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Рассмотрены теоретические аспекты биолюминесцентного метода определения аденозинтрифосфата
(АТP), основанного на использовании люциферин�люциферазной системы светляков, и его применение
для детекции жизнеспособности клеток в микробиологии, санитарии, медицине и экологии. Описаны раз�
личные подходы к анализу индивидуальных и смешанных культур микроорганизмов, показаны возможнос�
ти метода для изучения биологических процессов в живых клетках, в том числе некроза, апоптоза, а также
для изучения динамики метаболизма.
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ОБЩИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
БИОЛЮМИНЕСЦЕНТНОГО МЕТОДА 

ОПРЕДЕЛЕНИЯ ВНУТРИКЛЕТОЧНОГО АТР

АТР как показатель жизнеспособности клеток.
Аденозинтрифосфат (систематическое название
9�β�D�рибофуранозиладенин�5'�трифосфат,
или 9�β�D�рибофуранозил�6�амино�пурин�5'�
трифосфат) – нуклеотид, трифосфорный эфир
аденозина, который является производным аде�
нина и рибозы (АТР), служит главным носите�
лем химической энергии в клетках всех живых
существ (млекопитающих, микроорганизмов,
растений и др.) [1]. При гидролизе АТР проис�
ходит отщепление одной или двух остатков фос�
форной кислоты, которое сопровождается вы�
делением энергии. В клетке АТР передает энер�
гию другим молекулам, гидролизуясь при этом
до своих низкоэнергетических аналогов (АДР
и/или АМР), которые в свою очередь вновь по�
лучают энергию, присоединяя фосфатные груп�
пы и превращаясь в АТР. Содержание внутрик�
леточного АТР является основным индикато�
ром жизнеспособности клеток. При гибели кле�
ток, в первую очередь, прекращается синтез
АТР, в то время как гидролиз АТР может некото�
рое время продолжаться, поэтому содержание
внутриклеточного АТР быстро падает вплоть до
нулевых значений. Содержание АТР в жизнеспо�

собных клетках микроорганизмов достаточно
высоко – от 500 до 10 000 мкг на 1 г сухой био�
массы [2] или от 10–19 до 10–15 моль АТР в одной
клетке. Оно может варьировать в зависимости
от природы и размера клеток, и энергетического
состояния. На любые стрессовые воздействия
клетка отвечает изменением содержания внут�
риклеточного АТР. В зависимости от условий
содержания культуры концентрация внутрикле�
точного АТР также может изменяться, однако
физиологические изменения, не приводящие к
гибели клеток, не превышают 10–50 раз. На
примере индивидуальных штаммов микроорга�
низмов показано, что для суспензии клеток в
стандартных условиях содержание внутрикле�
точного АТР пропорционально концентрации
клеток в суспензии [3]. Таким образом, измеряя
концентрацию внутриклеточного АТР, можно
оценить содержание жизнеспособных клеток в
образце.

Измерение концентрации АТР биолюминесцент-
ным методом. Существуют различные методы
измерения концентрации АТР: ферментативные
со спектрофотометрической детекцией, радио�
активные, хроматографические и др. Наиболее
чувствительным, быстрым и специфичным яв�
ляется метод биолюминесцентной АТР�метрии.
Еще в 1940�е гг. было показано, что в реакции
биолюминесценции, катализируемой фермен�
том – люциферазой светляков, необходимым и
обязательным компонентом является АТР [4].
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Суммарная реакция в люциферин�люциферазной
системе светляков описывается следующей схемой:

Люцифераза     
светляков

D�люциферин + О2 + АТР + Мg+2 —→

→ оксилюциферин + АМР + РРi + 

+ квант света (~560 нм).

Согласно этой схеме органический субстрат
(люциферин) в присутствии АТР и ионов маг�
ния быстро окисляется кислородом воздуха до
оксилюциферина, при этом образуются пиро�
фосфат (РРi) и АМР. Оксилюциферин первона�
чально образуется в электронно�возбужденном
состоянии, при переходе продукта в основное
состояние выделяется квант видимого света.
Достоинствами люциферазы светляков является
ее абсолютная специфичность по отношению к
АТР и высокий квантовый выход свечения (~0,5 –
самый высокий среди известных биолюминес�
центных систем) [5].

Для регистрации биолюминесценции ис�
пользуются специальные приборы – люмино�
метры, впервые появившиеся на рынке в 1970�е гг.
Первые люминометры были основаны на техно�
логии, разработанной для измерения радиоак�
тивного излучения – жидкостных сцинтилля�
ционных счетчиков [6]. Постепенно был разра�
ботан другой подход – в современных приборах
для детекции люминесцентного сигнала ис�
пользуется счетчик фотонов в комбинации с вы�
сокопроизводительными фотоумножителями
(ФЭУ). Важно отметить, что сигнал, регистри�
руемый люминометром, пропорционален, но не
равен числу фотонов, испускаемых образцом.
Этот сигнал имеет размерность «относительные
люминесцентные единицы» (relative luminescent
units, RLU). Его абсолютное значение определя�
ется параметрами конкретного прибора и может
быть различным даже для люминометров одной
модели [7]. Регистрируемая в относительных
единицах (RLU) интенсивность света пропор�
циональна концентрации АТР в линейном диа�
пазоне 10 фМ – 1 мкМ АТР. Современные лю�
минометры весьма разнообразны и отличаются
друг от друга по целому ряду параметров: по
чувствительности, по типу (кюветные или план�
шетные люминометры), по размеру и сложнос�
ти конструкции (стационарные и портативные),
по наличию или отсутствию инжектора (т.е.
предназначенные для измерения постоянной
(glow) и импульсной (flash) люминесценции) и
т.д. В России выпускается портативный люми�
нометр ЛЮМ�1 – высокочувствительный счет�

чик фотонов, который регистрирует интенсив�
ность люминесценции в интервале от 10 до 800 тыс.
имп/с, имеет интерфейс для связи с компьюте�
ром (рис. 1). По чувствительности и стабильнос�
ти работы люминометр ЛЮМ�1 не отличается
от приборов такого же класса фирмы «Berthold
Detection Systems GmbH», Германия.

В продаже начали появляться и универсаль�
ные приборы, способные работать в нескольких
режимах – регистрировать люминесцентный
сигнал, флуоресценцию и абсорбцию. Выбор
подходящего прибора для проведения анализа в
значительной степени определяет точность по�
лучаемых результатов.

Для унификации анализа десятки зарубеж�
ных фирм предлагают реагенты для биолюми�
несцентного определения АТР, так называемые
АТР�реагенты. Это лиофилизованные смеси,
содержащие все компоненты, необходимые для
протекания люциферазной реакции (люцифе�
разу, люциферин, соль магния, компоненты бу�
ферного раствора, стабилизаторы), за исключе�
нием АТР. Перед использованием лиофилизо�
ванные АТР�реагенты реконструируют, добав�
ляя специальный раствор для реконструкции
АТР�реагента. В России разработаны АТР�реа�
генты на основе российской люциферазы Luciola
mingrelica [8, 9]. В эти реагенты входит мутант�
ная рекомбинатнтная люцифераза, которая зна�
чительно превосходит природную люциферазу
по активности и термостабильности [10, 11].
Чувствительность современных биолюминесцент�
ных тест�систем позволяет регистрировать атто�
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Рис. 1. Портативный люминометр ЛЮМ�1 («Люмтек», Рос�
сия)
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молярные количества АТР в образце и выявлять
единичные клетки микроорганизмов [12]. Для
количественного измерения внутриклеточного
АТР клетки лизируют для высвобождения АТР,
полученный экстракт вносят в кювету люмино�
метра, добавляют АТР�реагент и измеряют ин�
тенсивность свечения. Чтобы рассчитать точ�
ную концентрацию АТР в образце обычно ис�
пользуется метод контроля с использованием
стандартного препарата АТР (АТР�контроль) с
точно известным количеством лиофилизован�
ного АТР. АТР�контроль обычно поставляется
вместе с АТР�реагентом. АТР�контроль рекон�
струируют экстрагентом, который используется
для лизиса клеток в образце, и далее измеряют
интенсивность свечения. Метод пропорции поз�
воляет рассчитать концентрацию АТР в анали�
зируемом образце.

