стресс в зави-
симости от его типа, к примеру, в кишечнике человека 
V. cholerae сталкиваются с такими факторами, как желчь, 
ограниченная доступность железа и др. [48]. Патоген-
ным бактериям необходимо перестроить свои фенотипы, 
чтобы выжить в этих агрессивных условиях. 

Жизнь в микробном сообществе также может 
представлять собой стрессовое состояние для бактерий 
из-за конкуренции внутри мультимикробных или одно-
видовых сообществ, а также между микробиотой хозяина 
и патогенами [9]. В этих условиях бактерии V. cholerae 
стараются стать доминирующим сообществом в своей 
экологической нише за счёт производства сигнальных 
молекул, чувствительных к кворуму, а также бактериаль-
ных токсинов и ферментов, нацеленных на другие виды 
бактерий и на эукариотические клетки и ткани. На этом 
основании ряд зарубежных исследователей успешно ис-
пользовал стрессовые факторы для увеличения выхода 
везикул внешних мембран на несколько порядков. 

Истощение питательных веществ в среде культи-
вирования способствует активации общих путей реакции 
на стресс и, как следствие, оказывает значительное 
влияние на гипервезикуляцию у V. cholerae. Основным 
пусковым механизмом для увеличения образования вези-
кул у холерного вибриона является железолимитирующее 
состояние, которое приводит к подавлению транскрипции 
оперона mla. Путь «поддержания асимметрии липидов» 
(Mla) [23], также известный как VacJ/Yrb-система, 
состоящий из АТФ-связывающей кассеты и фосфо-
липидтрансферазы, включает в себя консервативную 
бактериальную транспортную систему фосфолипидов 
грамотрицательных бактерий, перемещающих их между 
внешней и внутренней мембраной, а затем переносящей 
фосфолипиды на наружный слой внешней мембраны. 
Эта система вносит большой вклад в реакцию клеток 
на голодание, контролируя везикуляцию мембран, а 
регулятор поглощения железа (FUR) представляет со-
бой один из регуляторов этой системы. В присутствии 
железа FUR положительно контролирует экспрессию 
переносчика VacJ/Yrb ABC и подавляет экспрессию 
переносчиков фосфолипидов. В отсутствие железа воз-
никает гипервезикуляция из-за нарушения асимметрии 
мембран. Важно отметить, что на начальных стадиях 
инфекции, когда холерные вибрионы сталкиваются с 
дефицитом железа, эта система у них выключается, 
чтобы лучше адаптироваться к среде своего хозяина за 
счёт гипервезикуляции [21, 51, 52].

На образование везикул влияет текучесть мембра-
ны и микродомены, которые, в свою очередь, часто моду-
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лируются температурой и липидным составом. При высо-
ких температурах роста холерные вибрионы увеличивают 
количество производимых везикул. Однако этот эффект, 
вероятно, является косвенным, поскольку повышение 
температуры роста влияет на многие процессы. При 
высоких температурах денатурируется больше белков, 
активируя пути реакции на стресс, при этом мембраны 
V.  cholerae становятся более текучими, что позволяет 
им высвобождать везикулы. В то же время агрегаты 
неправильно свёрнутых белков становятся устойчивыми 
к протеолитическому расщеплению и мешают важным 
процессам в клетке. Холерные вибрионы используют 
везикулы для удаления агрегированных белков из клетки 
до того, как они станут токсичными. Везикулы при этом 
являются выгодным механизмом для секреции больших 
агрегатов, особенно для неправильно свёрнутых белков, 
поскольку размер последних превышает размеры пор 
цитоплазматической мембраны. К тому же более высокие 
температуры роста увеличивают скорость деления клеток 
с сопутствующим увеличением скорости роста и обновле-
ния клеточной стенки, что, соответственно, увеличивает 
образование везикул наружной мембраны [1]. При этом 
холерные вибрионы экспортируют в везикулы жирные 
кислоты с чётными углеродными цепями, ненасыщенные 
жирные кислоты и жирные кислоты с разветвлённой 
цепью, которые увеличивают текучесть мембран.

Ещё одним примером, влияющим на образование 
везикул у холерных вибрионов, может быть действие 
желчи на наружную мембрану. При её воздействии 
V. cholerae модифицируют ЛПС несколькими способами, 
включая увеличение или уменьшение длины О-антигена 
и модификацию коровой части ЛПС, для улучшения 
барьерной функции в определённых средах [21]. 

При действии неблагоприятных факторов, вли-
яющих на липидный и липополисахаридный состав 
наружной мембраны, в цитоплазме V.  cholerae проис-
ходит синтез их модифицированных молекул, чтобы 
адаптироваться к изменившимся условиям окружающей 
среды. Для того чтобы холерные вибрионы быстро 
смогли воспользоваться преимуществами модификации 
ЛПС и липидов и не погибнуть, они инициируют синтез 
повышенного количества везикул, содержащих немоди-
фицированные молекулы поверхности клетки. Экспорт 
избранных видов липидов и ЛПС в везикулы обеспе-
чивает механизм быстрой реструктуризации, который 
позволяет бактериям создавать и поддерживать соот-
ветствующим образом адаптированный барьер против 
стрессовой среды. Высвобождение везикул с липидным 
составом, отличным от состава внешней мембраны, также 

может влиять на ослабление иммунной системы хозяина 
при колонизации, вызывая иммунный ответ на везикулы, 
а не на бактериальную клетку [52]. 

Вызвать образование ВНМ может несбаланси-
рованный обмен пептидогликанов, накопление фосфо-
липидов и диацилирование липида А в ЛПС. Кроме 
того, интеркаляция во внешнюю мембрану гидрофобных 
субстратов типа антибиотиков и бактериальных сигналь-
ных молекул также провоцирует образование ВНМ [44]. 

Полимиксины разрушают внешнюю мембрану 
бактерий, вытесняя двухвалентные катионы и связываясь 
с молекулами липополисахарида (ЛПС), в частности, с 
липидом  А, что вызывает распад мембраны, пермеаби-
лизацию и гибель бактериальных клеток [7]. У холерных 
вибрионов сублетальные количества полимиксина B 
приводят к образованию более крупных ВНМ, которые 
как «панцирь» закрывают бактерии от антибиотика [19]. 
Также сублетальные дозы способствуют образованию 
везикул с модифицированным белковым составом, и эти 
модифицированные везикулы обладают повышенной 
способностью связывать другой антимикробный пептид 
– дефенсин LL-37 [16]. 

Фаги также представляются разновидностью 
противомикробных препаратов, которые влияют на ко-
личество везикул, продуцируемых V. cholerae. В присут-
ствии специфичных бактериофагов увеличивается выход 
ВНМ, приводя к инактивации последних в результате 
ошибочного прикрепления фагов к везикулам, а не к 
самой клетке. В своих исследованиях учёные показали, 
что везикулы, высвобождаемые V. cholerae, могут ней-
трализовать Т4- и Т7-подобные бактериофаги. Не из-
вестен механизм, благодаря которому вибрионы узнают 
о появлении фага [37]. 

УФ-излучение индуцирует у V. cholerae высво-
бождение везикул, которые считаются защитной реак-
цией бактерии на стресс. УФ-излучение оказывает своё 
токсическое действие, запуская образование свободных 
радикалов, их реакция определяется альтернативным сиг-
ма фактором , который активирует экспрессию sRNA 
VrrA (Vibrio regulatory RNA of OmpA), для подавления 
транскрипции мембранного белка OmpA, связывающего 
пептидогликан с внешней мембраной. Снижение белка 
OmpA приводит к увеличению продукции везикул [49]. 

Для решения проблемы низкого выхода везикул 
учёные направили усилия на идентификацию генов, обе-
спечивающих более высокую продукцию ВНМ, включая 
скрининги нокаута генов и разрушение генов. Генетиче-
ские модификации приводят к спонтанному образованию 
везикул у холерных вибрионов, но недостатком этих 
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ВНМ является то, что они могут отличаться от везикул, 
образующихся in vivo, поскольку бактерии генетически 
изменены [22].

