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Биолюминесценция – это ферментативный
процесс, сопровождающийся потреблением кисM
лорода и выделением света [1]. У микроорганизM
мов центральным звеном подобной реакции явM
ляется люцифераза – флавинзависимая моноокM
сигеназа, катализирующая окисление восстановM
ленного флавинмононуклеотида и длинноцепоM
чечного альдегида в присутствии кислорода до
флавинмононуклеотида, воды и соответствующей
жирной кислоты с испусканием кванта света в
видимой синеMзеленой области спектра [2].

Высокая степень сопряженности биолюмиM
несценции с основными энергетическими потокаM
ми в бактериальной клетке [3] явилась условием
для использования светящихся микроорганизмов
при тестировании различных природных сред,
биотоксичность которых может быть интегральM
но оценена через изменение интенсивности биоM
люминесценции [4], [5]. Исходя из этих предпоM
сылок на основе лиофилизированных светящихM
ся бактерий и выделенной из них люциферазной
ферментной системы предложен ряд методов эксM
прессного биолюминесцентного анализа.

В настоящее время для решения проблем
анализа токсичности сред сложного состава
привлекается метод под названием биотестироM
вание. Данный метод состоит в определении
токсичности среды непосредственно при дейM
ствии ее на живой организм [6].

В качестве материала для исследования
выбрана рубцовая жидкость мясного крупного
рогатого скота казахской белоголовой породы;
модельная рубцовая жидкость, полученная на
основе фосфатного буфера, пропионовой, моM
лочной, масляной, уксусной кислот, глюкозы и
10M% раствора аммиака; трофические субстраM
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ты на основе пшеничных отрубей, экструдироM
ванных с добавлением Ca2+, Cr2+, Fe2+, Cu2+ или
обработанные сверхвысокочастотными волнаM
ми (СВЧ) и ультразвуком (УЗ) [7]. Следует
отметить, что рубцовую жидкость получали
путем фильтрации цельного рубцового содерM
жимого через четыре слоя марли, затем в отM
фильтрованную рубцовую жидкость добавляM
ли несколько капель 20% раствора формалина
для фиксации. Для проведения опыта in vitro за
основу нами была взята методика исследования
переваримости сухого вещества оцениваемых
кормов in vitro В. В. Попова и Е. Т. Рыбиной в
модификации Г. И. Левахина и А. Г. МещерякоM
ва. При этом в каждый из контейнеров «искусM
ственного рубца» вносили по 128 мл рубцовой
жидкости и 500 мг трофического субстрата и
инкубировали в течение 24 часов при 37 °С, при
этом временной интервал отбора проб составM
лял 3, 6, 12 и 24 часа.

При проведении исследований использоM
ван рекомбинантный штамм E.coli K12 TG1 с
клонированными luxCDABE генами PhotoM
bacterium leiognathi 54D10, выпускаемый в виде
лиофилизированного препарата под коммерM
ческим названием «ЭколюмM10». В соответM
ствии с инструкцией во вскрытый флакон с лиM
офилизированными бактериями добавляли
10 мл дистиллированной воды. Полученную
суспензию бактерий несколько раз встряхиваM
ли до однородного раствора. Данную суспенM
зию выдерживали в холодильной установке при
температуре от плюс 2°С до плюс 4°С в течение
30 мин, доводили температуру суспензий бакM
терий от плюс 22°С до плюс 24°С, держа при
этом флакон в защищенном от солнца месте.
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Перед экспериментом суспензию бактерий во
флаконе встряхивали.

Измерение люминесценции сенсорного
штамма E.coli осуществляли с помощью биоM
люминометра LMM01Т, при этом в лунки планM
шета вносили 225 мкл испытуемого агента и
25 мкл бактерий, после чего измеряли кинетиM
ку свечения в течение 30 минут. Ключевым моM
ментом является внесение во все пробы одинаM
ковых количеств суспензии бактериального
биосенсора и их быстрое смешивание, исклюM
чающее лимитирование люминесцентной реM
акции по кислороду.

Окончательную обработку результатов
измерений токсичности выполняли путем расM
чета среднеарифметического значения величиM
ны биолюминесцентного индекса (БЛИ) по
формуле:
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 – уровень люминесценции контM
рольной пробы на 0Mминуте.

По окончании исследований полученные
результаты были нами обработаны методами
статистического анализа с определением средM
ней арифметической величины, ошибки средней
арифметической и стандартного отклонения.

В соответствии с поставленной целью, в
ходе первого эксперимента оценивалось форM
мирование возможной биотоксичности нативM
ной рубцовой жидкости, при этом в качестве
контроля была взята суспензия рекомбинантM
ного люминесцирующего штамма E. coli в фиM
зиологическом растворе (рисунок 1).

 В начале эксперимента по изучению влияM
ния нативной рубцовой жидкости на биолюмиM
несценцию репортёрного штамма Е. coli, наM
блюдалось индукция бактериальной биолюмиM
несценции, начинающаяся с середины опыта.
Однако подобная ситуация нивелировалась к
концу эксперимента.