Важным этапом при количественном опре�
делении жизнеспособности микробных клеток
является построение градуировочной зависи�
мости между концентрацией внутриклеточного
АТР и концентрацией клеток в образце. Для
этого используются данные стандартного мик�
робиологического метода посева разведений –
классический метод контроля жизнеспособнос�
ти микробных клеток. С помощью стандартного
метода определяют содержание жизнеспособ�
ных клеток (КОЕ/мл), а с помощью биолюми�
несцентного метода содержание АТР в 1 мл об�
разца. Получают линейные корреляционные за�
висимости вида y = а + bх: (конц. АТР, моль/мл) =
= a + b × (КОЕ/мл), которые затем используют
для нахождения величины (КОЕ/мл) по величи�
не (конц. АТР, моль/мл). Для индивидуальных
культур хорошая линейная корреляция между
концентрацией АТР и КОЕ/мл наблюдается в
интервале от 103 до 108 КОЕ/мл (рис. 2).

Биолюминесцентный метод позволяет быст�
ро и количественно определять содержание
АТР, поэтому он нашел применение в различ�
ных областях молекулярной биологии, санита�
рии, медицины, клинической диагностики, пи�
щевой промышленности и экологии и пр. Воз�
можности и особенности использования био�
люминесцентного метода для определения
уровня жизнеспособных клеток микроорганиз�
мов, рассмотрены ниже.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВНУТРИКЛЕТОЧНОГО 
СОДЕРЖАНИЯ АТР В ИНДИВИДУАЛЬНЫХ

КУЛЬТУРАХ МИКРООРГАНИЗМОВ

Внутриклеточный АТР недоступен для лю�
циферазы, поскольку фермент не проникает че�
рез мембрану внутрь клеток. Для экстракции
внутриклеточного АТР используются реагенты,
которые либо увеличивают проницаемость
мембран клеток, либо их разрушают. Выбор то�
го или иного лизирующего агента во многом оп�
ределяется природой анализируемых клеток и
задачами конкретного анализа. Экстрагенты,
используемые в АТР�метрии, должны отвечать
следующим требованиям: 1) должны быстро
экстрагировать АТР; 2) инактивировать внут�
риклеточные ферменты, участвующие во взаи�
мопревращениях адениловых нуклеотидов клет�
ки; 3) сохранять неизменным начальный уро�
вень внутриклеточного АТР в процессе хране�
ния и анализа экстракта; 4) не оказывать инги�
бирующего действия на люциферазную реак�
цию в процессе измерения АТР.

Для экстракции АТР могут быть использова�
ны соединения разных классов: детергенты и их
композиции, сильные кислоты (хлорная, трихлор�
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Рис. 2. Корреляция между концентрацией АТР и интенсивностью биолюминесценции (1) и титром клеток (2) в образце
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уксусная), органические растворители (бутанол,
хлороформ, диметилсульфоксид и пр.). Исполь�
зование их упрощает проведение эксперимента
и позволяет проводить дифференциальный ана�
лиз на основании различной проницаемости и
прочности клеточной стенки различных орга�
низмов в присутствии экстрагентов. Часто ис�
пользуется сочетание химических методов воз�
действия и физических: разрушение клеток
кратковременным кипячением, под действием
ультразвука [13] или постоянного тока [14].

Эффективность экстракции АТР из микроор-
ганизмов, в первую очередь, зависит от природы
клеточной стенки. Цитоплазматические мемб�
раны у клеток микроорганизмов имеют сходное
строение и легко разрушаются слабыми раство�
рами кислот или ПАВ. Строение клеточной
стенки у грамположительных, грамотрицатель�
ных бактерий и дрожжей сильно различается, и
эти особенности следует учитывать при выборе
лизирующего агента. Так, в работе [15] при срав�
нении эффективности действия экстрагентов
различных классов показано, что максимальная
чувствительность биолюминесцентного анализа
внутриклеточного АТР грамположительных
микроорганизмов и клеток дрожжей наблюда�
лась при использовании детергента 0,1%�ного
цетилтриметиламмоний бромида (ЦТАБ). Она
была на порядок выше по сравнению с 2,5%�ной
трихлоруксусной кислотой (ТХУ) и 90%�ным
диметилсульфоксидом (ДМСО). Это связано, в
первую очередь с тем, что ЦТАБ быстро и эф�
фективно разрушает клетки, оказывая на люци�
феразу значительно меньший ингибирующий
эффект, чем ТХУ и ДМСО. Однако, для анализа
высоких концентраций суспензий грамотрица�
тельных микроорганизмов, таких как E. coli и
Pseudomonas sp. ЦТАБ оказался неприменим,
поскольку при его использовании выявлены
значительные отклонения от линейности зави�
симости концентрации АТР от концентрации
клеток. Это связано с тем, что грамотрицатель�
ные микроорганизмы, в отличие от грамполо�
жительных бактерий и дрожжей, обладают зна�
чительно более прочной клеточной стенкой, и
для ее разрушения требуются более сильные хи�
мические агенты. В отличие от ЦТАБ, ДМСО
был универсален – мгновенно разрушал клеточ�
ные стенки всех исследуемых микроорганизмов
и инактивировал все внутриклеточные фермен�
ты. Время экстракции составляло не более 1 мин.
Полученные экстракты были стабильны при
комнатной температуре в течение нескольких
часов, их можно было хранить при 4° в течение
нескольких дней и даже недель, в то время как
получаемые при помощи ЦТАБ экстракты кле�
ток при хранении были нестабильны. Тем не ме�

нее использование для экстракции АТР детер�
гентов, в том числе ЦТАБ, является самым по�
пулярным методом и довольно часто использу�
ется в анализе. Так, при разработке одноразово�
го сенсора для оценки бактериальной чистоты
поверхности [16] для экстракции АТР, клетки
обрабатывали 5 мМ ЦТАБ в течение 2 мин.

В работе [17] для анализа внутриклеточного
содержания АТР у 17 штаммов дрожжей (с кон�
центрацией клеточной суспензии 105 КОЕ/мл) и
37 штаммов грамположительных и грамотрица�
тельных микроорганизмов (с концентрацией
107 КОЕ/мл), находящихся в стационарной фазе
роста, использовали катионный детергент бен�
залконий хлорид (ВАС), по эффективности
действия не уступающий трихлоруксусной кис�
лоте (ТХУ). Показано, что средняя степень
экстракции АТР 0,2%�ным раствором ВАС из
грамположительных бактерий составляла выше
99,4%, из клеток дрожжей – выше 97%. Для грам�
отрицательных бактерий эффективность экс�
тракции была значительно ниже (около 81%) по
сравнению с экстракций ТХУ. Особенно низкая
экстракция наблюдалась для микроорганизмов
Esсherichia, Proteus и Serratia (74–80%). Увеличе�
ние концентрации ВАС до 0,5% приводило к
ингибированию активности люциферазы и зна�
чительному возрастанию скорости падения био�
люминесцентного сигнала с 5 до 50%/мин.
Стопроцентная экстракция АТР из грибных спор
достигалась при обработке образца 90%�ным
ДМСО в TAE�буфере, рН 7,75 в течение 1 мин
при 100° [18]. В качестве сравнения была оценена
эффективность экстрации АТР под действием ки�
пящего ТАЕ�буфера без ДМСО (не более 37,7%)
и эффективность экстракции АТР 0,1–3%�ным
раствором ТХУ (до 23,3%).

