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Несмотря на большой набор химических сое-
динений, пригодных для использования в качестве 
углеводородного топлива, реальное применение 
в ракетной технике нашел весьма узкий круг ве-
ществ. 2-этилнорборнан (2-этил(бицикло[2.2.1]геп-
тан) (ЭЦГ)) относится к каркасным напряженным 
высокоэнергоемким углеводородным соединениям, 
которые обладают повышенной теплотой сгорания 
по сравнению с обычными углеводородами, что де-
лает их перспективными для разработки на их ос-
нове высокоэффективного, прежде всего ракетно-
го, топлива. Особым и очень важным требованием 
условий эксплуатации компонентов ракетного то-
плива является их низкая токсичность. Продукты 
неполного окисления топлива, могут быть крайне 

опасными, загрязняя атмосферу, водоемы и почву 
токсичными элементами при падении ступеней ра-
кеты отработанных или в аварийных ситуациях.

Цель настоящей работы – исследование ток-
сичности ЭЦГ с использованием бактериальных 
lux-биосенсоров. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Для данного исследования ЭЦГ был получен 
из 5-винил-2-норборнена согласно [1–5]. Молеку-
ла ЭЦГ содержит норборнановый фрагмент с на-
пряженной структурой (рис. 1) и состоит из 9 ато-
мов углерода и 16 атомов водорода.
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Бактериальные штаммы и плазмиды

Исследование токсичности проводилось с ис-
пользованием цельноклеточных бактериальных 
lux-биосенсоров. Lux-биосенсоры – это клет-
ки Escherichia coli трансформированные гибрид-
ными плазмидами, содержащими в своем соста-
ве последовательности генов luxCDABE из Pho-
torhabdus luminescens под контролем различных 
стрессовых индуцируемых промоторов [6–10]. 

В качестве lux-биосенсоров для исследова-
ния токсичности норбонана были взяты клетки 
штамма E. coli K12 MG1655  (F- ilvG rfb-50 rph-1)  
с плазмидными конструкциями pKatG-lux и 
pRecA-lux, которые отвечают на окислительные и 
на вызывающие SOS-ответ повреждения ДНК со-
ответственно. Используемые в работе плазмиды: 
pKatG-lux, pRecA-lux [8] были сконструированы 
авторами ранее на основе беспромоторного век-
тора pDW201 [7]. В качестве неиндуцирующего-
ся контроля использовали клетки E. coli MG1655, 
трансформированные плазмидой pXen7 с консти-
тутивной экспрессией luxCDABE генов, которые 
находятся под контролем Plac-промотора, транс-
крибирующегося конститутивно без добавления 
лактозы [11].

Питательные среды и условия роста
Ночную культуру растили в бульоне Луриа- 

Бертани (LB) с добавлением 100 мкг/мл ампицил-
лина при 30 °С с аэрацией. Полученную культуру 
клеток разводили 1:100 в LB и растили при 30 °С 
с аэрацией 200 об/мин до ранней логарифмиче-
ской фазы (OП = 0,1–0,2), затем полученные клет-
ки использовали для проведения измерений при 
комнатной температуре.

Проведение измерений люминесценции 

Аликвоты логарифмической культуры (по 
200 мкл) переносили в стерильные виалы и добав-
ляли в них по 10 мкл тестируемого вещества тре-
буемой концентрации. В контрольную пробирку 
добавляли 10 мкл дистиллированной воды. Затем 
пробы инкубировали без перемешивания и изме-
ряли интенсивность биолюминесценции при ком-
натной температуре с использованием высоко-
чувствительного люминометра «Биотокс-7» или 
планшетного LM–01А (Immunotech). Оценка про-
водилась на трех параллельных образцах каждого 
биосенсора с пятикратным повторением опыта.