Исходя из предварительных результатов
эксперимента нативная рубцовая жидкость окаM
зала выраженное ингибирующее действие на

рекомбинантный штамм E.coli, характеризуюM
щееся резким тушением свечения уже в первые
минуты контакта. Вероятной причиной такого
явления может быть влияние на бактериальную
биолюминесценцию какогоMлибо одного или неM
скольких компонентов, входящих в состав рубM
цовой жидкости, а именно наличием высокой
концентрации ионов водорода в среде, воздейM
ствующих на мембраны бактериальных клеток
и вызывающих протонирование молекул фосM
фолипидов и белков, что нарушает транспорт
веществ и активность дыхательных ферментов.

Чтобы подтвердить или опровергнуть данM
ное предположение, на следующем этапе рабоM
ты нами использована модельная смесь (моM
дельная рубцовая жидкость). Анализируя данM
ные о влиянии отдельных компонентов модельM
ной рубцовой жидкости на рекомбинантный
штамм Е. coli, можно сделать предварительный
вывод, что меньшая степень токсичности в отM
ношении бактериальных клеток связана, по всей
видимости, с отсутствием в ее составе полного
спектра веществ, включая ферменты и антимикM
робные пептиды.

С целью идентификации компонентов, окаM
зывающих ингибирующее воздействие на уроM
вень свечения рекомбинантного штамма E.coli
нами были изучены эффекты пропионовой, моM
лочной, масляной, уксусной кислот, глюкозы и
10M% раствора аммиака. При этом зарегистриM
ровано, что раствор аммиака и уксусная кислоM
та проявляли выраженное прогрессирующее
подавление интенсивности свечения штамма
биосенсора. С другой стороны, пропионовая,
масляная и молочная кислоты проявляли меM
нее выраженное токсическое действие, что обусM
ловлено наличием более длинного углеводородM
ного хвоста, ослабляющего кислотные свойства
данных молекул.

Иной характер имела глюкоза, проявляюM
щая стимуляцию свечения, что вероятно, связаM
но с тем, что глюкоза является трофическим субM
стратом для бактериальных клеток, вследствие
чего регистрируется развивающееся во времеM
ни увеличение интенсивности свечения.

Полученные результаты явились отправM
ной точкой для серии экспериментов, целью
которых стало изучение влияния отдельных
компонентов трофического субстрата на динаM
мику формирования биотоксичности в условиM
ях «искусственного рубца».
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Рисунок 1. Оценка интегральной биотоксичности рубцовой жидкости и ее отдельных компонентов с
использованием сенсорного штамма E.coli

Рисунок 2. Влияние рубцовой жидкости в комплексе с кормовым субстратом и времени экспозиции на свечение
сенсорного штамма E.coli
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Анализируя вклад отдельных компонентов
трофического субстрата в формирование биоM
токсичности рубцовой жидкости в условиях
«искусственного рубца» с использованием реM
комбинантного штамма E. coli можно отметить,
что уже через 3 ч инкубации рубцовой жидкоM
сти формируется повышение уровня токсичноM
сти образцов, обработанных УЗ или СВЧ, при
этом данный эффект сохраняется на протяжеM
нии всего времени (рисунок 2).

Наибольшее усиление биотоксичности рубM
цовой жидкости с кормовыми добавками окаM
зывали ионы железа (II), максимальное ингиM
бирующее воздействие которых зарегистрироM
вано на 12 часах инкубации смеси и составляло
59,4% тушения свечения бактериального биоM
сенсора. Подобный эффект связан со способноM
стью металлов переменной валентности осущеM
ствлять процессы перекисного окисления лиM
пидов, что ведет к нарушению структуры мембM
раны клетки, а также образованию веществ,
блокирующих активный центр люциферазы. С
другой стороны, хром проявлял токсический
эффект лишь после суток инкубации в системе,
что свидетельствует о достаточной низкой токM
сичности данного металла в ионной форме, в

отличие от соединений с кислородом. В свою
очередь медь (II) не оказывала сходного дейM
ствия в связи с тем, что данный металл нахоM
дится в максимальной окисленной форме и в
существующей системе не способен отдать элекM
трон. Противоположный эффект был зарегисM
трирован при действии на бактериальные биоM
сенсоры рубцовой жидкости, инкубированной
с ионами кальция, при этом наблюдалось завиM
симый от времени инкубации усиление свечеM
ния люминесцирующего штамма, что обусловM
лено не только принадлежностью данного меM
талла к группе макроэлементам, но его способM
ностью увеличивать степень перевариваемосM
ти кормов, подвергнутых экструзионной обраM
ботке.

Таким образом, были зарегистрированы
сходные эффекты воздействия на бактериальM
ную биолюминесценцию реальной и модельной
рубцовой жидкости, при этом обе смеси проявM
ляли токсическое действие. Полученные данные
подтверждают возможность использования соM
зданной нами модельной смеси для установлеM
ния влияния отдельных компонентов рубцовой
жидкости на биолюминесценцию рекомбинанM
тного штамма E. coli.
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