
Под воз дей с т ви ем стрес со вых фак то ров бак -
те рии мо гут те рять спо соб ность рас ти на пи та -
тель ных сре дах, ос та ва ясь при этом жиз нес по соб -
ны ми [1, 2]. Та кие бак те рии по лу чи ли наз ва ние
жиз нес по соб ных не куль ти ви ру е мых кле ток (ЖНК). 
При пе ре хо де в не куль ти ви ру е мое сос то я ние (НС) 
мно гие мик ро ор га низ мы пре тер пе ва ют мор фо ло -
ги чес кие и фи зи о ло ги чес кие из ме не ния — зна чи -

тель ное умень ше ние раз ме ров, за мед ле ние ме та -
бо лиз ма, из ме не ние сос та ва мем б ра ны и т.д. [3].

На ли чие ЖНК в раз лич ных эко сис те мах объ -
яс ня ет труд нос ти вы де ле ния воз бу ди те лей за бо ле -
ва ний с при ме не ни ем куль ту раль ных ме то дов [1,
4]. Воз ни ка ют проб ле мы при оцен ке мик роб ной об -
се ме нен нос ти би о ло ги чес ких объ ек тов, пи ще вых
про дук тов, би о тех но ло ги чес ких объ ек тов [5—7].
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Вл и я  ние  ино к у ля та  на  ж из нес  по соб ность не кул ь ти ви  ру е  мы х
кле  ток бак те ри о цин  п ро ду  ци ру ю  щих штам  мов  
Lactococ cus  la ct is  s sp.  lact is 

Про ве де ны срав ни тель ные ис с ле до ва ния по по лу че нию жиз нес по соб ных не куль ти -
ви ру е мых кле ток (ЖНК) двух штам мов Lactococcus lactis ssp. lactis раз но го про ис -
хож де ния и с раз ным уров нем бак те ри о цин п ро ду ци ру ю щей ак тив нос ти в ус ло ви ях
уг ле вод но го го ло да ния. Ис поль зо ва ны два ва ри ан та ино ку ля тов из по пу ля ции кле -
ток лак то кок ков: П1 — не от мы тые от куль ту раль ной жид кос ти и П2 — дваж ды от -
мы тые фи зи о ло ги чес ким рас т во ром. Клет ки ино ку ля та П1 пе ре хо ди ли в сос то я ние
ЖНК быс т рее, чем П2. В те че ние ин ку ба ции изу че ны из ме не ния сле ду ю щих па ра -
мет ров по пу ля ций: об щее чис ло кле ток, об щее чис ло жиз нес по соб ных кле ток
(ОЧЖК), чис ло ко ло ни е об ра зу ю щих еди ниц, чис ло ЖНК (по спо соб нос ти про ду ци -
ро вать бак те ри о цин ни зин), а так же со от но ше ние чис лен нос ти жи вых и мер т вых
кле ток (с при ме не ни ем на бо ра кра си те лей Live/Dead®). За 1 год ин ку ба ции чис ло
ОЧЖК в по пу ля ци ях сни зилось на 3—6 по ряд ков, при чем ЖНК, по лу чен ные из П1,
умень ши лись в раз ме ре. Спус тя 1 год бак те ри о цин п ро ду ци ру ю щая ак тив ность кле -
ток из П2 в 19 раз пре вос хо ди ла ак тив ность кле ток из П1.

Клю че вые сло ва: ак тив ность, бак те ри о цин ни зин, жиз нес по соб ные не куль ти ви ру е мые клет ки, ко ло ни е об ра зу ю щие еди -
ни цы, об щее чис ло жиз нес по соб ных кле ток, Lactococcus lactis ssp. lactis.

                                 
Па хо мов Юрий Дмит ри е вич, Блин ко ва Ла ри са Пет ров на, Сто я но ва Ли дия Гри го рь ев на.