Особые условия экстракции необходимы
при анализе микобактерий, выделяющихся сре�
ди прочих грамположительных бактерий нео�
бычным строением клеточной стенки. В клетках
этих бактерий плотный слой пептидогликана
(отличительная черта грамположительных бак�
терий) усилен миколовыми кислотами, микола�
тами и арабиногалактаном, а поверхность их
гидрофобизована липидами [19]. В числе опти�
мальных экстрагентов называют 2%�ный доде�
цилтриметиламмоний бромид в Tris�ЭДТА�бу�
фере (рН 7,75) (100°, 1 мин), в присутствии α�цик�
лодекстрина [20]. Предлагается также подход,
сочетающий механическое разрушение клеток
(bead beating) и ферментативное воздействие ли�
зоцима (препарат Bactozyme) [21]. В работе [22]
показано, что для экстракции АТР из клеток с
высоким содержанием белков нежелательно ис�
пользование таких экстрагентов, как трихлорук�
сусная кислота (ТХУ), перхлорная кислота
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(ПХУ) и этиленгликоль, поскольку их присут�
ствие вызывает денатурацию белков и частичное
соосаждение АТР. В этом случае рекомендуют
использовать фенол, насыщенный Tris�ЭДТА,
что увеличивает выход АТР в 14,5 раз по сравне�
нию с 5%�ной ТХУ и в 1000 раз по сравнению с
этиленгликолем.

Нивелировать влияние анионных, катионных
и амфотерных детергентов на активность люци�
феразы можно различными способами. Одним
из классических методов является использова�
ние различных циклодекстринов [7]. Например,
для снижения ингибирующего действия 5 мМ
ЦТАБ использовали 7,5 мМ β�циклодекстрин
[16]. Для связывания бензалконий хлорида
(BAC) после экстракции АТР из бактериальных
клеток использовали липосомы [23]. Добавки
диэтиламиноэтил�декстрана увеличивали ак�
тивность люциферазы в присутствии ТХУ и
Тритона Х�100 [24]. Используются и генно�ин�
женерные подходы. Так для снижения ингиби�
рующего действия ВАС на люциферин�люци�
феразную реакцию в работе [17] использовали
двойной мутант люциферазы с устойчивостью к
этому экстрагенту.

Уровень внутриклеточного АТР в клетках раз-
личных типов неодинаков и зависит от многих
факторов. В обзорной статье [25], посвященной
вопросам практического применения биолюми�
несцентных методов анализа, представлены дан�
ные из различных источников по содержанию
АТР в клетках бактерий, дрожжей, спор (как
бактерий, так и грибов) и актиномицетов. Ука�
зывается, что содержание АТР в бактериальных
клетках может различаться на 4–5 порядков.
Например, для клеток на стационарной фазе
роста [17] содержание внутриклеточного АТР
было в достаточно узком диапазоне для грамот�
рицательных микроорганизмов (~10–18 моль/КОЕ),
а для грамположительных, напротив, колебалось
в широких пределах – от 0,4 × 10–18 до 16 × 10–18

моль/КОЕ, но, в среднем, было на порядок вы�
ше по сравнению с грамотрицательными мик�
роорганизмами. Для дрожжевых клеток различ�
ных штаммов содержание внутриклеточного АТР
лежало в диапазоне (0,7–54) × 10–16 моль/КОЕ.
Содержание АТР в клетке может быть соотнесе�
но с ее размером [26] и объемом [27]. При этом
концентрация внутриклеточного АТР довольно
высока и составляет в среднем примерно 1–10 мМ.
По данным [28] концентрация АТР в клетке E. coli –
не менее 3 мМ и не зависит от скорости деления
клеток на логарифмической (mid�log) фазе рос�
та. В 2014 г. группе ученых [29] удалось с по�
мощью генетически кодируемого флуоресцент�
ного АТР�индикатора QUEEN определить абсо�
лютное содержание АТР внутри единичных кле�

ток E. coli. Оказалось, что даже внутри одной по�
пуляции клеток уровень АТР имеет распределе�
ние с положительной асимметрией, и средняя
концентрация АТР в единичной клетке состав�
ляет 1,54 ± 1,22 мМ. При этом усредненные дан�
ные, полученные методами флуоресцентного
анализа (QUEEN) и биолюминесцентного ана�
лиза АТР, практически совпали между собой.
Кроме того, на примере пяти различных родов
морских бактерий показано [30], что существует
достаточно хорошая корреляция между содер�
жанием в клетке АТР и углерода.

Оценка метаболической активности клеток по
содержанию внутриклеточного АТP. Все большее
количество исследователей используют биолю�
минесцентный метод как мощный инструмент
для оценки метаболической активности клеток.
Пределы детекции бактериальных клеток био�
люминесцентным методом могут существенно
зависеть от фазы их жизненного цикла. В рабо�
те [31] на примере клеток E. coli и S. aureus пока�
зано, что уровень внутриклеточного АТР меня�
ется в зависимости от фазы роста микроорга�
низма (lag�фаза, log�фаза, стационарная фаза и
клеточная смерть), а в работе [32] был проведен
анализ изменения метаболической активности
дрожжей S. cerevisiae во время роста и при воз�
действии температуры. В частности, удалось вы�
явить три субпопуляции дрожжей, различным
образом реагировавших на воздействие повы�
шенной температуры: живые клетки, мертвые
клетки и живые клетки, не способные размно�
жаться (следовательно, не определяемые мето�
дом посевов). При этом при повышении темпе�
ратуры уровень АТР в клетке может возрасти за
счет активации метаболических путей, необхо�
димых для противостояния стрессовому воздей�
ствию.

В работе [33] метод биолюминесцетного ана�
лиза использовали для изучения влияния про�
цесса адгезии клеток на стеклянной поверхнос�
ти на их метаболическую активность и, следова�
тельно, на уровень внутриклеточного АТР. Было
установлено, что при адгезии клеток E. coli и
B. brevis на поверхности содержание внутрикле�
точного АТР в них возрастало в 2–5 раз по срав�
нению с уровнем, характерным для клеточной
суспензии. Данные, полученные в работе [34],
указывают на то, что уровень метаболической
активности в клетке зависит от свойств адгези�
рующей поверхности: для ряда клеток адгезия на
гидрофобной поверхности приводила к двукрат�
ному увеличению содержания внутриклеточно�
го АТР по сравнению с теми же клетками, адге�
зированными на гидрофильной поверхности.

Анализ кинетики изменения содержания
внутриклеточного АТР, а также анализ отноше�
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ния содержаний АТP/АDP, позволяет изучать
различные патологии клетки, в том числе меха�
низмы клеточной гибели – некроза и апоптоза.
Пока клетки живы, они пытаются сохранить
свой нормальный уровень АТР. При гибели
клетки уровень внутриклеточного АТР снижает�
ся до нулевых значений, однако скорость гидро�
лиза АТР в клетках различна. При некрозе кле�
ток происходит механическое повреждение ци�
топлазматической и внутриклеточных мембран,
что приводит к разрушению органелл, высво�
бождению лизосомальных ферментов и выходу
содержимого цитоплазмы в межклеточное
пространство под воздействием биологических,
физических или химических воздействий. Ме�
ханизмы некроза не требуют затрат энергии, в
отличие от апоптоза, когда для протекания про�
цесса клетка старается не только сохранить, но и
увеличить уровень АТР в течение нескольких
часов для энергетического обеспечения процес�
са либо гликолизом, либо синтезом митохонд�
риального АТР. Форма клеточной гибели – по
пути апоптоза или некроза – во многом опреде�
ляется внутриклеточной концентрацией NADH
и АТР. Авторы использовали биолюминесцент�
ный метод определения внутриклеточного АТР
для изучения механизмов клеточной смерти
макрофагов человека под воздействием различ�
ных штаммов M. tuberculosis и показали, что в от�
личие от невирулентного штамма H37Ra, в при�
сутствии вирулентного штамма H37Rv резко
возрастал синтез АТР в инфицированных клет�
ках [35].