Так, было показано, что мутации в определённых 
генах мембранных белков изменяют поверхность внеш-
ней мембраны, приводя к фенотипам гипервезикуляции. 
Важным примером служит факт повышения продукции 
везикул при снижении количества белка OmpA [43, 
48]. Для этой цели особенно привлекательны мутации 
в системе регуляции путей реакции на стресс, которые 
увеличивают скорость везикуляции. Белок внешней мем-
браны OmpA нековалентно связывает слой пептидогли-
кана с наружной мембраной: связь эта предположительно 
зависит от липопротеина Брауна (Lpp). Ковалентная 
связь наружной мембраны клетки с пептидогликаном 
также зависит от Lpp. Стабильность наружной мембра-
ны нарушается при мутациях, выключающих гены lpp и 
ompA, что приводит к усилению везикуляции. Увеличи-
вает продукцию везикул у холерных вибрионов также и 
сверхэкспрессия VrrA, действие которой направлено на 
подавление производства белка OmpA. Таким образом, 
у мутантов при отсутствии белка внешней мембраны 
OmpA, липопротеина Lpp и со сверхэкспрессией sRNA 
VrrA повышается продукция везикул [34, 43, 49]. Эти 
примеры не являются исчерпывающими, продолжаются 
исследования для выявления дополнительных гиперве-
зикуляционных мутаций у V. cholerae. 

Основные методы выделения везикул

Одним из основных ограничений изучения ВНМ 
являются сложные методы выделения и очистки, необ-
ходимые для получения их в достаточном количестве. В 
настоящее время не существует универсальных методов 
выделения везикул. В имеющихся публикациях описаны 
наиболее часто используемые методы, к которым от-
носятся ультрацентрифугирование и ультрафильтрация 
[33, 50]. При этом отмечается, что методы выделения 
могут оказывать влияние на морфологию и общий выход 
ВНМ, способствовать агрегации ВНМ и/или контами-
нации препаратов липопротеинами и другими клеточными 
компонентами.

Предварительно перед выделением везикул су-
спензию V. cholerae оценивают на соотношение живых 
и погибших клеток с использованием набора для опре-
деления жизнеспособности бактерий, например, LIVE 
/ DEAD® BacLightTM [42]. Такой приём позволяет 
исключить загрязнение везикул цитоплазматическими 
белками. Независимо от условий культивирования необ-

ходимо количественно определить процент нежизнеспо-
собных клеток в конце срока выращивания. Эти клетки, 
как оказалось, распадаются на фрагменты, из которых, 
в свою очередь, могут образовываться более мелкие ве-
зикулы при ультрацентрифугировании или фильтрации. 
Следовательно, присутствие большого количества по-
гибших или отмирающих клеток приведёт к загрязнению 
ВНМ, выделяемых живыми клетками. Причём, рас-
творимые вещества, высвобождаемые нежизнеспособ-
ными клетками, могут неспецифически прикрепляться 
к липидным частям ВНМ и, таким образом, изменять 
их состав. Поэтому ВНМ выделяют из супернатантов 
после удаления микробных клеток центрифугированием. 
Анализ используемых методических приёмов удаления 
клеток V. cholerae разными авторами показал отсутствие 
стандартного подхода. Так, например, этот процесс про-
водят при скорости от 4500×g до 10000 ×g для удаления 
клеточного дебриса и крупных белковых и мембранных 
агрегатов; время также варьирует от 10 до 30 минут [2, 3, 
12, 17]. Центрифугирование выполняют при температуре 
4 °С путём приложения центробежной силы к раствору 
макромолекул и использования плавучести частиц для их 
осаждения в порядке их плотности. По мере увеличения 
скорости центробежной силы апоптотические везикулы и 
клеточный детрит осаждаются один за другим [33, 50]. 
Иногда процедуру центрифугирования проводят дваж-
ды для удаления остаточных количеств загрязняющих 
веществ [17].

Выделение ВНМ на основе ультрацентрифуги-
рования считается золотым стандартом и служит одним 
из наиболее часто применяемых и описанных методов 
выделения. Существует два типа препаративного ультра-
центрифугирования – дифференциальное и в градиенте 
плотности. Для ультрацентрифугирования используемая 
центробежная сила равняется 100000–150000×g. После 
осаждения ВНМ повторно суспендируют в буферном 
растворе и подвергают повторному центрифугированию 
для повышения чистоты препарата [2, 12, 16, 36, 53]. 
Обычно ультрацентрифугирование проводят, используя 
роторы с подвесными стаканами или бакет-ротор (SW) 
[37] и роторы с фиксированным углом (FA) [12]. Они 
существенно различаются по функциям, поскольку ротор 
SW при вращении выступает горизонтально от оси вра-
щения, а ротор FA удерживается под постоянным углом 
в течение всего периода центрифугирования. Прямым 
следствием этого является то, что роторы SW обычно 
имеют более длинный путь осаждения, чем роторы FA, 
что может привести к более низкой эффективности 
осаждения. Ротор SW подходит лучше для разделения 
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частиц с одинаковыми коэффициентами седиментации 
(величина, приписываемая частице и описывающая её 
миграцию через среду на основе закона Стокса), в то 
время как роторы FA используют для разделения ча-
стиц с разными коэффициентами седиментации. Время 
центрифугирования также влияет на выход везикул. 
Центрифугирование менее одного часа может привести к 
низкому выходу везикул. В то же время следует избегать 
слишком длительного центрифугирования, то есть более 
4 часов, чтобы исключить загрязнение препарата везикул 
растворимыми белками. В настоящее время в литературе 
отсутствуют данные о сравнении влияния типа ротора и 
времени центрифугирования на выход и чистоту везикул 
холерных вибрионов.

Использование ультрацентрифугирования в гра-
диенте плотности становится все более популярным при 
выделении везикул. Разделение их осуществляется на 
основе размера, массы и плотности в предварительно 
сконструированной среде градиента плотности в цен-
трифужной пробирке с постепенно уменьшающейся 
плотностью снизу вверх. При ультрацентрифугировании 
образец наслаивается в виде узкой полосы на верхнюю 
часть среды градиента плотности или доводится до 
45% градиентом плотности, переносится на дно цен-
трифужной пробирки, сверху наслаиваются градиенты в 
порядке убывания с плотностью от 35 до 10%. Для раз-
деления ВНМ V. cholerae чаще используют йодиксанол 
(OptiPrep™) [4, 17, 38]. Благодаря центробежной силе 
растворенные вещества, включая ВНМ в образце, пере-
мещаются в виде отдельных зон в градиенте плотности 
по направлению ко дну каждая со своей определённой 
скоростью седиментации, что приводит к образованию 
дискретных зон растворенных веществ. Зону ВНМ 
можно легко извлечь путём простого сбора фракций [4, 
17, 42]. В каждой фракции определяют белок OmpU, 
который используют в качестве маркера для определения 
везикул, так как он является одним из основных белков 
наружной мембраны холерных вибрионов [17].

В отличие от дифференциального ультрацентри-
фугирования, недостатком ультрацентрифугирования в 
градиенте плотности является незначительный выход 
ВНМ, обусловленный узкой зоной загрузки опытного об-
разца [38]. В зависимости от поставленной цели изучения 
везикул, например, такой как иммунологическая актив-
ность, методы центрифугирования комбинируют [4, 17]. 

Также для выделения ВНМ из супернатантов 
бактериальных культур применяется последовательная 
фильтрация. Устройства для ультрафильтрации обычно 
состоят из мембраны, вставленной в контейнер. Ультра-

фильтрация (УФ) использует мембраны с определённым 
пределом молекулярной массы в диапазоне от 10 до 100 
кДа, с помощью которых можно устранить плавающие 
клетки и крупный клеточный дебрис. Крупные и жёст-
кие компоненты удаляются, тогда как крупные гибкие 
компоненты способны проходить через такой фильтр. 
На следующем этапе фильтрования используют треко-
вые мембраны (размеры пор 30, 50, 200 и 600 нм) для 
быстрой и селективной по размеру изоляции везикул. 
Обычно это гидрофильные поливинилидендифторидные 
мембраны с порами 0,65, 0,45, 0,22 и 0,1 мкм. Однако 
мембрана с порами, равными 0,22 мкм, может удер-
живать их и значительно снижать выход. Такой факт 
отмечен при выделении везикул V. harveye. Препараты, 
полученные после фильтрации через поливинилиден-
фторидный фильтр (PVDF) с диаметром пор 0,45 мкм, 
содержали гетерогенные по размеру везикулы, в то же 
время крупные везикулы оставались исключительно на 
фильтре с d 0,22 мкм [6]. После выделения в препаратах 
определяют наличие или отсутствие цитоплазматического 
маркерного белка Crp, который указывает на контами-
нацию везикул цитозольными белками [17]. 