Спи сок со кра ще ний: ЖК — жи вые клет ки; ЖНК — жи вые не ку ль ти ви ру е мые клет ки; КЖ — ку ль ту ра ль ная жид кость; КОЕ — ко ло -
ние об ра зу ю щая еди ни ца; НС — не ку ль ти ви ру е мое со сто я ние; ОП — оп ти че ская плот ность; ОЧЖК — об щее чис ло жиз не спо соб -
ных кле ток; ОЧК — об щее чис ло кле ток.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



Фи зи о ло ги чес ким свой с т вом бак те рий Lac -
to coccus lactis ssp. lactis яв ля ет ся их спо соб ность
син те зи ро вать бак те ри о цин ни зин, ис поль зу е мый 
как би о кон сер вант для пи ще во го сырья и про дук -
тов пи та ния [8]. Дан ные об изу че нии ЖНК ни зин -
п ро ду ци ру ю щих лак то кок ков ав то рам не из вес т ны.

В свя зи с этим цель ис с ле до ва ния сос то я ла
в изу че нии об ра зо ва ния ЖНК и син те за ни зи на
лак то кок ка ми Lactococcus lactis ssp. lactis во вре -
мя дли тель но го уг ле вод но го го ло да ния (ус ло вие
об ра зо ва ния не куль ти ви ру е мых кле ток лак то кок ка)
и за ви си мость это го про цес са от свойств инокулята.

УСЛО ВИЯ ЭК С ПЕ РИ МЕН ТА

В ис с ле до ва нии ис поль зо ва ли два бак те ри о -
цин п ро ду ци ру ю щих штам ма L. lactis ssp. lactis из
кол лек ции ка фед ры мик ро би о ло гии МГУ име ни
М.В. Ло мо но со ва: при род ный ни зин син те зи ру ю -
щий штамм (МГУ) и ре ком би нан т ный штамм
(F-116), по лу чен ный ме то дом сли я ния про топ лас -
тов [9]. Нук ле о тид ные пос ле до ва тель нос ти этих
штам мов де по ни ро ва ны в GenBank (DQ255952  и
EF100777, со от вет с т вен но) [10]. Бак те рии хра ни -
ли в по лу жид кой сре де Эл ли ке ра (Sigma) при тем -
пе ра ту ре –80°.

Для по лу че ния по сев ной куль ту ры клет ки
дваж ды ре куль ти ви ро ва ли на буль о не Эл ли ке ра в
те че ние 24 ч, за тем пе ре се ва ли куль ту ру и вы ра щи -
ва ли ее в те че ние еще 18 ч. ЖНК лак то кок ков по лу ча -
ли на сре де, соз да ю щей ус ло вия дли тель но го уг ле -
вод но го го ло да ния [11]. Опы ты про во ди ли с дву мя
ва ри ан та ми ино ку ля та 18-ча совой куль ту ры (5 об.%):
1 — не от мы тая от ме та бо ли тов (П1); 2 — дваж ды
от мы тая фи зи о ло ги чес ким рас т во ром куль ту ра (П2); 
оба за тем были ре сус пен ди ро ва ны в ис ход ном объ -
е ме физ рас т во ра. На чаль ная кон цен т ра ция кле ток 
в обо их слу ча ях была (0,6—1)108 кл/мл, (ОП
0,1±0,01).

Ко ло ни е об ра зу ю щие еди ни цы (КОЕ/мл) и
об щее со дер жа ние кле ток (ОЧК/мл) оп ре де ля ли
на сре де Эл ли ке ра и в счет ной ка ме ре (Го ря е ва
или Тома). Со от но ше ние чис ла жи вых (ЖК, зе ле -
ное ок ра ши ва ние) и мер т вых (крас ное ок ра ши ва -
ние) кле ток оп ре де ля ли в лю ми нес цен т ном мик -
рос ко пе OP TON (Carl Zeiss, Гер ма ния) при уве ли -
че нии в 320 раз пос ле об ра бот ки Live/Dead®
(Baclight™). ЖНК вы яв ля ли по раз ли чию меж ду
со дер жа ни ем в куль ту ре КОЕ/мл и об щим со дер -
жа ни ем жиз нес по соб ных кле ток (ОЧЖК/мл). ОП
из ме ря ли на спек т ро фо то мет ре КФК-3 при дли не
вол ны 450 нм.