Химические вещества
Все химические препараты были аналитиче-

ской чистоты. Перекись водорода была получена 
от фирмы Ferraine (Россия). Митомицин С полу-
чен от Sigma Chemical Co. (США). Все тест-рас-
творы приготавливали непосредственно перед их 
использованием. Исследуемое соединение ЭЦГ 
было синтезировано следующим образом: 8,4 г 
(70 ммоль) 5-винил-2-норборнена гидрировали в 
присутствии 170 мг 10% Pd/C в 15 мл пентана при 
давлении 20 атм. в течение 30 ч. После оконча-
ния реакции, реакционную смесь отфильтровы-
вали через небольшой слой силикагеля, упарива-
ли и перегоняли, собирая фракцию с T кипения 
 140–150 °С [1–5].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние ЭЦГ на рост клеток E. coli  
в жидкой среде

На первом этапе было исследовано влия-
ние ЭЦГ на рост клеток E. coli в жидкой среде. 
К клеткам E. coli MG1655 pXen7, выращенным до 
ранней логарифмической фазы OП = 0,3, добавля-
ли различные количества ЭЦГ и затем инкубиро-
вали их при 37 °С с аэрацией. Через 30 мин и че-
рез 3 ч инкубации были измерены OП и титр кле-
ток. Усредненные результаты трех экспериментов 
приведены в табл. 1.

Данные табл. 1 показывают, что начиная с 1% 
ЭЦГ в среде, его токсическое воздействие на клет-
ки замедляет их рост и снижает люминесценцию. 
Увеличение титра КОЕ при 3-часовой инкубации 
даже при добавлении максимальной концентра-
ции ЭЦГ (10%) говорит о способности части кле-
ток к росту, несмотря на неблагоприятные усло-
вия (табл. 1). Следует отметить, что ЭЦГ, из-за вы-
сокой гидрофобности, образует в  инкубационной 

Рис. 1. Структурная схема молекулы 2-этил-(бици-
кло[2.2.1]гептана) (ЭЦГ). Номерами указаны атомы 
углерода 

Fig. 1. Schematic structure of EBH 2-ethylnorbornane 
(2-ethyl(bicyclo[2.2.1]heptane). The numbers are car-
bon atoms
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среде раздел фаз, поэтому на клетки оказывает 
влияние лишь часть содержащегося в среде веще-
ства, находящегося на поверхности раздела фаз 
или в растворенном состоянии. 

Далее, по аналогии с исследованием токси-
ческих свойств компонента другого ракетно-
го топлива – несимметричного диметилгидрази-
на (НДМГ), ‒ токсические свойства которого ис-
следовались с использованием lux-биосенсоров 
[12‒15], для исследования токсического воздей-
ствия ЭЦГ на бактериальные клетки были исполь-
зованы lux-биосенсоры E. coli MG1655 с плаз-
мидными конструкциями pKatG-lux и pRecA-lux.

На рис. 2 приведены данные измерения кине-
тики люминесценции E. coli MG1655 с плазми-
дой pRecA-lux, после добавления ЭЦГ. В резуль-
тате возникает остановка репликационной вил-
ки, образование однонитевых участков ДНК и, 
как следствие, SOS-ответ. Клетки инкубирова-
лись при комнатной температуре без аэрации в 
течение 3 ч с периодическим измерением люми-
несценции. В качестве положительного контроля 
использовался антибиотик митомицин С, образу-
ющий сшивки с ДНК.

Как видно из данных, приведенных на рис. 2, 
содержание ЭЦГ в пробах с концентрацией 10% и 
1% приводит к повреждениям ДНК, которые вы-
зывают SOS-ответ. Максимально возможная ам-
плитуда ответа биосенсора E. coli (pRecA-lux) со-
ставляет около 50 раз (отношение уровня люми-
несценции в отн. ед. положительного контроля к 
отрицательному контролю было описано в пре-
дыдущих статьях [9]). В данном опыте макси-
мальная активация биосенсора – при инкубации с 
ЭЦГ 10 мг/мл (~ в 3 раза).

На рис. 3 приведены данные измерения кине-
тики люминесценции E. coli MG1655 с плазмидой 
pKatG-lux, после добавления ЭЦГ. В качестве по-
ложительного контроля использовалась перекись 
водорода. Клетки инкубировались при комнатной 
температуре в течение 2 ч с периодическим изме-
рением люминесценции.