Эффективность метода выделения оценивают по 
выходу везикул. Количественная оценка выделенных 
везикул является важнейшим шагом в изучении их со-
става и биологических функций и составляет основу всех 
последующих анализов. Она также важна для изучения 
их иммуногенных функций, роли в межбактериальных 
коммуникациях и в разработке новых вакцинных пре-
паратов на их основе. На сегодняшний день предпо-
чтительным количественным методом оценки выхода 
везикул является калориметрический метод определения 
белка или липидов, который используется в ряде иссле-
дований. Содержание белка в везикулах регистрируют 
с помощью методов Брэдфорда [12, 49], Лоури [9, 41] 
и анализа бицинхониновой кислоты [17, 38]. При этом 
не один из них не используется в качестве стандартного 
метода количественной оценки, так как количество белка 
в везикулах может варьировать в зависимости от бак-
териального штамма, условий культивирования, стадии 
роста и размера везикул. В методах количественного 
определения липидов используют липофильный кра-
ситель FM4-64, который не флуоресцирует в водном 
растворе, а проявляет флуоресценцию после связывания с 
фосфолипидами. Этот метод описан для количественного 
определения ВНМ у V. harveye [6], а выход препарата 
ВНМ выражается как отношение между относительной 
флуоресценцией и КОЕ/мл исходной бактериальной 
культуры. Следует также отметить, что некоторые 
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условия культивирования или мутации могут влиять на 
соотношение липидов в наружной мембране и, как след-
ствие, в препаратах везикул, что необходимо учитывать 
при количественном определении.

Ещё одним методом количественного определения 
везикул, в частности, у V. cholerae представляется из-
мерение ЛПС иммуноферментным методом с помощью 
антител к нему [16]. 

Нельзя обойти вниманием и методы визуализа-
ции и оценки состава везикул. Метод трансмиссионной 
электронной микроскопии (ТЭМ) выглядит предпо-
чтительным для визуализации отпочкования везикул из 
родительской клетки и описания их размеров, формы и 
общего внешнего вида и, наконец, что не менее важно, 
– для проверки их чистоты на предмет наличия конта-
минантов,  таких как жгутики и пили [30, 38]. ТЭМ-
изображения везикул получают после их негативного 
окрашивания, обычно уранилацетатом [3, 4, 11, 38, 39, 
40]. В большинстве случаев на сетки наносят концен-
трированные суспензии ВНМ и фиксируют, например, 
параформальдегидом. В качестве альтернативного метода 
ВНМ фиксируют на дне центрифужной пробирки, и уль-
тратонкие поперечные срезы анализируются с помощью 
ТЭМ. Использование суспензий проще в работе, но по-
перечные срезы могут быть информативнее, поскольку 
показывают отделение различных по размеру ВНМ от 
бактериальной клетки и дают возможность избежать 
того, что определённые типы взвешенных в растворе 
везикул не прилипнут к сетке. 

Состав везикул определяют с помощью вестерн-
блоттинга, масс-спектрометрии, протеомного, липидом-
ного и метаболомного анализов. Помимо анализа белков 
предметом интереса являются фосфолипиды и жирные 
кислоты, образующие бислой мембраны везикул. Эти 
вещества сначала экстрагируются из ВНМ, а затем 
анализируются с помощью тонкослойной хроматографии 
или масс-спектрометрии.

Заключение

ВНМ являются ключевыми многофункциональ-
ными структурами, обеспечивающими возможность 
устойчивого существования V. cholerae как в организме 
хозяина, так и в окружающей среде. Представленная в 
настоящем обзоре информация касается факторов, обу-
словливающих гипервезикуляцию. Однако генетические 
манипуляции, различные стрессовые факторы могут 
привести к повышению количества везикул, которое 
сопровождается изменением их качественного состава. 

Поэтому авторы отмечают, что при изучении физиоло-
гической и экологической роли ВНМ следует избегать 
обширного воздействия на процесс везикуляции. Более 
того, согласно данным литературы, ВНМ, образующиеся 
на разных стадиях роста микроорганизмов, различаются 
по размеру, белковому составу и иммуногенности. В связи 
с этим важно учитывать в процессе выделения везикул 
стадии роста бактерий и их жизнеспособность, поскольку 
они влияют на их размер, белковый состав и, в конечном 
итоге, на их биологическую функцию.

Данные литературы также свидетельствуют, что 
широкое изучение ВНМ ограничивается сложными ме-
тодами их выделения и сравнительно низким выходом. 
На сегодняшний день, как следует из обзора, имеется 
широкий спектр методов, применение которых зависит 
от цели эксперимента. 
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as phospholipids, lipopolysaccharide (LPS), membrane proteins, and peptidoglycan, while their inner contents may contain various 
proteins, nucleotides, which ensure survival and spread of the pathogen both in the host organism and in the multimicrobial community. 
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НАПРАВЛЕНИЯ РАЗРАБОТКИ ТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ СПОСОБОВ  
ПОЛУЧЕНИЯ СКВАЛЕНА
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Сквален – природный тритерпен, являющийся промежуточным звеном биосинтетического пути стероидов во всех живых 
организмах. Он активно используется в косметической промышленности, так как увлажняет кожу и защищает ее от пагубного 
воздействия ультрафиолетового света. Для фармацевтической промышленности сквален также представляет интерес благодаря 
антиоксидантным и адъювантным свойствам, способности усиливать противоопухолевую активность лекарственных средств, 
возможности использовать его в качестве средства доставки активных фармацевтических субстанций. Однако используемые 
в настоящее время источники этого тритерпена не способны покрыть растущий спрос на него. В этом обзоре рассмотрены 
и обсуждены перспективные растительные источники сквалена, способы его экстракции и возможные пути модификации 
микроорганизмов для создания сверхпродуцента сквалена.

Ключевые слова: сквален, антиоксидант, противоопухолевое средство, биосинтез, тритерпен, стерины, обзоры.
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Введение

Сквален – представитель изопреноидного 
ряда (в природе существует в виде полностью транс-
изомера) с формулой С30Н50, изображаемый в трех 
различных конфигурациях (рис. 1), неполярный не-
омыляемый липид. 

Рис. 1. Линейная (а), стеролоподобная (б) и спираль-
ная (в) конфигурации сквалена

В 1906 году японский исследователь Митцумару 
Цудзимото обнаружил в печени глубоководных акул высо-
коненасыщенный углеводород. Он же в 1916 году впервые 

выделил сквален в чистом виде, определил его химическую 
формулу и дал название тритерпену в честь семейства 
акульих, из которых был выделен: Squalidae [52]. 

Сквален в организме человека синтезируется в 
печени и сальных железах, при этом он составляет 12% 
от общего количества секретируемых липидов. Помимо 
этого, сквален является промежуточным соединением 
в биосинтезе стеринов, главным образом, холестерина. 
Самые высокие концентрации сквалена у человека встре-
чаются в липидах кожи (около 500 мкг/г) и в жировой 
ткани (300 мкг/г) [51], в то время как в органах, где 
происходит активный биосинтез, концентрация намного 
меньше, например, в печени 75 мкг/г, а в тонкой кишке 
42 мкг/г [25].

Исследования показывают, что сквален может 
действовать как высокоэффективный агент, поглощаю-
щий синглетный кислород, он снижает внутриклеточный 
уровень реактивных форм кислорода, защищает ДНК 
от окислительного повреждения, то есть обладает анти-
оксидантными свойствами [20, 55].

В случае онкологических заболеваний сквален 
имеет скорее больше профилактическое действие, чем 
лечебное. Это коррелирует с фактом отсутствия зло-
качественных опухолей у глубоководных акул, которые 
накапливают наибольшее количество сквалена в природе 
(жир из их печени в среднем на 40% состоит из этого 
тритерпена) [41], а также с низким уровнем заболевания 
раком в Средиземноморском регионе, где население в 
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значительных количествах употребляет оливки и олив-
ковое масло, содержащие сквален [33, 34].

Несмотря на большое количество гипотез о 
противоопухолевых свойствах сквалена, существовавших 
25–35 лет назад, до сих пор нет ни одного испытания 
на людях, подтверждающего эффективное ингибирова-
ние злокачественных опухолей скваленом. Тем не менее 
есть много исследований, указывающих, что сквален 
может усиливать противоопухолевую активность других 
препаратов, а также снижать токсичность, вызванную 
химиотерапией [19, 41].