Про дук цию бак те ри о ци на оп ре де ля ли ме то -
дом диф фу зии в агар с ис поль зо ва ни ем тес т - куль -

ту ры Bacillus coagulans 429 [9]. Удель ную ак тив -
ность бак те ри о ци на (МЕ/кл) рас с чи ты ва ли на од ну
про ду ци ру ю щую еди ни цу би о мас сы лак то кок ков
(как от но ше ние ак тив нос ти МЕ/мл к 109 кл/мл).

РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

С пер вых су ток ин ку ба ции бак те рий была
вид на раз ни ца в ди на ми ке рос та меж ду по пу ля ци -
я ми обо их штам мов из П1 и П2 (ри су нок). Клет ки
из П1 в те че ние 1—5 дней прош ли ста дию ак тив но -
го рос та и уве ли чи ли чис лен ность от (0,6—1)108

до (1,5—1,6)109 ОЧК/мл (см. ри су нок, а) (на этой
ста дии ве ли чи ны ОЧЖК и ОЧК прак ти чес ки сов -
па да ют). Ко ли чес т во же кле ток из П2 в те че ние 5
сут не уве ли чи лось (см. ри су нок, б). Та кая раз ни -
ца, оче вид но, свя за на с вне се ни ем с не от мы ты ми
клет ка ми ме та бо ли тов, сти му ли ру ю щих рост лак -
то кок ков [12].

Для по пу ля ции из П2 штам ма МГУ (см. ри -
су нок, ле вая часть) при по се вах на сре ду наб лю да -
ли фе но ти пи чес кую дис со ци а цию куль ту ры на
две суб по пу ля ции — об ра зу ю щую ко ло нии нор -
маль но го раз ме ра (ди а мет ром 3—4 мм) и фор ми -
ру ю щую мик ро ко ло нии ди а мет ром ме нее 0,1 мм.
Пос лед ние к 12-м сут кам ин ку ба ции пе реш ли в
фазу ак тив но го рос та. К это му мо мен ту ко ли чес т во 
мик ро ко ло ний в 5,5 раз пре вы ша ло чис ло нор маль -
ных ко ло ний, а ОЧК/мл сос тав ля ло (1,5±0,2)108

при ис ход ной кон цен т ра ции (9±1)107. За тем (к 3 мес
куль ти ви ро ва ния) зна че ние ОЧК/мл воз рос ло до
(5,2±0,6)109/мл (раз ни ца в 63,5раза).

Зна че ние ОЧК/мл для куль тур, дос тиг ших
мак си маль ных кон цен т ра ций ((1,5—5,2)109 кл/мл)
и про шед ших ста дию ак тив но го рос та ((0,7—1)108/мл) 
ос та ва лось от но си тель но пос то ян ным или умень -
ша лось не бо лее, чем на по ря док. Ве ли чи на же
ОЧЖК/мл за ви се ла от при ро ды штам ма и ус ло вий 
эк с пе ри мен та.

У штам ма F-116 про цент ЖК/мл в обе их по -
пу ля ци ях (см. ри су нок, пра вая часть) был бли зок к 
100% в те че ние все го эк с пе ри мен та.

Пос ле года наб лю де ний доля ЖК из по пу ля -
ции П1 штам ма МГУ вос с та но ви лась до 100%, что
соп ро вож да лось умень ше ни ем ОЧК/мл (см. ри су -
нок). По- ви ди мо му, это про и зош ло за счет ли зи са
мер т вых кле ток. На и мень шая жиз нес по соб ность
кле ток штам ма МГУ от ме че на для П2: ко ли чес т во
ЖК в по пу ля ции пос те пен но сни жа лось и к 10-му
ме ся цу сос та ви ло 38,1% при ОЧК/мл 3,3109/мл, а
че рез год — 54,2% при ОЧК/мл, рав ном 2109/мл.