Биолюминесцентные методы анализа для
оценки цитотоксичности различных препаратов по
отношению к бактериальным клеткам. Получена
хорошая корреляция биолюминесцентного ме�
тода с методом лазерной нефелометрии при оп�
ределении антибактериальных свойств ряда
комплексов циклодекстрина [36]. Для оценки
эффективности новых составов химических де�
зинфектантов и антисептиков используются
стандартные методики, утвержденные Евро�
пейским комитетом по стандартизации, в част�
ности EN 1276 и EN 13727, описывающие ана�
лиз бактериальных суспензий. Эти методики
регламентируют проведение эксперимента, ко�
торый заключается в следующем: биоцидный
раствор смешивается с суспензией микроорга�
низмов в присутствии органического материала
(например, бычьего сывороточного альбумина),
имитирующего условия, в которых тестируемый
раствор должен применяться на практике. Через
установленный промежуток времени актив�
ность эффектора подавляется, а выживаемость
микроорганизмов определяется методом под�
счета колоний на питательной среде. В работе

[37] показано, что эти методики могут быть су�
щественно упрощены и оптимизированы путем
замены метода подсчета колоний на полуавто�
матический биолюминесцентный метод детек�
ции жизнеспособности бактерий. Биолюминес�
центный метод использован также для скри�
нинга цитотоксичности лекарственных препа�
ратов по отношению к промастиготам лейшма�
нии (род паразитических протистов) [38]. В ра�
боте [39] биолюминесцентный метод использо�
вали для количественной оценки пролиферации
другого протиста – Perkinsus marinus, паразити�
рующего на устрицах. В работе [40] биолюми�
несцентный анализ был использован для оцен�
ки эффективности действия оральных антисеп�
тиков. В работе [41] проведена валидация био�
люминесцентного метода для оценки эффек�
тивности воздействия средств для полоскания
рта на биопленки, выращенные in vitro с исполь�
зованием микрофлоры полости рта.

Анализ биологических жидкостей на содер�
жание АТР может быть осуществлен без предва�
рительной обработки материала – мутность сре�
ды и окрашенность практически не мешают
анализу. Так, в работе [42] изучали влияние ра�
диации и ксенобиотиков на изменение содержа�
ния внутриклеточного АТР не только в формен�
ных элементах крови (эритроцитов и нейтрофи�
лов), но и в цельной крови, которую разбавляли
перед анализом в 10 раз физраствором, исполь�
зуя в качестве экстрагента ДМСО. Динамика из�
менения и абсолютные значения содержания АТР
свидетельствовали об изменении метаболизма.
Наблюдаемое повышение уровня АТР в цельной
крови и нейтрофилах было статистически дос�
товерным. Интересный подход к использова�
нию биолюминесцентного метода предложен в
работе [43]. Для детекции бактериальных клеток
и спор авторы использовали метод посевов, мо�
дифицированный следующим образом: прово�
дили посев на поверхность фильтра, который
помещали на поверхность твердой питательной
среды и инкубировали в течение определенного
времени, которое зависело от скорости роста
клеток данного типа. Далее фильтр переносили
в специальное устройство, в котором произво�
дилась обработка поверхности фильтра для уда�
ления внеклеточного АТР и последующая
экстракция внутриклеточного АТР из колоний
бактерий, выросших на фильтре, но еще неза�
метных невооруженным глазом. Затем поверх�
ность фильтра обрабатывали АТР�реагентом и
регистрировали свечение с помощью чувстви�
тельной CCD�камеры. Это позволило сократить
время, необходимое для роста клеток, а подсчет
светящихся колоний оказался возможным до
того, как они станут видимы глазом.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ 
ВНУТРИКЛЕТОЧОГО АТР В СМЕСИ 

МИКРООРГАНИЗМОВ

Метод определения внутриклеточного АТР
может быть использован для анализа не только
индивидуальных культур, но и их смесей и с ус�
пехом заменяет длительный микробиологичес�
кий анализ в тех областях, где требуется знать
общее содержание микроорганизмов. Авторы
[26] применили биолюминесцентный метод
АТР�метрии для анализа стерильности помеще�
ний. Для выявления культивируемых микроор�
ганизмов использовали метод посевов на агари�
зованную среду TSA с последующим подсчетом
колоний, а также определяли среднее содержа�
ние внутриклеточного АТР в живой клетке – со�
отношение АТР/КОЕ. Если образец имеет низ�
кое соотношение АТР/КОЕ, можно ожидать,
что в нем присутствуют преимущественно грам�
отрицательные микроорганизмы и споры. Если
высокое – грамположительные бактерии и
дрожжи. Было обнаружено, что большое число
образцов не образовывало колоний на питатель�
ной среде, однако регистрировался высокий
уровень внутриклеточного АТР. Это позволило
предположить наличие живых, но некультиви�
руемых микроорганизмов, что и было подтверж�
дено анализом ДНК. Поэтому биолюминес�
центная АТР�метрия может быть использована
для экспресс�выявления некультивируемых или
медленно растущих микроорганизмов. Следует
отметить, что, несмотря на огромное разнообра�
зие микроорганизмов в природе, количество
культивируемых в лабораторных условиях мик�
роорганизмов достаточно мало. В обзоре [44]
приводятся данные об эффективности культи�
вирования бактерий, характерной для различ�
ных сред обитания. Как правило, наименьшая
эффективность культивирования достигается
для бактерий, обитающих в обедненных средах
(менее 1%), а наибольшая – для бактерий, среда
обитания которых богата питательными веще�
ствами (до 58%).

Определение общего микробного числа в
воздухе (ОМЧ, КОЕ/м3), в 1 м3 которого может
содержаться до 106 клеток аэробных патогенных
и непатогенных микроорганизмов – грибов,
бактерий, спор и др., имеет большое значение
при анализе санитарного состояния воздуха в
помещениях различного класса чистоты (сог�
ласно ISO 14644�1�99), в том числе в стерильных
и чистых помещениях (0–10 КОЕ/м3) в медицин�
ских учреждениях, промышленных объектах и
офисах, на пищевых и микробиологических
производствах. Длительность традиционно ис�
пользуемого микробиологического метода сос�

тавляет не менее 24 ч. В работе [45] предложен
метод полуколичественной оценки ОМЧ возду�
ха в помещениях с низким содержанием микро�
организмов. Аспирацию воздуха (оптимальная
скорость пробоотбора 200 л/мин) проводили на
влажную стерильную адсорбирующую поверх�
ность для улавливания аэробных микроорганиз�
мов и инкубировали образцы в питательной сре�
де в течение 3–6 ч до начала логарифмической
фазы роста. Хорошо зарекомендовала себя среда
Tryptic Soy Broth («Difco�Laboratories», США), а
также питательный бульон (ФГУН ГНЦ ПМБ,
Россия). Получена хорошая корреляция между
биолюминесцентным и микробиологическим
методом посевов: трехчасовая инкубация образца
при 37° позволила определить 50–100 КОЕ/м3

(класс чистоты 6–7), а пятичасовая – 5–50 КОЕ/м3

(класс чистоты 5, особо чистые помещения). Ес�
ли общее содержание микроорганизмов состав�
ляло �500 КОЕ/м3 (класс 9 и выше), то результат
анализа получали в течение 5 мин без предвари�
тельной инкубации.