Сквален является важным компонентом кожи, 
смягчает, увлажняет и защищает ее от повреждений, 
вызванных ультрафиолетовым излучением, из-за чего он 
активно применяется в косметической промышленности. 
Его уже сейчас включают в состав увлажняющих средств, 
кремов для лица, лака для ногтей, пудры, губной помады, 
лосьонов и средств от солнечных ожогов [44].

На данный момент активно развивается направ-
ление использования липидов как средств доставки ле-
карств и генетического материала, сквален применяется 
в качестве лекарственного носителя в эмульсиях и конъ-
югатах «сквален-лекарство». Например, стабилизиро-
ванная фосфатидилэтаноламином или плюроником F68 
эмульсия сквалена продлевает высвобождение морфина 
in vitro, а in vivo обладает длительной обезболивающей 
активностью у крыс. Конъюгат с противораковым сред-
ством гемцитабином (скваленоил-гемцитабин) позволяет 
преодолеть его быстрый метаболизм после внутривенного 
введения, который приводит к короткому периоду био-
логического полураспада (около 15 мин). Сквален также 
увеличивает иммунный ответ на антиген, из-за чего ис-
пользуется как адъювант в вакцинах [41].

На данный момент ведутся активные исследования 
сквалена для лечения ряда других болезней, например, 
атопического дерматита [31], ишемической болезни 
сердца [16], атеросклеротических поражений [13].

Спрос на сквален повышается с каждым годом. 
Так, в 2022 году мировой рынок сквалена оценивался в 
141 миллионов долларов США, а по прогнозам к 2028 
году увеличится до 202 миллионов долларов США 
[48]. В данном обзоре литературы рассматриваются 
различные источники сквалена и проблемы, связанные 
с их использованием.

1.	 Природные источники сквалена и способы 
его извлечения

1.1.	 Жир печени глубоководных акул
Жир печени глубоководных акул является самым 

богатым природным источником сквалена, хорошо из-

вестным с давних времен. Наибольшее содержание 
данного вещества наблюдалось у вида Centrophorus  
squamos и составляло 70% в печени, а также 52,5% 
– в желудке, 34–56% – в поджелудочной железе, 
35–49% – в сердце, 15–45% – в селезенке и 1–10% 
– в почках [39].

Интенсивный промысел ставит под угрозу суще-
ствование многих видов глубоководных акул, большин-
ство из которых находятся на грани исчезновения, по-
скольку их репродуктивный цикл довольно длительный, а 
рост медленный. В связи с этим некоторые регулирующие 
органы, такие как Генеральная комиссия по рыболовству 
Средиземноморья, Комиссия по рыболовству в северо-
восточной части Атлантического океана, Комиссия по 
сохранению морских живых ресурсов Антарктики и 
Североатлантическая рыболовная организация, ввели 
фиксированные квоты на вылов акул. Это привело к 
дефициту акульей печени и, как следствие, сквалена [48].

Кроме того, использование жира морских живот-
ных в качестве источника сквалена для фармацевтических 
нужд ограничено присутствием органических загрязни-
телей в виде хлорорганических пестицидов, полицикли-
ческих ароматических углеводородов, диоксинов и тя-
желых металлов. Также в этом сырье возможно наличие 
различных патогенов, которыми могут быть заражены 
акулы и которые могут стать причиной инфекционных 
заболеваний человека [39].

1.2.	Растительное сырье
Сквален содержится и в растениях. Как часть 

липидного бислоя клеточной стенки, он совместно с 
ненасыщенными жирными кислотами регулирует био-
физические свойства, диффузию, динамическую орга-
низацию мембран, а также ингибирует утечку протонов 
в щелочных мембранах и влияет на синтез АТФ [27]. 

Сквален как неполярное соединение находится 
в гидрофобном центре липидного бислоя в спиральной 
или линейной конформации (см. рис. 1), которая рас-
полагается по большей части между слоями мембраны и 
ориентирована параллельно фосфолипидным цепям, при 
этом при переходе в спиральную конформацию увеличи-
вается жесткость и размер клеточной мембраны. Сквален 
влияет и на электрохимический градиент в клетке, так как 
усиливает гидрофобные взаимодействия, способствует 
восстановлению мембраны, функциональной регуляции 
белков и перемещению ионов. Аналогично фитостеролам 
образует нерастворимые комплексы с сапонинами, что 
позволяет фиксировать структуру липидного бислоя и 
создавать поры, участвующие в проницаемости клеточ-
ных мембран. В эукариотических организмах сквален за-
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пасается в липидных каплях. В дальнейшем используется 
для образования таких важных соединений у растений, 
как -ситостерол, кампестерол и стигмастерол, которые 
являются предшественниками гормонов роста и адапта-
ции к биотическому стрессу. Сквален является важным 
компонентом химического состава растений, запасаемым 
в достаточных количествах, поэтому его извлечение из 
подобных источников оправданно и представляет суще-
ственный интерес.

Уже сейчас сквален, выделенный из растительного 
сырья, занимает 20% рынка, однако пока не может заме-
нить жир печени глубоководных акул из-за сложности и 
дороговизны очистки ввиду того, что в растениях, помимо 
сквалена, присутствуют многие родственные соединения, 
такие как каротиноиды, жирорастворимые витамины, 
убихинон, имеющие сходную структуру [44].

Для стран Азии перспективным источником сква-
лена могут быть рисовые отруби (побочный продукт про-
цесса измельчения риса), которые содержат достаточное 
количество (318,9–320 мг/100 г) сквалена [38]. Для 
России одним из источников сквалена могут стать семена 
тыквы (260–523 мг/100 г) [7, 53]. Сквален определен в 
некоторых других растительных продуктах: семенах, пло-
дах [13], сводная информация представлена в таблице 1.

Таблица 1
Содержание сквалена в различных растениях

Название Содержание сквалена, мг/100 г

Авокадо 34–37
Женьшень 514–569

Соя 3–22
Огуречник 22

Семена подсолнечника 0–19
Семена кунжута 57,2–60,7

Семена кориандра 45,1
Семена льна 1,0–4,2
Семена рапса 43,7

Семена винограда 10,2–16,2
Семена хлопчатника 2,7–9,1

Рисовые отруби 319
Тыквенные семечки 260–523

Абрикосовые косточки 12–43
Чайные листья 28,9–368,2

Семена амаранта 2000–8000
Бразильский орех 145,8

Арахис 27,4–132,9
Фундук 9,3–39,2

Орех Макадамия 7,2–38,3

Пекан 20,8–29,8
Фисташки 5,5–22,6

Кешью 11,6
Миндаль 1,3–9,6

Грецкий орех 0,09–0,94

Как следует из таблицы 1, наиболее богатыми 
источниками сквалена являются женьшень, рисовые от-
руби, тыквенные семечки и семена амаранта. При этом 
наибольшее содержание сквалена среди представителей 
растительного мира зафиксировано в плодах амаранта, в 
пересчете на 100 г масла: 6000–8000 мг [27]. Амарант 
является легко культивируемым растением, обладает 
быстрым приростом биомассы и не требователен к ус-
ловиям роста. 

Сырьем для экстракции сквалена могут служить 
разные части растения (плоды, листья), или выделяемые 
из них масла, или побочные продукты производства ма-
сел. Для каждого из этих видов сырья будет различаться 
способ выделения сквалена.

1.2.1.	 Экстракция из растительных масел
Растительные масла – это продукты, выделяемые 

в больших количествах, и с экономической точки зрения 
выгодно взять уже готовые и отработанные технологии, 
применяемые в масложировой промышленности, и ис-
пользовать их для последующего выделения фракции, 
содержащей сквален. Однако экстрагировать данный 
тритерпен лучше из нерафинированного масла, так как 
в ходе этого процесса значительное количество сквалена 
может быть утрачено. Рафинирование – это процесс 
удаления нежелательных веществ, оказывающих не-
благоприятное воздействие на вкус, запах, внешний вид 
или стабильность масел, например, в ходе рафинирования 
можно избавиться от фосфолипидов, диацилглицери-
нов, свободных жирных кислот, пигментов и продуктов 
окисления. При рафинировании улучшается стабиль-
ность масел и их органолептические характеристики, 
но при подобной физико-химической обработке могут 
удаляться и ценные второстепенные компоненты, такие 
как антиоксиданты (в том числе сквален) и витамины, 
что не позволяет использовать подобные масла для 
экстракции сквалена, хотя на рынке они представлены 
наиболее широко.