ЖНК фор ми ро ва лись у обо их штам мов в
обо их ва ри ан тах сра зу пос ле ино ку ля ции, что
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вид но из раз ни цы меж ду ве ли чи ной ОЧЖК/мл
(ко то рая прак ти чес ки сов па да ет с кри вой, от ра -
жа ю щей ОЧК/мл) и lgКОЕ (см. ри су нок). К
24-му часу куль ти ви ро ва ния 60—80% кле ток, а к
5-м сут кам ин ку ба ции в ус ло ви ях уг ле вод но го
стрес са уже 82,1—99,6% не фор ми ро ва ли ко ло нии 
(что вид но при рас че те ОЧЖК/мл  как про из ве де -
ние ОЧК/мл на % жи вых кле ток). Для по пу ля ций
из П1 наб лю да ли боль шее сни же ние зна че ния
КОЕ/мл, чем для па рал лельной куль туры. По- ви -
ди мо му, клет ки, ис поль зо вав шие ре сур сы сре ды
для рос та ста ли в про цес се куль ти ви ро ва ния бо -
лее чув с т ви тель ны к стрес сам уг ле вод но го го ло -
да ния. К трем ме ся цам ин ку ба ции по пу ля ции со -
дер жа ли 103—104 куль ти ви ру е мых кле ток в 1 мл. 
Раз ни ца меж ду ве ли чи ной КОЕ/мл и ОЧЖК/мл
сос тав ля ла 5—6 по ряд ков. К 10 мес в по пу ля ци -
ях из П1 вы яв ле но (2,2—2,7)103/мл куль ти ви ру е -
мых кле ток. Та ким об ра зом, спо соб ность к куль -
ти ви ро ва нию сни зи лась на 6 по ряд ков. Для по пу -
ля ции П2 че рез 1 год ин ку ба ции ко ли чес т во
КОЕ/мл было (1,0—2,7)104, что было на 4 по ряд -
ка ниже ОЧЖК/мл. Боль ший про цент ЖНК по
срав не нию с ре ком би нан т ным F-116 наб лю да ли в
по пу ля ции П1 при род но го штам ма МГУ: чис ло
КОЕ/мл во вто ром слу чае было (7,9±0,9)102/мл,
а раз ни ца меж ду зна че ни ем КОЕ/мл и ОЧЖК/мл
сос тав ля ла 6 по ряд ков.

Уве ли че ние чис лен нос ти куль ти ви ру е мых
кле ток пос ле 120—150 сут ин ку ба ции (см. ри су -
нок) мож но объ яс нить вто рич ным рос том, ко то -
рый не ре гис т ри ру ет ся счет ной ка ме рой, но вы -
яв ля ет ся при ана ли зе ве ли чи ны КОЕ/мл, или
спон тан ным вос с та нов ле ни ем час ти ЖНК эн до -
ген ны ми сти му ли ру ю щи ми фак то ра ми. Не ко то -
рые клет ки, сох ра нив шие спо соб ность фор ми ро -
вать ко ло нии, спо соб ны рас ти в ус ло ви ях жес т -
ко го ли ми та по пи та тель ным ве щес т вам за счет
ве ществ из ли зи ро ван ных кле ток [2, 5]. Эта спо -
соб ность мог ла поз во лить не ко то рым клет кам
быс т ро ре а ги ро вать на пос туп ле ние в сре ду пи -
та тель ных ве ществ, уве ли чи вая чис ло КОЕ/мл
пос ле ак тив но го рос та. Подъ ем чис лен нос ти
куль ти ви ру е мых кле ток к 5-му ме ся цу в ис с ле ду -
е мых по пу ля ци ях сос та вил 1—2 по ряд ка. Ес тес -
т вен ная ге те ро ген ность кле ток в пла не спо соб -
нос ти к об ра зо ва нию ко ло ний воз рас та ет в ус ло -
ви ях стрес са, по- ви ди мо му, за счет адап тив ных
му та ций [1, 3].