В работе [46] была сконструирована установ�
ка для автоматического исследования биоаэро�
золей, которая включала в себя атомизатор для
приготовления биоаэрозолей из суспензий бак�
териальных клеток, ионизатор воздуха и изме�
рительную часть сложной конструкции, в кото�
рой происходило вскрытие клеток под действи�
ем ионизованного воздуха, и затем проводилась
биолюминесцентная детекция АТР. Авторам
удалось автоматизировать эксперимент, умень�
шить время детекции примерно до 5 мин и про�
вести определение бактериальных клеток (E. coli и
S. epidermidis) в концентрациях от 173 до 541 КОЕ/м3

без подращивания.
Адгезия бактериальных клеток на поверх�

ностях различной природы (стекло, металл,
пластик и пр.) приводит к образованию биопле�
нок, что создает большие проблемы как в меди�
цинской практике, так и в промышленности.
Биолюминесцентный метод анализа позволяет
изучать процессы формирования сообщества
микроорганизмов в составе биопленок, сущест�
вования, выживаемости и разрушения под
действием различных эффекторов [41, 47–50].

Определение клеток индивидуального микро-
организма на фоне сопутствующей микрофлоры
является довольно сложной задачей. При ее ре�
шении используются различные подходы. Тра�
диционный путь селективного отбора клеток
нужного штамма – это культивирование образ�
ца на селективной питательной среде, на кото�
рой растут, в основном, клетки анализируемого
штамма. Так, например, в работе [51] для опре�
деления coli�форм в продуктах питания (сыром
молоке, мороженом) и смывах образцы молока
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инкубировали в селективной питательной среде
в течение 6 ч, что позволило выявить в образце
10 КОЕ/мл. Авторы [52] использовали метод
иммуно�магнитной сепарации для специфичес�
кого улавливания E. coli O157:H7 антителами,
фиксированными на магнитных частицах. Со�
держание клеток затем определяли по уровню
внутриклеточного АТР. Был достигнут предел
обнаружения менее 102 КОЕ/мл.

Использование литического бактериофага для
быстрого и специфичного лизиса клетки�мишени
позволяет достоверно определять 104 КОЕ/мл в
присутствии неспецифичной микрофлоры.
Концентрирование исходной клеточной сус�
пензии перед детекцией позволяет на порядок
улучшить аналитические характеристики мето�
да. Так, положительно�заряженные фильтры из
наноалюминиевых волокон с порами диамет�
ром 2 мкм, на поверхности которых был сорби�
рован фаг Т4, позволили количественно опреде�
лять клетки E. coli в присутствии 60�кратного
избытка S. typhimurium [53]. В работах [54, 55]
использован метод селективного фотодинами�
ческого разрушения грамотрицательных и грам�
положительных микроорганизмов на примере
штаммов E. coli O157:H7 и L. monocytogenes, а
также специфично выявить клетки дрожжей в
смеси с клетками E. сoli.

Общее содержание АТР в образце – это удоб�
ный критерий оценки гигиенической чистоты
объекта, который характеризует остаточное со�
держание живых и разрушенных бактериальных
или соматических клеток. Большое число работ
посвящено экспресс�анализу смывов с техноло�
гических поверхностей, посуды, оборудования,
продуктов питания и пр. Источником АТР явля�
ются все клетки – микробные и немикробные
(соматические), а также клеточный материал
органической природы, например, остатки пи�
щи. Обработка клеток дезинфицирующими
агентами приводит к их деструкции и высво�
бождению АТР. Поэтому этот метод может с ус�
пехом применяться для оценки эффективности
дезинфицирующих агентов и качества проведе�
ния санитарной обработки объекта. Для этих
целей создано и широко используется специаль�
ное приборное обеспечение, которое на рабо�
чем месте позволяет проводить первичный
скрининг гигиенической чистоты помещений в
режиме реального времени. Многочисленные фир�
мы («BioTrace», Новая Зеландия; «HY�LiTEТМ»,
«Merck», Германия; «Hygiena International», Гер�
мания; «New Horizons Diagnostic Corp.», США;
«Berthold Detection Systems GmbH», Германия;
«BioThema», Швеция; «Kikkoman Corp.», Япо�
ния; «Pierce», США; «Roche Diagnostics Ltd.»,
Швейцария; «Люмтек», Россия и др.) предлага�

ют различные наборы для анализа, включающие
реагенты, расходные материалы и люминомет�
ры. Например, фирма «Hygiena International»
(Германия) предлагает одноразовые устройства
для пробоотбора и измерения общего содержа�
ния АТР вместе с портативным люминометром.
Метод апробирован на предприятиях пищевой
промышленности [56], при проведении монито�
ринга микробной загрязненности рук и бытовых
поверхностей [57], для оценки гигиенического
статуса технологических поверхностей в пище�
блоках [58], в госпиталях [59]. Метод весьма эф�
фективен при проведении мониторинга чисто�
ты медицинского оборудования в процессе их
дезинфекции в режиме реального времени, нап�
ример, эндоскопов, что позволяет предотвра�
тить распространение кросс�инфекции среди
пациентов [60].

Однако в ряде работ отмечается, что при ва�
лидации метода на предприятиях и статистичес�
кой обработке большого массива данных наб�
людается низкая корреляция между результата�
ми контрольных микробиологических тестов и
биолюминесцентного анализа [56]. Источником
получения заниженных результатов при опреде�
лении внутриклеточного АТР могут быть раз�
личные факторы: неполное разрушение клеток
или неполная экстракция, низкая скорость
экстракции, снижение концентрации внутри�
клеточного АТР при его гидролизе АТРазами в
процессе экстракции, ингибирование люцифе�
разной реакции экстрагентами, низкая стабиль�
ность биолюминесентного сигнала, разрушение
АТР в процессе хранения экстракта и пр. Осо�
бенно важно при разработке метода экстракции
АТР для конкретных образцов убедиться в том,
что данный метод позволяет получить правиль�
ные данные по содержанию внутриклеточного
АТР в образце. Наблюдаемые ложноположитель$
ные результаты связаны, как правило, с высо�
ким уровнем внеклеточного АТР, когда клетки
уже разрушены, но не удалены. В этом случае
необходимо дифференцировать общее содержа�
ние АТР на внеклеточный (разрушенные клет�
ки) и внутриклеточный (живые клетки) АТР.

Определение содержания внеклеточного АТР.
Содержание внеклеточного или, так называемо�
го «свободного» АТР в клеточной суспензии
обычно на один�два порядка ниже по сравне�
нию с внутриклеточным АТР. Например, в куль�
туре метаболически активных клеток E. coli и
Salmonella [61] содержание внеклеточного АТР
составляло не более 5% от суммарного пула АТР
и определялось фазой роста клеток. Уровень
внеклеточного АТР возрастал во время логариф�
мической фазы роста и снижался во время ста�
ционарной. Исключением стали клетки Acineto$
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bacter junii AJ4970, для которых отношение ко�
личеств внеклеточного к внутриклеточному
АТР поднималось выше 0,5. При этом было по�
казано, что бактериальные клетки быстро рас�
ходуют избыточный свободный АТР со ско�
ростью ~5 мкМ/ч. Искусственное повышение кон�
центрации АТР в питательной среде, по данным
авторов [61], увеличивало выживаемость клеток
в процессе их длительной инкубации (7 дней).