Та бл и ц а  1 
Влияние ЭЦГ на рост клеток E. coli в LB
Effect of EBH on E. coli MG1655 cells growth in LB.

Содержание ЭЦГ, % OП600 Титр, кл./мл Люминесценция, отн. ед.
0,5 ч инкубации

Контроль 0,710 8·107 16500
0,1 0,650 6·107 16300
1,0 0,635 5·107 5690

10,0 0,370 1·106 720
3 ч инкубации

Контроль 2,5 2·109 52900
0,1 1,8 1‧109 65200
1,0 1,3 5·108 29800

10,0 0,4 2·106 909

Рис. 2. Зависимость люминесценции клеток E. coli 
MG1655 pRecA-lux от времени инкубации после до-
бавления ЭЦГ. 1 – контроль (без добавления ток-
сиканта); 2 – добавлен митомицин С до конечной 
концентрации 10 мкM; 3 – содержание ЭЦГ в про-
бе 100 мг/мл; 4 – ЭЦГ 10 мг/мл; 5 – ЭЦГ 1 мг/мл; 
6 – ЭЦГ 0,1 мг/мкл 

Fig. 2. Luminescence of E. coli MG1655 pRecA-lux 
cells after addition of EBH depending on incubation 
time. 1 – control cells E. coli MG1655 pRecA-lux 
without added toxicant; 2 – added mitomycin with up 
to a final concentration of 10 µM; 3 – the sample con-
tains EBH 100  mg / mL, 4 – EBH 10 mg/mL, 5 – EBH 
1 mg/mL, 6 – EBH 0,1 mg/mL
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На рис. 3 показан окислительный стресс, вы-
званный перекисью водорода. Повреждения клет-
ки в результате стресса могут привести к мо-
дификациям азотистых оснований ДНК, и, как 
следствие, к увеличению скорости мутагенеза. 
Максимальный эффект достигался при содержа-
нии 1% ЭЦГ в среде (10 мг/мл, кривая 4). Содер-
жание ЭЦГ <1 мг/мл не вызывала достоверного 
увеличения люминесценции, а 100 мг/мл оказы-
вала сильно выраженное общетоксическое дей-
ствие на клетки, приводящее к снижению базово-
го уровня люминесценции.

В табл. 2 приведены пороговые значения НДМГ 
и ЭЦГ в среде, вызывающие активацию стрессо-
вых промоторов. В качестве контроля приведе-
ны концентрации для стандартных токсикантов, 
специфических для данного промотора, индуци-
рующих усиление в 1,5‒2,0 раза биолюминесцен-
ции lux-биосенсоров (митомицин С индуцирует 
повреждения в ДНК, перекись водорода индуци-
рует окислительный стресс). Этанол использова-
ли как контроль общей токсичности – падение лю-
минесценции коррелирует с количеством живых 
клеток. Время инкубации взято оптимальное для 
каждого биосенсора: для E. coli  pRecA-lux ‒ 2 ч,  
pKatG-lux – 40 мин, pXen7 – 30 мин.

Как видно из данных приведенных в табл. 2, 
токсичность ЭЦГ эффективно выявляется по ак-
тивации клеточных систем предотвращения окис-
ления. По активации промотора PkatG ЭЦГ лишь на 
порядок уступает высокотоксичному компоненту 
ракетного топлива НДМГ.