Суб по пу ля ции штам ма МГУ из П2 име ли
раз лич ные ха рак те рис ти ки. К 3-му ме ся цу ин ку ба -
ции мик ро ко ло нии вы я вить не уда лось, пос коль ку 
суб по пу ля ция пол нос тью пе реш ла в НС. Суб по пу -
ля ция с нор маль ны ми ко ло ни я ми (ва ри ант П2

МГУ) те ря ла спо соб ность к об ра зо ва нию ко ло ний 
мед лен нее по срав не нию с П2 штам ма F-116 (пос -
ле 3 мес ин ку ба ции зна че ние КОЕ/мл ос тав шей -
ся суб по пу ля ции было выше, чем у П2 F-116). В
свя зи с этим пред по ла га ет ся, что суб по пу ля ция с
нор маль ны ми ко ло ни я ми МГУ П2 ана ло гич на
F-116 П2.

Та ким об ра зом, две суб по пу ля ции, воз дей с т -
вуя друг на дру га, уве ли чи ва ли ус той чи вость ми -
нор ной суб по пу ля ции к стрес су, воз мож но, за счет 
син те за по ли са ха ри дов/по ли пеп ти дов. Это вид но
по бо лее вы со ко му зна че нию КОЕ/мл для МГУ
П2 по срав не нию с П2 F-116 при том, что все вы -
рас та ю щие ко ло нии име ли нор маль ные для лак то -
кок ка раз ме ры, т.е. все клет ки суб по пу ля ции, об ра -
зу ю щей мик ро ко ло нии, пе реш ли в НС.

Раз де ле ние го мо ген ной куль ту ры на две суб -
по пу ля ции сох ра ня ло про ли фе ра тив ный по тен ци -
ал бак те рий доль ше за счет «аль тру ис ти чес кой»
ги бе ли боль шей час ти кле ток, соз да вая ос таль -
ным мик ро э ко ло ги чес кие пре и му щес т ва. Клет ки
по пу ля ций из П2 умень ша лись в раз ме рах в мень -
шей сте пе ни, чем клет ки па рал лель ных по пу ля -
ций. Из вес т но, что из мель ча ние кле ток — одна из
ха рак тер ных черт их пе ре хо да в НС [1, 3].

Изу че ние бак те ри о цин п ро ду ци ру ю щей ак -
тив нос ти лак то кок ков при дли тель ном уг ле вод -
ном го ло да нии по ка за ло, что бак те ри о цин син те -
зи ру ет ся в пер вые сут ки пос ле по се ва (таб ли ца).
Од на ко не было вы яв ле но зна чи тель ных раз ли -
чий в ко неч ной ак тив нос ти ни зи на в по пу ля ци ях
штам мов в раз ных ус ло ви ях эк с пе ри мен та
(2450—3000 МЕ/мл). В те че ние года наб лю де ний 
ак тив ность по син те зу бак те ри о ци на из ме ня лась
мало.