При внешних стрессовых воздействиях уро�
вень внеклеточного АТР может возрастать весь�
ма значительно за счет выброса внутриклеточ�
ного АТР в окружающую среду. По содержанию
внеклеточного АТР можно судить о количестве
разрушенных клеток, например, при заморажи�
вании, в процессе лиофилизации, при небла�
гоприятных условиях содержания культуры и
пр. По соотношению внутри� и внеклеточного
АТР можно дифференцировать живые и разру�
шенные клетки. В работе [62], например, опи�
сан метод количественного определения чувстви�
тельности бактерий к низину – антибиотику
широкого спектра действия, воздействующему
на грамположительные бактерии, который ши�
роко применяется в качестве консерванта. Под
действием низина клетки секретируют во внеш�
нюю среду АТР, АDР и АМР. Используя повы�
шенную чувствительность клеток Lactococcus
cremoris к этому антибиотику, авторы показали,
что концентрация низина может быть определе�
на биолюминесцентным методом по количеству
внеклеточного АТР.

Количество внеклеточного АТР, секретируе�
мого целым рядом грамположительных и грам�
отрицательных бактерий, как показано в работе
[34], зависит от природы контактирующей с
микроорганизмами поверхности: контакт с не�
благоприятной для клеток поверхностью стиму�
лировал повышенный уровень высвобождения
АТР, причем для грамотрицательных бактерий
уровень внеклеточного АТР был в среднем вы�
ше, чем для грамположительных.

Важность удаления внеклеточного АТP. Таким
образом, для правильного определения внут�
риклеточного АТР необходимо сначала удалить
внеклеточный АТР и затем экстрагировать внут�
риклеточный АТР. Для удаления внеклеточного
АТР используются два основных метода: 1) фильт�
рование суспензии клеток через мембранный
фильтр, при котором внеклеточный АТР удаля�
ется с фильтратом [63]; 2) ферментативный гидро�
лиз внеклеточного АТР [64]. Выбор того или ино�
го метода удаления внеклеточного АТР опреде�
ляется особенностями анализируемой суспензии
микроорганизмов. Если определяемые концен�
трации внутриклеточного АТР меньше 1 пМ
(при низких концентрациях клеток, например,

для грамотрицательных микроорганизмов это
менее 102 КОЕ/мл), то используют фильтрацию,
что одновременно приводит к концентрирова�
нию клеток на фильтре и повышению измеряе�
мой концентрации АТР. При достаточно высо�
ких концентрациях клеток (более 104 КОЕ/мл)
предпочтительным и экспериментально более
удобным является ферментивный гидролиз ATP.

В работе [65] для определения общей микро�
биологической загрязненности продуктов пита�
ния использованы специальные кюветы с
фильтрующим дном вместимостью 300 мкл с ди�
аметром пор 0,45 мкм («Filtravette™», «New
Horizons Diagnostic Corp.», США). В одной и той
же кювете последовательно проводят удаление
внеклеточного АТР, концентрирование бакте�
риальных клеток, экстракцию из них АТР и из�
мерение его содержания биолюминесцентным ме�
тодом. Если образец содержит более 1000 КОЕ/мл
(для E. coli), то время анализа составляет не бо�
лее 5–10 мин. Предварительная инкубация об�
разца в течение 6 ч в питательной среде для уве�
личения метаболического статуса клеток и их
деления позволяло выявлять до 1 КОЕ/мл пить�
евой воды [66]. В работе [67] использован тот же
подход для контроля стерильности помещений
в медицинских учреждениях. Отсутствие био�
люминесцентного сигнала через 6 ч инкубации
смывов с различных поверхностей в питатель�
ной среде свидетельствовало о стерильности об�
разца. Если через 6 ч инкубации наблюдался по�
ложительный биолюминесцентный сигнал, то
микробная контаминация образца составляла
1–10 КОЕ/100 см2. Микробное загрязнение по�
верхности свыше 100 КОЕ/100 см2 выявлялось
без инкубации. Коэффициент корреляции между
концентрацией АТР и КОЕ составлял 0,8–0,95.
При анализе бактериологической чистоты сое�
вого молока проблема высокого содержания не�
бактериального АТР тоже стоит достаточно ост�
ро. Его возможными источниками являются во�
локна и белки, входящие в состав соевого моло�
ка [68]. Предварительная обработка такого мо�
лока смесью неионных детергентов [68] и удале�
ние нецелевого АТР позволили использовать
биолюминесцентный метод для анализа сте�
рильности продуктов данного типа.

Общая бактериальная обсемененность или
количество мезофильных аэробных и факульта�
тивно анаэробных микроорганизмов (КМА�
ФАнМ) является одним из основных показате�
лей санитарного состояния сырого молока, оп�
ределяет пути дальнейшей переработки молока
и влияет на конечную стоимость продукта. Об�
щепризнанный микробиологический метод по
ГОСТ 9225�84 позволяет определять КМА�
ФАнМ в молоке только через 72 ч инкубирова�
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ния посевов, поэтому большой практический
интерес представляют экспресс�методы оценки
качества продукта, в том числе метод биолюми�
несцентной АТР�метрии продолжительностью
20 мин и пределом обнаружения 1000 КОЕ/мл
образца. Для этого образец молока инкубируют
со смесью детергента и протеазы для разруше�
ния соматических клеток и белковых мицелл мо�
лока. Затем удаляют немикробный АТР фильт�
рованием через бактериальный фильтр, разру�
шают бактерии диметилсульфоксидом и изме�
ряют концентрацию внутриклеточного АТР [69]
(рис. 3). Например, если концентрация микроб�
ного АТР составляет менее 0,6 пмоль/мл, то об�
разец содержит до 50 тыс. КОЕ/мл, если выше
70 пмоль/мл – свыше 4 млн КОЕ/мл.

Комбинированный метод определения спо�
рового заражения продуктов питания предло�
жен в работе [70]. На первой стадии анализа ав�
торы применяли биолюминесцентный метод
определения АТР в образце: образец концентри�
ровали, удаляли соматические клетки путем об�
работки фильтра мягким лизирующим агентом,
отделяли соматический и свободный АТР. Для
увеличения концентрации внутриклеточного
АТР использовали активацию прорастания спор
в питательной среде. При получении положи�
тельных результатов, указывающих на наличие

бактериального заражения, образцы анализиро�
вали с помощью ПЦР в реальном времени, ис�
пользуя краситель SYBR Green, а качестве мише�
ни для ПЦР�анализа – ген спорообразования spo0A.

Увеличить чувствительность метода АТР�мет�
рии можно не только концентрированием кле�
ток на бактериальных фильтрах или их подра�
щиванием в подходящей питательной среде.
Содержание АТР в клетке связано с содержани�
ем АDP и АМР, образующих систему аденило�
вых нуклеотидов клетки. Существенную роль в
поддержании равновесия между ними играет
обратимая и практически равновесная реакция,
катализируемая ферментом аденилаткиназой: 

АТР + АМР ↔ 2 АDP.

Авторы [71] предложили после стадии удале�
ния внеклеклеточного и соматического ATP
разрушать собранные на фильтре единичные
живые клетки и использовать гибридный белок
аденилаткиназа�полифосфаткиназа для превра�
щения эндогенного АТР в присутствии АМР и
полифосфата в удвоенное количество АDP и сно�
ва в АТР. Метод позволил детектировать 75 КОЕ
S. aureus в 0,5 мл молока. При этом чувствитель�
ность анализа возросла в 10 000 раз и позволила
детектировать 10–18 М АТР.
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Рис. 3. Схема биолюминесцентного определения внутриклеточного АТР в биологическом образце
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ
КЛЕТОК В ВАКЦИНАХ НА ОСНОВЕ 

ЛИОФИЛИЗОВАННЫХ КЛЕТОК 
МИКОБАКТЕРИЙ

Одной из важных задач современной микро�
биологии является разработка и оптимизация
способов долгосрочного хранения культур мик�
роорганизмов, в частности их лиофилизации.
Выживаемость клеток после лиофилизации за�
висит от целого ряда параметров, таких как сос�
тав питательной среды, исходная концентрация
клеток, наличие и тип криопротекторов, режим
лиофилизации и способ последующей регидра�
тации [72]. Для оптимизации этих параметров
необходимы инструменты для быстрой оценки
жизнеспособности микробных клеток. Тради�
ционно таким инструментом является метод по�
севов, однако его функцию может взять на себя
метод биолюминесцентного анализа, особенно
удобный для детекции жизнеспособности мед�
ленно растущих организмов. Так, существуют
работы, описывающие применение биолюми�
несцентного анализа для оценки жизнеспособ�
ности лиофилизованных БЦЖ вакцин [73, 74].