В Европе сквален извлекают преимущественно из 
оливкового масла, так как оно производится в больших 
объемах и содержание тритерпена в нем варьирует в 
пределах 0,9–12,45 г/кг [12]. Однако омыляемая 
фракция составляет 98–99% от общего веса масла, 
при этом количество неомыляемой фракции, содержа-
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щей сквален, составляет всего 0,5–2% от общего веса. 
Сам сквален, согласно исследованиям, составляет до 
50% неомыляемой фракции в зависимости от метода 
экстракции и рафинации масла. Чистота извлеченного 
из оливкового масла сквалена составляет около 75%, 
при дальнейшей очистке тритерпена она значительно 
снижается из-за присутствия в неомыляемой фракции 
-каротина, токоферолов и токотриенолов, от которых 
при существующих технологиях сложно отделить це-
левое вещество [27].

Пальмовое и соевое масло могут считаться воз-
можным источником сквалена, так как производятся в 
больших объемах, однако содержание в них сквалена 
всего 25–54 мг/100 г масла [23] и 9,9 мг/100 г [39]. 
Определено содержание сквалена в масле виноградных 
косточек – 14,1 мг/100 г, в масле лесных орехов – 27,9 
мг/100 г, в арахисовом масле – 27,4 мг/100 г и в ку-
курузном масле – 27,4 мг/100 г, в подсолнечном масле 
– 3–20 мг/100 г [39].

Как уже говорилось ранее, амарант и, в част-
ности, амарантовое масло обладает самым высоким со-
держанием сквалена: 6000–8000 мг/100 г масла [27]. 
Промышленное получение сквалена из амарантового 
масла на данный момент не осуществляется ввиду того, 
что само масло производится в малых количествах (его 
применение не столь сильно развито в кулинарии); к тому 
же существует сложность с его выделением и очисткой 
от сходных по структуре веществ.

Прямая перегонка растительных масел не подходит 
для получения сквалена, поскольку данное вещество 
термолабильно ввиду наличия кратных связей [39]. В 
промышленности могут найти применение следующие 
два метода выделения сквалена из масел:

Экстракция органическим растворителем. 
Сначала масло нагревают в растворе гидроксида калия 
или натрия с последующей экстракцией н-гексаном 
для отделения омыляемой фракции [14]. Дальнейшее 
разделение неомыляемых компонентов друг от друга 
прямой экстракцией невозможно из-за их сходных 
химических свойств. Поэтому используют различные 
хроматографические методы, обычно препаративную, 
газовую или высокоэффективную жидкостную хрома-
тографию.

Преимуществом экстракции органическим раство-
рителем являются простота и отсутствие необходимости 
закупки специализированного лабораторного оборудова-
ния. Недостаток заключается в использовании токсичных 
растворителей, помимо этого нельзя упускать тот факт, 
что при кипячении из-за термолабильности сквалена воз-

можно его частичное окисление, что снижает итоговую 
концентрацию сквалена. 

Экстракция и фракционирование сверхкрити-
ческим газом. Сверхкритическая флюидная экстракция 
(СФЭ) – это способ разделения компонентов смеси с 
использованием сверхкритических флюидов в качестве 
экстрагентов, данный метод может быть использован с 
сорастворителем и без него. В качестве флюида обыч-
но используется сверхкритический диоксид углерода 
(СФЭ–CO2) из-за его инертности, нетоксичности, 
высокой летучести и низкой стоимости. Благодаря отно-
сительно низкой критической температуре CO2, СФЭ–
CO2 подходит для экстракции термически неустойчивых 
веществ, к которым относят сквален. Эффективность 
метода можно повысить, если в качестве сорастворителя 
использовать 10–15% этанол для увеличения выхода, а 
также для извлечения полярных веществ при необходи-
мости [39]. Вейнеровска и соавторы [26] использовали 
СФЭ–CO2 для выделения сквалена из амарантового 
масла и его выход составил 1200–9000 мг/100 г масла с 
60% чистотой при следующих параметрах: размер частиц 
0,08–0,5 мм, давление 20 МПа, температура 130 °C и 
время 30 мин. Они также выяснили, что сквален чистотой 
90% и выше может быть получен при более длительном 
времени экстракции (120 мин).

К плюсам данного метода можно отнести высо-
кую чистоту конечного продукта и короткое время об-
работки за счет того, что экстракция и концентрирование 
осуществляются в одну стадию. В результате можно 
получать высококачественный сквален без использо-
вания токсичных растворителей. К минусам же относят 
высокую стоимость оборудования и сложность рабочих 
параметров (процесс протекает под высоким давлени-
ем), которые влекут строгие требования к обучению и 
квалификации персонала.

1.2.2.	Экстракция из дезодорирующего дистил-
лята

В промышленных масштабах экономически не 
выгодно выделять сквален из чистых масел, которые 
получают для пищевой, медицинской, косметической 
отраслей, так как его высокое содержание наблюдается 
и в побочных продуктах, образующихся при очистке 
масел, например, в дезодорирующем дистилляте (ДД). 
Зачастую концентрация вещества в нем выше, чем в 
основном продукте производств, так как содержит от 
10 до 30% неомыляемой фракции с концентрацией 
сквалена до 80% [39]. Методы извлечения сквалена 
в данном случае аналогичны извлечению из раститель-
ных масел.

Д.Д. Кириллова и др., с. 68–83
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ДД оливкового масла содержит сквалена больше, 
чем другие ДД. В зависимости от того, с какого произ-
водства был взят ДД, концентрация сквалена в нем будет, 
безусловно, варьировать. Чистота сквалена может до-
стигать 95,5% с выходом 76,3% и производительностью 
234 мг/ч/л [6]. Акгюн [2] работал с ДД, неомыляемая 
фракция составляла 41,55% по массе, при этом 58,02% 
приходилось на сквален. При помощи СФЭ–CO2 был 
получен оливковый рафинат с содержанием сквалена 
75%. Отмечается, что в ДД пальмового масла встреча-
ются более высокие концентрации сквалена, чем в самом 
масле 2400–13500 мг/кг [40].

Плюсом ДД является рациональное использование 
побочных продуктов от производств растительного масла 
и получение большего количества сквалена из расчета на 
100 мл ДД. К недостаткам можно отнести высокую сто-
имость оборудования и сложность рабочих параметров, 
если выделять сквален методом СФЭ–CO2.

1.2.3.	Экстракция из плодов или семян растений
Для плодов амаранта можно использовать СФЭ, 

так как семена имеют очень маленькие размеры и их 
оболочка не толстая, поэтому простого измельчения 
достаточно для извлечения масла, и, следовательно, 
время измельчения не имеет большого влияния на выход 
сквалена. 

Экстрагировать сквален из мезги амаранта можно 
при использовании в качестве экстрагента любого ра-
финированного или дезодорированного растительного 
масла при температуре 22±2 °С в течение 15–25 суток 
[1]. Преимущество данного способа заключается в от-
сутствии специфических требований к экстрагенту, в ка-
честве него может быть использовано любое коммерчески 
доступное масло, однако сам процесс очень длительный.

Также можно получить сквален из семян растений 
без отдельного выделения масла при помощи экстрактора 
Сокслета. Для семян амаранта экстрагентом может слу-
жить петролейный эфир [14], гексан [42], смесь хлоро-
форма и метанола в соотношении 2:1 (по объему) [8]. А 
для плодов оливок лучше всего себя показали этанол и 
2-пропанол при 190 °С, продолжительность экстракции 
составила 10 минут, процесс повторялся трижды, со-
держание сквалена составило 0,2–0,5 мг/г плодов при 
навеске оливковой биомассы 2 г. Также исследовались 
такие растворители, как ацетонитрил, ацетон, 1-пропа-
нол, 2-бутанол, этилацетат, толуол, продолжительность 
экстракции составляла от 2 до 18 минут для навески 
сырья 2 г [54]. 

Круль и соавторы [22] сравнили методы Сокслета 
с использованием петролейного эфира, СФЭ–CO2 и 

ускоренную экстракцию растворителем для извлечения 
сквалена из изученного вида амаранта. Выход составил 
420, 380 и 470 мг/100 г зерен для каждого способа экс-
тракции, соответственно. Изменчивость выхода сквалена 
зависит от условий экстракции и конкретного генотипа.

Очевидным преимуществом рассмотренного спо-
соба является сокращение затрат за счет удаления стадии 
экстракции масла для некоторых видов растений, однако 
данный процесс будет эффективен не для всех растений.