Раз ли чие в удель ной ак тив нос ти ни зи на
меж ду дву мя ва ри ан та ми опы та П1 и П2 было от -
ме че но с пер вых дней ин ку ба ции. Клет ки по пу ля -
ции из П2 (дваж ды от мы тые фи зи о ло ги чес ким
рас т во ром) бо лее про дук тив ны, чем в па рал лель -
ных по пу ля ци ях: пос ле 24 ч ин ку ба ции удель ная
ак тив ность раз ли ча лась в 20—40 раз в зав иси мос -
ти от ис поль зо ван но го штам ма. Мож но пред по ло -
жить, что в ка чес т ве ре ак ции на стресс лак то кок -
ки на кап ли ва ли в сре де оп ре де лен ную за щит ную
кон цен т ра цию бак те ри о ци на. Ха рак те рис ти кой
пос те пен но за ту ха ю ще го син те за бак те ри о ци на
яв ля лось на ли чие трех мак си му мов удель ной ак -
тив нос ти за 1 год наб лю де ний: для штам ма МГУ
— это 2-е и 7-е сут ки, а для F-116 — 2-е и 10-е сут -
ки куль ти ви ро ва ния. Тре тий мак си мум наб лю дал -
ся че рез год наб лю де ний. На и боль шая удель ная ак -
тив ность ни зи на от ме че на на 2-е сут ки куль ти ви -
ро ва ния обо их штам мов и обе их пол пу ля ций.
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Сум ми руя эк с пе ри мен таль ные дан ные, мож -
но под т вер дить, что в от вет на стресс в клет ках
штам мов L. lactis ssp. lactis, от ли ча ю щих ся по бак -
те ри о цин п ро ду ци ру ю щей ак тив нос ти, за пус ка ет -
ся ме ха низм пе ре хо да в сос то я ние ЖНК. На ли чие
ме та бо ли тов в ино ку ля те сти му ли ру ет рост и раз -
м но же ние L. lactis ssp. lactis на ми ни маль ной сре -
де в ус ло ви ях ли ми ти ро ва ния по уг ле во дам. Впер -
вые опи са ны осо бен нос ти ди на ми ки со дер жа ния
бак те ри о ци на в стрес со вых ус ло ви ях, ког да бо лее
чем 99% кле ток пе ре хо дят в НС. Дан ные сви де -
тель с т ву ют о сох ра не нии  их би о син те ти чес кой ак -
тив нос ти.

По лу че но 9.12.15
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Ef fect  of  Ino cu lum of Vi a bi  l i  ty  of  Non -
cul tu rab le Cells of Bac te  r i o  cin-Pro du cing
Lac to coc cus lac t is  ssp. lac t is  Stra ins

The сo mpa ra ti ve stu di es on ob ta i ning vi ab le but non cul -
tu rab le cells (VBNC) of two bac te ri o cin-pro du cing stra ins of
Lac to coc cus lac tis ssp. lac tis of dif fe rent ori gins and ac ti vi ty le -
vels un der car bo hyd ra te star va ti on stress have been per for med.
Two dif fe rent ty pes of ino cu lum were ap pli ed: P1, un was hed
from cul tu re li qu id cells, and P2, twi ce was hed with nor mal 0.9%
sa li ne cells. The P1 ino cu lum shif ted to non-cul tu ra bi li ty fas ter
than P2. Du ring the who le ex pe ri ment we stu di ed chan ges in such 
stra in po pu la ti on cha rac te ris tics as to tal num ber of cells, to tal
num ber of vi ab le cells, num ber of co lo ny-for ming units, num ber
of VBNC (from the ni sin-pro du cing ac ti vi ty), and ra tio of vi ab le
to dead cells in po pu la ti on (using Live/Dead® (Bac light™) sta i -
ning kit). Af ter 1 year of in cu ba ti on cul tu ra bi li ty dec re a sed by
3—6 or ders of mag ni tu de in eit her of po pu la ti ons, and P1 ino cu -
lum VBNC de mon s t ra ted con si de rab le re duc ti on of cell size. Af -
ter a year of cul tu ring, the bac te ri o cin ac ti vi ty of P2 cells was up
to 19 ti mes hig her than of P1 cells.

Key words: ac ti vi ty, bac te ri o cin ni sin, co lo ny-for ming
unit, Lac to coc cus lac tis ssp. lac tis, to tal num ber of vi ab le cells,
vi ab le but non cul tu rab le cells (VBNC).
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