Основным показателем качества вакцин на
основе лиофилизованных клеток микобактерий
является жизнеспособность микробных клеток.
При использовании стандартного микробиоло�
гического метода суспензию реконструирован�
ных клеток инокулируют на твердую питатель�
ную среду и после инкубации подсчитывают
число образовавшихся колоний. Микобактерии
относятся к медленно растущим организмам, и
период инкубации длится до пяти недель. Кро�
ме того, стандартный метод является чрезвы�
чайно вариабельным, нередко трудно воспроиз�
водимым, поскольку клетки микобактерий
склонны к образованию агрегатов. Все это зат�
рудняет процесс производства и тестирования
готовых препаратов вакцин. Биолюминесцент�
ный метод обеспечивает высокую чувствитель�
ность, скорость, точность и воспроизводимость
детекции жизнеспособных клеток вакцины.
Именно поэтому уже в 1970�е гг. были опубли�
кованы первые работы по применению биолю�
минесцентной АТР�метрии для количественно�
го определения микобактерий [75].

Экстракция внутриклеточного АТР. Важной
стадией определения внутриклеточного АТР в
клетках микобактерий является экстракция
АТР. Метод экстракции должен полностью выс�
вобождать внутриклеточный АТР в одну стадию
и минимально разрушать АТР при экстракции.
Из микобактерий достаточно трудно извлекать
АТР, поскольку стенки клеток очень прочные,
«воскообразные». Многие исследователи уделя�

ли большое внимание проблеме экстракции
АТР из клеток микобактерий.

Наиболее распространенным методом экстрак�
ции АТР из микобактерий является лизис кле�
ток кипящим Tris�ЭДТА�буфером. После ох�
лаждения лизата концентрацию АТР определя�
ют биолюминесцентным методом. В работе [76]
для культуры Mycobacterium tuberculosis H37Rv
авторы определили соотношение между концент�
рацией АТР и КОЕ/мл и установили высокую
степень корреляции (r = 0,993) для разбавлений
одного и того же образца клеток. Когда же они
провели аналогичные измерения для восьми
различных образцов того же штамма, отобран�
ных после различных периодов инкубации, то
получили несколько меньший коэффициент
корреляции (r = 0,846). Авторы пришли к выво�
ду, что, действительно, рост культуры микобак�
терий можно детектировать биолюминесцент�
ным методом. Уже через 7 дней роста клеток
наблюдался высокий сигнал биолюминесцен�
ции, в то время как для стерильной среды сиг�
нал практически отсутствовал.

Авторы работы [77] сравнили три метода
экстракции АТР: 1) обработка кипящим Tris�
ЭДТА�буфером; 2) обработка горячим хлоро�
формом; 3) обработка бутанолом при комнат�
ной температуре. Для свежей культуры мико�
бактерий БЦЖ (разновидность штамма Moreau)
определяли концентрацию АТР биолюминесцент�
ным методом, количество бактерий – по массе
влажных клеток, а методом посева разведений
через 3–4 недели определяли концентрацию
жизнеспособных клеток (КОЕ/мл) во влажной
культуре. Наиболее эффективной оказалась
экстракция внутриклеточного АТР н�бутано�
лом. Этот простой и быстрый метод был исполь�
зован авторами в дальнейшей работе. Для сус�
пензий, содержащих (1–50) × 107 КОЕ/мл, была
получена корреляция между концентрацией
АТР и КОЕ/мл с коэффициентом корреляции
r = 0,99. Суспензии клеток после 7, 9 и 12 дней
роста были сравнены по содержанию АТР на од�
ну КОЕ/мл. Оказалось, что общее содержание
АТР в культуре и количество жизнеспособных
клеток были одинаковы для семи� и девяти�
дневной культуры. Для более «старой» культуры
(12 и 16 дней) общее содержание АТР и клеток
было примерно в 10 раз ниже. Однако содержа�
ние АТР в одной клетке мало зависело от воз�
раста культуры и варьировалось в пределах от
2,03 до 2,63 фг АТР на 1 КОЕ. Это составляет
примерно (3,7–4,8) × 10–18 моль АТР на одну
клетку. Следует отметить, что для разных штам�
мов микобактерий содержание АТР в одной
клетке может несколько различаться, поскольку
оно зависит от размеров клетки и ее энергети�
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ческого статуса. Хранение суспензии клеток при
различных температурах, а также лиофилизация
могут приводить к уменьшению содержания
внутриклеточного АТР.

В работе [78] авторы расширили список ли�
зирующих агентов. Были использованы следую�
щие экстрагенты: 1) кипящий 0,1 М Tris�ЭДТА�
буфер; 2) кипящий 0,1 М Tris�ЭДТА�буфер с до�
бавками детергента – 1, 2 или 4%�ный додецил
триметиламмоний бромид (ДТАБ); 3) 10%�ная
трихлоруксусная кислота (ТХУ); 4) 1 М NaOH;
5) диметилсульфоксид. При экстракции к 0,9 мл
экстрагента добавляли 0,1 мл суспензии клеток,
быстро перемешивали и обрабатывали либо наг�
реванием при использовании кипящего буфера,
либо кратковременной инкубацией при комнат�
ной температуре. Полученные экстракты в тече�
ние нескольких часов хранили на льду, а для
длительного хранения их замораживали. При
измерении АТР использовали внутренний стан�
дарт АТР (раствор АТР с концентрацией 100 нМ).
Сравнение экстрагентов показало, что NaOH
высвобождает более 90% АТР, но не может быть
использован, так как представляет сильную хи�
мическую опасность. Другие экстрагенты выс�
вобождали ~50% АТР, и только экстракция при
использовании кипящего буфера с добавкой
2%�ного ДТАБ приводила к высвобождению
100% АТР. Однако полученные результаты вы�
зывают некоторое сомнение, поскольку метод
экстракции с использованием ТХУ считается
классическим для высвобождения внутрикле�
точного АТР. Кроме того, в работе не приводит�
ся корреляции между концентрацией АТР и
КОЕ при использовании различных методов
экстракции. В работе [79] авторы оптимизиро�
вали метод экстракции, описанный в предыду�
щей статье [78], и показали, что добавки 10%�ного
циклодекстрина в АТР�реагент уменьшают ин�
гибирующий эффект ДТАБ на люциферазу.

Наиболее значительной работой по биолю�
минесцентной АТР�метрии жизнеспособности
БЦЖ вакцины является работа датских ученых
[80], которые не только описали метод количе�
ственного измерения жизнеспособности лио�
филизованной БЦЖ вакцины по количеству
внутриклеточного АТР, но и провели грамотную
валидацию метода. Они использовали произ�
водственные образцы лиофилизованной БЦЖ
вакцины (штамм 1331 из датской коллекции).
Отдельные партии вакцины хранились в тече�
ние различного периода времени при различных
температурах, чтобы получить образцы с низкой
(хранение 28 дней при 37°), средней (хранение
при 2–8° в течение 12–18 мес.) и высокой жиз�
неспособностью (хранение при 2–8° в течение
1–3 мес.). Лиофилизованную вакцину ресус�

пендировали в физиологическом разбавленном
растворе Саутона SSI и добавляли раствор апи�
разы для удаления внеклеточного АТР. После
кратковременной инкубации экстрагировали
внутриклеточный АТР кипящим Tris�ЭДТА�бу�
фером и измеряли концентрацию АТР. Парал�
лельно определяли количество КОЕ на ампулу
методом посева разведений и строили зависи�
мости содержания АТР на ампулу от величины
КОЕ на ампулу.