1.2.4.	Экстракция из листьев растений
В данном случае омыление не является обязатель-

ным процессом, так как листья содержат малое количе-
ство масла (во время омыления щелочью и отделения 
частичный щелок вступает в реакцию со свободными 
жирными кислотами с образованием мыльного сырья, 
которое частично поглощает сквален, что приводит к 
последующему снижению общего содержания сквалена).

Содержание сквалена в листьях растений невелико. 
Тем не менее в Китае ведутся активные разработки по 
выделению сквалена из чайных листьев, так как в данном 
регионе они являются доступным сырьем. Было выяв-
лено, что концентрация сквалена выше на нижних и на 
прошлогодних листьях чая, поэтому для его экстракции 
можно использовать обрезанные части растений и неис-
пользованные чайные листья, что является экономически 
выгодным. Концентрация сквалена различается в зависи-
мости от сорта чая, наиболее перспективен сорт Pingyun, 
концентрация сквалена в нем 3,7 мг/г [45].

Также содержание сквалена определено в опавших, 
стареющих, зрелых и незрелых лиофилизированных 
листьях Terminalia catappa и составляет 1499 мкг/г, 451 
мкг/г, 210 мкг/г, 65 мкг/г, для каждого указанного вида 
листьев, соответственно [21]. Хэ и Корк [15] проанали-
зировали 45 генотипов высушенных зрелых листьев ама-
ранта, и концентрация сквалена в липидных экстрактах 
в среднем составила 0,26%. Как было сказано ранее, в 
оливковом масле присутствует сквален, поэтому было 
определено его содержание и в листьях оливы, которое 
составило 752–3200 мг/100 г [6].

Преимуществом данного источника сквалена явля-
ется использование нецелевых продуктов выращивания 
растительного сырья, однако его применение затруднено 
крайне низким содержанием сквалена в листьях большин-
ства культивируемых чайных растений, что все же больше 
свидетельствует о экономической нецелесообразности 
применения данного сырьевого источника.

1.3.	 Биотехнологическое получение сквалена
Наряду с природными источниками известен 

и биотехнологический метод производства сквалена, 
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который имеет ряд преимуществ, а именно: быстрый 
прирост биомассы, простота генетической модифика-
ции, круглогодичное культивирование продуцентов, не 
зависящее от времени года, строгий контроль чистоты и 
качества продукта, отсутствие привязанности к региону в 
отличие от растений, у которых есть определенный ареал 
произрастания [13].

Сквален и родственные ему соединения (оксидо-
сквален и бисоксидосквален) являются предшествен-
никами почти 200 различных тритерпенов, таких как 
эукариотические стерины и бактериальные гопаноиды. 

Многие микроорганизмы обладают естественной способ-
ностью продуцировать сквален [13], например, дрожжи 
Saccharomyces cerevisiae и Torulaspora delbrueckii, бак-
терии Pseudomonas sp. и Halobacterium sp., нитчатые 
грибы Aurantiochytrium sp., Euglena, микроводоросли 
Schizochytrium mangrovei и Aurantiochytrium sp., археи 
Halobacterium cutirubrum и некоторых других.

1.3.1.	 Продуценты сквалена
Дрожжи. В эукариотических организмах, в том 

числе и дрожжах, синтез сквалена происходит по мева-
лонантному пути (MVA) (рис. 2). 

Рис. 2. MVA путь биосинтеза сквалена в эукариотах (конкретно – дрожжах). Примечание: DMAPP – дифос-
фатдиметилаллил; Erg1p ген, кодирующий скваленэпоксидазу; Erg7p ген, кодирующий ланостеролсинтазу; Erg9p, 
ген, кодирующий скваленсинтазу; Erg20p, FPP синтаза; FPP – фарнезилпирофосфат; GPP – геранилпирофосфат; 
HMG-CoA – 3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА; Hmg1p и Hmg2p гены, кодирующие HMG-CoA редуктазу; Idi1p 
– изопренилдифосфатизомераза; IPP – изопентилдифосфат; MVA – мевалонат

Он начинается с конденсации трех молекул ацетил-
КоА с образованием 3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА 
(HMG-CoA). Эта реакция катализируется ацетоаце-
тил-КоА-тиолазой (AACT) и HMG-КоА-синтазой 
(HMGS). HMG-КоА далее восстанавливается до мева-

лоната (MVA) с помощью 3-гидрокси-3-метилглютарил-
КоА редуктазы (HMGR), который кодируется генами 
HMG1 и HMG2 и без которого дрожжевые клетки 
погибают при отсутствии питания мевалонатом. Затем 
MVA дважды фосфорилируется MVA-киназой и фосфо-
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MVA-киназой в присутствии кофактора с образованием 
MVA-5-дифосфата. Декарбоксилирование MVA-5-
дифосфата приводит к образованию изопентилдифосфата 
(IPP) с использованием АТФ, который превращается в 
диметилаллилдифосфат (DMAPP) посредством реак-
ции, катализируемой изомеразой IPP. Конденсация IPP 
и DMAPP дает геранилпирофосфат (GPP), который 
посредством конденсации переходит в фарнезилпирофос-
фат (FPP), катализируемой фарнезилдифосфатсинтазой 
(FPS). Сквален получается путем конденсации двух 
молекул FPP в реакции с участием НАДФН, которая 
катализируется скваленсинтазой, кодируемой ERG9. 
В нормальных условиях данный путь не приводит к 
большому накоплению сквалена в клетках, тритерпен 
превращается в эргостерол в присутствии кислорода 
[47]. Так, для Saccharomyces cerevisiae выход сквалена 
составил всего 46,16 мкг/г DCW (сухая масса клеток), 
для Torulaspora delbrueckii – 237,25 мкг/г DCW [3], а 
для Kluyveromyces lactis – 0,6 мг/109 клеток [9].

Дрожжи являются перспективными продуцентами 
сквалена, так как они хорошо изучены как модельные 
микроорганизмы, не требовательны к условиям культи-
вирования и обладают быстрым приростом биомассы; 
также из существующих продуцентов их пути биосинтеза 
сквалена наиболее известны. Основным их недостатком 
является то, что в обычных условиях культивирование 
дрожжей не позволяет создавать условия, в которых 
бы сквален продуцировался в количествах, приемлемых 
для коммерческого использования и способных конку-
рировать с печенью глубоководных акул по содержанию 
сквалена.

Бактерии и Археи. В бактериях и археях синтез 
сквалена происходит через путь 2-C-метил-D-эритритол 
4-фосфата (MEP) (рис. 3), также называемый путем 
1-дезокси-D-ксилулоза-5-фосфата (DXP). DXP 
синтаза (DXS) катализирует конденсацию 3-фосфата-
глицеральдегида и пирувата в DXP. Редуктоизомераза 
DXP (DXR) или ее изофермент (DRL) восстанавли-
вают DXP с образованием MEP. Затем MEP преоб-
разуется в IPP и DMAPP с использованием разных 
ферментов, преобразование IPP в FPP аналогичны 
MVA. Сквален накапливается внутриклеточно. Он 
обычно не вырабатывается организмами, которые экс-
прессируют путь MEP, хотя есть исключения, такие как 
Pseudomonas sp., Methylomonas sp. и Halobacterium sp. 
Метаболическая инженерия и синтетическая биология 
сделали возможным расширение пути MEP путем вве-
дения гетерологичного гена скваленсинтазы (SQS) для 
производства сквалена [44]. 