Итак, согласно данным [16], каркасные напря-
женные высокоэнергоемкие углеводородные сое-
динения окисляются кислородом так же, как и все 
углеводороды, по свободно-радикальному цепно-
му механизму. Радикальный механизм окисления 
наряду с повышенной энергией реакции позволя-
ет предположить, что токсическое действие тако-
го типа соединений должно определяться глав-
ным образом реакциями образования активных 

форм кислорода. В связи с этим, следует отме-
тить, что, по данным выполненных эксперимен-
тов, токсичность ЭЦГ, определяемая проявлением 
в клетках окислительного стресса, всего в 10 раз 
меньше, чем токсичность НДМГ (табл. 2), несмо-
тря на то, что испытания проводили с недиспер-
гированной формой продукта нерастворимого в 
воде, контакты которого с биологическими объ-
ектами резко снижены и определяются только 
поверхностью раздела фаз. Выбранные условия 
эксперимента моделируют условия случайного 
пролива топлива, при которых глубокое дисперги-
рование отсутствует.

Та бл и ц а  2
Активация стрессовых промоторов в присутствии НДМГ и ЭЦГ в среде
Activation of stress-inducible promoters in the presence of NDMG and EBH in LB

Исследуемый токсикант
Пороговые значения токсикантов (М) для lux-биосенсоров

pXen7 pKatG-lux pRecA-lux
Стандартный токсикант, специфический 
для данного промотора

C2H5OH,
1·10-2

H2O2,
3·10-5

Митомицин С,
1·10-8

НДМГ (по [10]) 2·10-3 2·10-4 8·10-6

ЭЦГ 4·10-2 3·10-3 7·10-3

Рис. 3. Зависимость люминесценции клеток E. coli 
MG1655 pKatG-lux после добавления ЭЦГ от вре-
мени инкубации. 1 – без добавления токсиканта; 2 – 
добавлена перекись водорода до конечной концен-
трации 0,1 мМ; добавлен ЭЦГ до конечной концен-
трации: 3 – 100 мг/мл; 4 – 10 мг/мл; 5 – 1 мг/мл; 
6 – 0,1 мг/мл

Fig. 3. Luminescence of E. coli MG1655 pKatG-lux 
cells after adding EBH depending on incubation time. 
1 – control cells of E. coli MG1655 pKatG-lux with-
out added toxicant; 2 – added hydrogen peroxide to a 
final concentration of 0.1 mm; 3 – added ECG to final 
concentration of: 3 – 100  mg / mL, 4 – 10 mg / mL, 5 – 
1  mg / mL; 6 – 100 mg/mL
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Генотоксическое действие ЭЦГ определенно 
имеет место и определяется защитными система-
ми клетки: SOS-ответ и oxyRS-регулон.

Активация SOS-ответа наступает лишь при 
очень высоких концентрациях ЭЦГ в среде (поро-
говая концентрация составляет порядка 1 г/л). Тот 
факт, что имеет место активация окислительно-
го стресса (рис. 3) может означать, что окисление 
ЭЦГ в среде в присутствии клеток E. coli приво-
дит к появлению активных форм кислорода, воз-
никающих при окислении ЭЦГ атмосферным кис-
лородом, как это было показано и для НДМГ [12].

Несмотря на низкую растворимость ЭЦГ, ми-
нимальная концентрация этого вещества всего 
на один порядок менее активна, чем НДМГ (взя-
тый в той же концентрации). Таким образом, в ра-
боте впервые обнаружена высокая токсичность 
химического соединения их ряда насыщенных 
углеводородов. Полученный результат позволя-
ет думать, что при хорошем контакте с живыми 
системами токсин будет проявлять весьма высо-
кую активность. Очевидно, следует провести бо-
лее тщательное исследование токсичности этого 
вещества на других объектах.

Авторы работы признательны Чалкину С.Ф. 
за развитие междисциплинарных связей в науч-
ном сообществе.
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Abstract–Toxic effect of 2-ethylnorbornane (2-ethyl(bicyclo[2.2.1]heptane) (EBH)) on bacteria has been 
studied using the E. coli pRecA-lux and E. coli pKatG- lux cells as lux-biosensors. It was shown that the 
addition of EBH to the incubation medium leads to death and growth retardation, high level oxidative 
stress and DNA damage in E. coli cells. It is assumed that the oxidation of EBH with atmospheric oxygen 
causes the formation of reactive oxygen species in the medium, which makes a major contribution to the 
toxicity of this substance. 
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