Для вакцины, которую анализировали не�
посредственно после реконструкции, уровень
АТР оказался очень низким. Так, при измене�
нии от 105 до 106 КОЕ/мл содержание АТР прак�
тически не зависело от величины КОЕ и состав�
ляло 2–4 нг на ампулу (~10–18 моль АТР на 1 КОЕ).
Это объясняется тем, что замораживание и лио�
филизация являются большим стрессом для
клеток и приводят к резкому снижению их мета�
болической активности и, следовательно, к сни�
жению уровня внутриклеточного АТР. После ре�
конструкции требуются определенные условия
для восстановления метаболической активнос�
ти клеток. Авторы использовали для этой цели
предварительную инкубацию в течение сут при
37° в питательной среде Дубо, содержащей до�
бавки Tween и альбумина. Эта богатая среда вос�
станавливала метаболическую активность кле�
ток, но при этом рост клеток еще не начинался.
После инкубации содержание АТР возрастало в
5–10 раз по сравнению с неинкубированными
клетками, а содержание КОЕ оставалось неиз�
менным. Среднее содержание АТР на КОЕ воз�
растало до ~10–17 моль. Проведенная авторами
валидация показала, что метод достаточно ус�
тойчив к небольшим изменениям условий инку�
бации и экстракции АТР. Для различных образ�
цов одной и той же партии вакцины с высокой
жизнеспособностью наблюдалась очень высо�
кая линейная корреляция (r � 0,99) между содер�
жанием АТР в интервале 1–25 пикомоль АТР на
ампулу и величиной КОЕ на ампулу. Для образ�
цов из партий вакцины с различной жизнеспо�
собностью также была получена хорошая корре�
ляция (r = 0,928) в интервале содержаний АТР,
равных 8–45 нг на ампулу, и величиной КОЕ.
Этот интервал содержаний АТР соответствует ин�
тервалу жизнеспособных клеток (0,7–7,6) × 106

КОЕ на ампулу.
Чаще всего для регенерации лиофилизован�

ных клеток микобактерий используют раствор
Саутона SSI [81]. По данным работы [80] для
полного восстановления жизнеспособности
клеток требовалась еще и дополнительная инку�
бация в питательной среде в течение суток для
получения хорошей корреляции между содер�
жанием АТР и величиной КОЕ. Однако, в рабо�
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те [82] авторы показали, что для лиофилизован�
ной вакцины, реконструированной в растворе
Саутона, инкубация в течение 30 мин при ком�
натной температуре восстанавливала жизнеспо�
собность лиофилизованных клеток микобакте�
рий, и наблюдалась удовлетворительная корре�
ляция между концентрацией АТР и величиной
КОЕ. Следовательно, инкубация в питательной
среде в течение суток не является обязательной,
что значительно упрощает процесс предобра�
ботки вакцины.

Удаление внеклеточного АТР. При заморажи�
вании и лиофилизации клеточной суспензии
некоторая часть микробных клеток разрушает�
ся. Внутриклеточный АТР при этом переходит в
раствор. Кроме того, среды, используемые для
производства биомассы, также могут содержать
свободный, внеклеточный АТР, поэтому важ�
ным этапом предобработки реконструирован�
ной вакцины является удаление внеклеточного
АТР. В случае вакцины наилучшим методом уда�
ления АТР из раствора является обработка об�
разца раствором фермента апиразы [83]. Обыч�
но используется апираза, выделяемая из клуб�
ней картофеля [83]. Реакция, катализируемая
апиразой, описывается схемой:

Аденозин�трифосфат (АТР) →

→ аденозин�дифосфат (АDP) + фосфат   (1)

АDP → аденозин�монофосфат (АМP) + 

+ фосфат.                                                     (2)

Ни АDP, ни АМР не являются субстратами лю�
циферазы светляков, поэтому при разрушении
АТР до АDP и АМР свечение, обусловленное
присутствием АТР, уменьшается в тысячи раз.
Из различных сортов картофеля выделены две
различные апиразы: 1) апираза А, у которой ак�
тивность в реакции (1) в ~10 раз выше, чем в ре�
акции (2); 2) апираза В, у которой, наоборот, ак�
тивность в реакции (2) в ~10 раз выше, чем в ре�
акции (1).

Для деградации АТР необходимо использо�
вать апиразу А, поскольку именно этот фермент
обеспечивает быстрое удаление свободного АТР
из суспензии клеток. Следует подчеркнуть, что
апираза, как и другие белки, не проникает
внутрь клеток и поэтому не влияет на содержа�
ние внутриклеточного АТР. По литературным
данным десятиминутное инкубирование сус�
пензии клеток в разбавленном растворе апиразы
в сотни раз снижает концентрацию внеклеточ�
ного АТР [80]. В работе [82] авторы добавляли

апиразу в раствор Саутона. В течение рекон�
струкции лиофилизованной вакцины происхо�
дило наряду с восстановлением метаболической
активности клеток и удаление внеклеточного
АТР.

Таким образом, схема анализа гидратиро�
ванной БЦЖ вакцины выглядит следующим об�
разом: на первой стадии происходит удаление
внеклеточного АТР, на второй – экстракция
внутриклеточного АТР, а на третьей – определе�
ние концентрации внутриклеточного АТР био�
люминесцентным методом (рис. 4).

Таким образом, в данном обзоре проанали�
зированы литературные данные и собственные
работы авторов по биолюминесцентному мето�
ду определения жизнеспособности клеток и его
применению в различных областях микробио�
логии, санитарии и экологии. Рассмотрены об�
щие характеристики биолюминесцентного ме�
тода определения внутриклеточного и внекле�
точного АТР, методы измерения концентрации
АТР, особенности определения внутриклеточ�
ного АТР в индивидуальных и смешанных куль�
турах микроорганизмов, проанализирована эф�
фективность экстракции АТР из клеток различ�
ными лизирующими агентами. Проведено срав�
нение содержания внутриклеточного АТР в
клетках различных типов. Показано влияние
различных факторов на уровень внутриклеточ�
ного и внеклеточного АТР. Рассмотрены различ�
ные примеры применения биолюминесцентной
АТР�метрии для контроля качества пищевых
продуктов, санитарного состояния в медицинс�
ких и особо чистых производственных помеще�
ниях, для изучения различных процессов в кле�
точных системах (некроз и апоптоз клеток, осо�
бенности роста и деградации клеток, влияние
клеточного стресса на метаболическую актив�
ность). Показано преимущество использования
биолюминесцентного метода для контроля спе�
цифической активности вакцин на основе живых
лиофилизованных клеток микроорганизмов.
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Рис. 4. Схема биолюминесцентного анализа БЦЖ вакцины
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In this review, we analyze theoretical aspects of the ATP bioluminescence assay that is based on firefly luciferase cat�
alytic reaction and discuss its application in microbiology, sanitation, medicine, and ecology for the detection of cell
viability. We provide an overview of the general principles of the method and discuss each step of the analysis and dif�
ferent sample preparation techniques. We review the approaches required for the analysis of individual and mixed cul�
tures of microorganisms and demonstrate how the bioluminescent ATP assay can be applied in the studies of biolog�
ical processes in living cells: necrosis and apoptosis, proliferation and degradation, and cell metabolism dynamics.
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