Рис. 3. MEP путь биосинтеза сквалена в бактериях и 
археях (конкретно – E. coli). Примечание: DMAPP 
– дифосфатдиметилаллил; DXP – 5-фосфат-
1-дезокси-D-ксилулоза; DXS – DXP синтаза; 
DXR – DXP редуктоизомераза; FPP – фарне-
зилпирофосфат; FPS – FPP синтаза; HMBPP 
– (E)-4-гидрокси-3-метил-2-бутенилпирофосфат; 
HMG-CoA – 3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА; 
IDI – изопентилдифосфатизомераза; IPP – изо-
пентил-дифосфат; MEP – 2-C-метил-4-фосфат-D-
эритритол; SQS – сквален синтаза; DRL – аналог 
DXR в некоторых организмах

В качестве перспективных продуцентов сквалена 
для промышленности рассматриваются несколько видов 
бактерий: Escherichia coli, так как активно используется 
для производства других веществ (например, 1,3-про-
пандиола и белков), благодаря своему быстрому росту, 
способности к ферментации при высокой плотности 
и большому генетическому инструментарию; Bacillus 
subtilis, так как продуцирует большое количество пред-
шественников сквалена; цианобактерии, так как они 
используют атмосферный CO2 в качестве источника 
углерода и энергии, что снижает затраты на питательную 
среду [44].
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Микроводоросли. Изопреноиды растений могут 
синтезироваться через MVA в цитозоле, что приводит 
к образованию стеролов. Тем временем в пластидах 
проходит MEP путь, который приводит к синтезу 
каротиноидов, боковых цепей хлорофиллов, пластохи-
нонов и фитогормонов изопреноидного типа (рис. 4). 
Путь MVA образует только IPP, тогда как путь MEP 
генерирует IPP и DMAPP. В растениях сквален окис-
ляется до 2,3-оксидосквалена, а затем преобразуется в 

циклоартенол вместо ланостерола. Обмен изопренои-
дами между цитозолем и пластидами довольно неэф-
фективен. Конечными продуктами биосинтетического 
пути являются ситостерол, стигмастерол, кампестерол 
и изофукостерол. Концентрации сквалена в диких 
штаммах Schizochytrium mangrovei составляет 0,162 
мг/г [17], в Aurantiochytrium sp. BR-MP4-A1 0,567 
мг/г [24], а для другого штамма Aurantiochytrium sp. 
18W-13a 171 мкг/мг DCW [32].

Рис. 4. Биосинтез сквалена в растениях. Примечание: AACT – ацетоацетил-КоА тиолаза; DMAPP – дифосфат-
диметилалл; DXP – 1-дезокси-D-ксилулоза-5-фосфат; DXR – DXP редуктоизомераза; DXS – DXP синтаза; 

FPP – фарнезилпирофосфат; FPS – FPP синтаза; GPP – геранилпирофосфат; GGPP – геранилгеранилпирофос-
фат; HMBPP – (E)-4-гидрокси-3-метил-2-бутенилпирофосфат; HMG-CoA – 3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА; 
HMGS – HMG-CoA синтаза; HMGR – HMG-CoA редуктаза; IDI – изопентилдифосфатизомераза; IPP – изо-
пентил-дифосфат; MEP – 2-C-метил-4-фосфат-D-эритритол; MVA – мевалонат; SQS – сквален синтаза; ЭПР 

– эндоплазматический ретикулум

2.	 Способы модификации микроорганизмов
2.1.	Экспрессия синтеза предшествующих сква-

лену молекул
Повышение экспрессии структурных генов, нахо-

дящихся в биосинтетическом пути до сквалена, является 
одной из стратегий повышения его содержания. Так, 
избыточная экспрессия ERG9, кодирующего сквален-
синтазу, в S. cerevisiae привела к увеличению содержания 

сквалена в 1,5 раза по сравнению с диким штаммом [49], 
аналогично в Candida tropicalis DC03 сверхэкспрессия 
природного гена скваленсинтазы CtERG9 под силь-
ным промотором PGAP1 увеличила титр сквалена на 
12,1% [56]. Ли и соавторы увеличили выход сквалена 
в S. cerevisiae до 978,24 мг/л посредством поэтапной 
сверхэкспрессии ферментов, катализирующих превра-
щение ацетил-КоА в сквален [25]. Одним из ключевых  
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регуляторных ферментов в биосинтезе сквалена является 
3-гидрокси-3-метилглутарил-кофермент-A (HMG-
CoA) редуктаза (Hmg1). Чтобы преодолеть дальнейшее 
снижение регуляции Hmg1, Томпсон и соавторы вместо 
исходного фермента сверхэкспрессировали усеченный 
Hmg1 (tHmg1), фермент, имеющий только каталитиче-
ский домен Hmg1 и не регулируемый промежуточными 
продуктами, и тем самым повысили уровень сквалена в S. 
cerevisiae SK2 в 30 раз [50]. Исследовали также сверх-
экспрессию гена DGA1, кодирующего диацилглицерол 
ацилтрансферазу, участвующую в метаболизме жирных 
кислот, что увеличило содержание сквалена у S. cerevisiae 
в 250 раз при комбинации с геном tHMG1.

Перенаправление потока ацетил-КоА в сторону 
биосинтеза сквалена истощает его запасы в S. cerevisiae, 
что приводит к нарушению биохимических процессов в 
клетке. Для решения этой проблемы было предложено 
сверхэкспрессировать ген ACS1, кодирующий ацетил-
КоА-синтетазу, что в сочетании с экспрессией гена 
ERG10 значительно увеличило количество сквалена в 
дрожжах до 437,1 мг/г DCW [58].

Мэн и соавторы провели инженерию клеточных 
мембран для улучшения хранения сквалена в E. coli. 
В связи с этим ген tsr (кодирующий белок серинового 
хеморецептора) был сверхэкспрессирован, что, в свою 
очередь, увеличило жирнокислотный состав в составе 
липидов мембраны, и это привело к образованию много-
слойной структуры. Сконструированный штамм синтези-
ровал сквален до 612 мг/л, что является значительным 
количеством для E. coli [30].

Гетерологичные ферменты иногда более эффек-
тивны в катализе по сравнению с нативным ферментом. 
Например, Катабами и соавторы [18] совместно экс-
прессировали химерный мевалонатный путь E. coli с че-
ловеческой или Thermosynechococcus скваленсинтазой, в 
ходе чего бактерии накапливали сквален до 230 мг/л и 55 
мг/г DCW, соответственно. В другом исследовании [11] 
гены hopD (кодирующий фарнезилдифосфатсинтазу) и 
hopAB (кодирующие скваленсинтазу и фитоенсинтазу) 
из Streptomyces peucetius были гетерологично экспрес-
сированы для усиления синтеза сквалена в E. coli, что 
привело к повышению титра до 4,1 мг/л, а в дальнейшем 
и до 11,8 мг/л при сверхэкспрессии dxs (кодирующего 
1-дезокси-d-ксилулозо-5-фосфатсинтазу) и idi (коди-
рующего изопентенилдифосфатизомеразу).

2.2.	Блокирование конкурентных путей биосин-
теза 

Для повышения накопления сквалена в клетках 
дополнительно к повышению синтеза молекул-пред-

шественников в биосинтетическом пути используют 
блокировку конкурентных путей. Она может быть 
полной и осуществляться посредством удаления генов, 
участвующих в конкурирующих реакциях; в таком слу-
чае её называют нокаутом. Нокдауном же обозначают 
снижение уровни экспрессии гена путем введения слабого 
промотора, а иногда и путем разрешения системе регу-
лировать экспрессию с помощью программируемого или 
настраиваемого промотора (репрессия) [36]. 

Нокаут гена ERG6, кодирующего дельта 
(24)-стерол-C-метилтрансферазу, в S. cerevisiae AM63 
вместе с сайт-специфической мутацией в HMG2 (K6R) 
увеличил накопление сквалена в 20 раз по сравнению с 
диким штаммом [29]. В Rhodopseudomonas palustris 
удаление гена SHC, кодирующего скваленгопенциклазу 
и совместная экспрессии гена DXS, увеличило сквален 
до 27 и 112 раз, соответственно [57]. Парамасиван и 
соавторы [37] показали, что нокаут гена ERG6 вместе 
с нокдауном гена ERG11, участвующего в биосинтезе 
эргостерола, увеличил содержание сквалена до 43 мг/г 
DCW в S. cerevisiae.

Для специфического ингибирования активности 
скваленэпоксидазы, кодируемой геном Erg1, для S. 
cerevisiae используют тербинафин – известный противо-
грибковый агент. Был исследован биосинтез сквалена 
в S. cerevisiae BY4741 при различных концентрациях 
тербинафина, варьируемых от 0 до 50 мкг/мл [10]. Уве-
личение концентрации ингибитора вызывало постепенное 
повышение уровня сквалена в клетках и снижение уровня 
свободного эргостерола. При концентрации тербинафина 
7,5 мкг/мл увеличение уровня сквалена становилось 
статистически значимым, при этом на рост клеток это по-
влияло незначительно. При концентрации тербинафина 
30 мкг/мл достигалось плато в накоплении сквалена на 
уровне 600–700 мкг сквалена на 109 клеток и уровень 
сквалена не менялся при увеличении концентрации тер-
бинафина до 50 мкг/мл . Следует подчеркнуть, что рост 
клеток с высоким накоплением сквалена был значительно 
нарушен (выход роста снизился до 4,5×107 и 1,6×107 
клеток/мл при 30 и 50 мкг/мл тербинафина, соответ-
ственно). Денситометрический анализ нейтральных ли-
пидов методом тонкослойной хроматографии показал, что 
даже самые низкие концентрации тербинафина вызывали 
снижение уровня стериловых эфиров. Это указывает на 
то, что уже при концентрациях тербинафина, частично 
ингибирующих активность скваленэпоксидазы, клетки 
испытывали дефицит стеринов. Поэтому важно подби-
рать концентрации ингибиторов таким образом, чтобы 
не они не влияли на рост клеток и их жизнеспособность, 



77

либо следует выращивать дрожжи на среде, содержа-
щей недостающие компоненты (эргосерол и стериловые 
эфиры) [10].

2.3.	Адаптивная эволюция
Адаптивная эволюция – это использование дав-

ления отбора для использования врожденной способ-
ности организма подвергаться мутациям в направлении 
желаемого фенотипа. Эволюционная инженерия под-
разумевает процесс длительного роста с селективным 
преимуществом в отношении штамма, который обладает 
желаемым признаком. Благодаря тому, что за послед-
ние годы сильно снизились затраты на секвенирование 
генома, можно наблюдать за различием между геномом 
эволюционировавшего штамма и предшественника, что 
дает представление о функциональности генов и эволю-
ционных механизмах. 

Так, Парамасиван и соавторы [35], используя 
сконструированный штамм S. cerevisiae SK22, после 
адаптации в течение почти 1500 ч идентифицировали 
штамм с более высокой эффективностью производства 
сквалена и его концентрацией 193 мг/л, что в 16,5 раз 
выше, чем у первоначального штамма BY4741, и в 3 раза 
выше, чем у метаболически модифицированного штамма 
SK22. При выращивании штамма-мутанта на среде, 
дополнительно содержащей тербинафин (100 мкг/л), 
концентрация сквалена достигла 420 мг/л; это в 8 раз 
выше, чем у сконструированного родительского штамма.

2.4.	Оптимизация условий ферментации
Многие биоактивные молекулы синтезируются в 

микроорганизмах как промежуточные продукты. Для 
того чтобы повысить их продуктивность до уровня про-
мышленных производств, используют адаптивность 
естественных путей для получения нужной молекулы. Так 
можно уменьшить затраты производства на начальную 
загрузку, используя определенные штаммы в контроли-
руемых средах [13].

Чен и соавторы [5] рассматривали различные ис-
точники азота, например, нитрат натрия, сульфат аммо-
ния, глутамат натрия, мочевина, и углерода: кукурузный 
экстракт, пептон, триптон, дрожжевой экстракт для 
Aurantiochytrium sp., и подобрали оптимальный состав 
среды, включающий в себя глутамат натрия 6,94 г/л, 
дрожжевой экстракт 6,22 г/л и триптон 4,40 г/л, при 
росте на которой выход сквалена составил 5,90 мг/л, в 
то время как у того же штамма на обычной среде – 0,18 
мг/г. Культивирование S. cerevisiae и T. delbrueckii в 
анаэробных условиях с добавлением в среду ненасыщен-
ных жирных кислот и эргостерина значительно повышает 
накопление сквалена [47]. Было исследовано образо-

вание сквалена и эргостерола в S. cerevisiae BY4741 
и EGY48 при различной подаче кислорода, размера 
инокулята и времени ферментации. Было выявлено, что 
недостаточное снабжение кислородом повышает обра-
зование сквалена, а оптимизация размера инокулята и 
времени ферментации выявила значительные различия 
между штаммами с точки зрения выхода и производи-
тельности [28].

Изменение содержания морской воды в питатель-
ной среде является сейчас довольно распространенным 
параметром модификации питательной среды. Например, 
для Pseudozyma sp. SD301 оптимальным является 15 г/л 
морской соли при использовании глюкозы и дрожжевого 
экстракта в качестве оптимальных источников углерода 
и азота. В таком случае выход сквалена составляет 
2,445 г/л при изначальном 0,9 г/л [46]. Шакери и 
соавторы [43] выяснили, что Rhodosporidium sp. DR37 
синтезирует 619 мг/л сквалена в следующих условиях: 
сахароза 20 г/л, пептон 5 г/л, морская вода 20% об./
об. при pH=7, 25 °C, по сравнению с 64 мг/л сквалена 
в неоптимизированных условиях.

Для создания продуцента, который будет син-
тезировать сквален в количествах, достаточных для 
культивирования в промышленных масштабах, целесо-
образно комбинировать вышеперечисленные способы 
модификации. 

Заключение

Широкий спектр применения сквалена в фарма-
цевтической области и бурное развитие косметической 
промышленности, активно использующей сквален и его 
насыщенное производное сквалена в качестве увлаж-
няющих компонентов в уходовых средствах – все это 
подразумевает крайне высокий спрос на данный тритер-
пен. Однако из-за существующих ограничений печень 
глубоководных акул как сырье не способно покрыть его, 
поэтому активно ведется изучение альтернативных ис-
точников и способов выделения сквалена из них. 

Логичным является использовать растительное 
сырье, однако содержание сквалена в нем значительно 
меньше, чем в жире печени акул. ДД, побочные продукты 
очистки растительных масел, безусловно, являются эко-
номически выгодным сырьем, но на территории России 
на данный момент не выявлено производств с ДД, ко-
торый содержал бы значительное количество сквалена. 
Наибольшее его количество в природе содержится в 
амаранте, но главной трудностью его применения яв-
ляется малый размер зерен и сравнительно небольшие 
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объемы культивации. Сейчас в России амарант выращи-
вают в Ростовской, Челябинской областях, Алтайском, 
Краснодарском, Пермском краях, учитывая хорошую 
адаптивность этого растения к различным климатическим 
и почвенным условиям, возможно его выращивание, на-
пример, на Дальнем Востоке, обладающем более суровым 
климатом и большой площадью свободных сельхозу-
годий. Необходимо провести изучение разрешенных к 
выращиванию сортов амаранта для установления сорта, 
наиболее богатого скваленом. Помимо амаранта, для 
России перспективным можно считать использование в 
качестве сырья семечек тыквы ввиду значительного со-
держания сквалена в них. Кроме этого, следует изучить 
содержание сквалена в отходах лесной промышленности, 
так как известно, что, например, хвойные растения со-
держат большое количество терпенов и терпеноидов, что 
может косвенно указывать на присутствие сквалена. К 
тому же считается, что он является предшественником 
бетулина, содержащегося в березе. Преимущество данно-
го способа заключается в наличии достаточной сырьевой 
базы, ведь наша страна располагает 1/4 всех мировых 
запасов древесины. 

На наш взгляд, наиболее перспективным методом 
экстракции сквалена является СФЭ–CO2, его высо-
кая стоимость (затраты на оборудование и обучение 
персонала) нивелируется высокой чистотой продукта 
и незагрязненностью токсичными растворителями, что 
исключительно важно для использования получаемого 
сквалена в медицине, где на него ежегодно повышается 
спрос ввиду его многофункционального применения.

Целесообразно предпринять шаги в отношении 
оптимизации условий и параметров экстракции сквалена 
из растительного сырья органическими растворителями. 
Возможные пути заключаются во внедрении методик 
обратимой защиты сквалена от окисления, что позволит 
применять более высокие температуры при экстракции 
для повышения выхода сквалена, подбор наилучшей 
смеси экстрагентов, оптимизацию соотношения между 
температурой и длительностью процесса.

Биотехнологический синтез сквалена затрудняется 
тем, что он накапливается внутри клеток, а не в окружа-
ющей их среде, что добавляет стадии в технологический 
процесс производства в виде дезинтеграции клеток-
продуцентов. К тому же, без модификации генотипов 
или условий культивирования концентрации сквалена 
невысоки. Однако сейчас существует множество гене-
тических инструментов для создания сверхпродуцентов, 
которые совершенствуются с каждым годом, что заметно 
сокращает время на создание новых штаммов. Помимо 

этого, следует продолжать модифицировать питатель-
ные среды, подбирать возможные стресс-условия для 
культивирования с повышением накопления сквалена в 
клетках. Также необходимо обратить внимание на более 
специфичные в отношении накопления сквалена микро-
организмы для дальнейшей модификации, например, 
маслянистые дрожжи Rhodosporidium toruloides, которые 
производят нейтральные липиды; их метаболический 
путь синтеза каротиноидов можно перестроить для полу-
чения сквалена, или Aurantiochytrium sp., которые могут 
производить сквален с самым высоким выходом среди 
всех микроорганизмов дикого типа.
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