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Ответ микроорганизмов на стресс вызывает
большой интерес, поскольку их устойчивость к
стрессам создает серьезные проблемы в антимик�
робной терапии и биотехнологии. Изучение и по�
нимание стрессовых ответов прокариот относит�
ся к важнейшим аспектам фундаментальной био�
логии. Стресс – это любые изменения в геноме,
протеоме или в окружающей среде, которые при�
водят к снижению скорости роста или способно�
сти к выживанию организма. 

Стресс испытывают все формы жизни, если
условия, в которых они обычно существуют, рез�
ко изменяются. Стрессовые ответы имеют особое
значение для микроорганизмов, которые живут в
изменяющейся окружающей среде, где происхо�
дят такие флуктуации, как суточные и сезонные
изменения температуры, рН, осмотического дав�
ления и другие факторы. Стресс для обитателей
водной среды и почв вызывают отсутствие пищи
и дефицит таких элементов, как азот, фосфор и
(или) железо.

Микроорганизмы располагают рядом адап�
тивных механизмов, обеспечивающих их суще�
ствование в изменяющихся и зачастую стрессорных
условиях окружающей среды. Помимо “классиче�
ских” стрессорных ответов, были описаны меха�
низмы, обеспечивающие генотипическое и (или)
фенотипическое разнообразие микробных популя�
ций, увеличивая шансы на выживание последних.
Механизмы, основанные на стресс�индуцирован�
ном (адаптивный) мутагенезе известны у про� и эу�
кариот. Известен феномен “генетической буфер�
ности”, проявляющийся в том, что возникшие
под действием стрессов изменения в геноме зача�
стую фенотипически не проявляются и, следова�

тельно, не попадают под действие естественного
отбора. Однако, если стрессорное воздействие
столь сильно, что преодолевает “буферные” воз�
можности организма, то доселе скрытая генети�
ческая вариабельность становится видимой и до�
ступной для факторов отбора [1]. Природа береж�
лива и полезные приобретения сохраняет в
эволюции. Реакция на стрессы у самых древних
обитателей Земли и у высших эукариот имеет
большое сходство в отношении индукции класси�
ческого механизма через образование внутрикле�
точных сигнальных (сенсорных) молекул, часто в
ответ на повреждения молекул ДНК. Но микро�
организмы, обитающие в постоянно изменяю�
щихся условиях окружающей среды, обладают
дополнительными средствами антистрессовой
защиты с использованием внеклеточных метабо�
литов, которые защищают организмы от “при�
вычных” и “незапланированных” стрессов.

Специфические глобальные ответы на стресс.
Одна стратегия стрессовых ответов направлена на
нейтрализацию и (или) избежание стрессового
удара. Такие ответы уникальны для каждого
стресса. Так, белки, необходимые бактериям для
спасения от окислительного стресса, иные, чем
белки, требующиеся для нейтрализации стресса
от голодания. Стрессовые ответы такого типа на�
зывают специфическими [2]. К ним относят голо�
довый, окислительный, кислотный стрессы. Спе�
цифический ответ возникает при слабых стрес�
сорных воздействиях. 

Если воздействия стресса не удается избежать,
то это может приводить к повреждениям макро�
молекул (ДНК, белки, клеточные покровы), по�
этому существует вторая стратегия, направленная
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на предотвращение и репарацию повреждений
клетки, что делает ее устойчивой не только к дан�
ному стрессу, но и к другим. Она называется гло�
бальным стрессовым ответом [1, 2]. Глобальные
стрессовые ответы возникают при летальных воз�
действиях. В процессе репарации белков участву�
ют белки�шапероны, отвечающие за правильную
укладку синтезирующихся полипептидов и вос�
становление нативной конформации денатури�
рованных белков. Ряд ферметов, индуцируемых
стрессами, участвуют в репарации ДНК. 

Основной механизм репарации ДНК, SOS�от�
вет, активируется разнообразными стрессами:
облучение, голодание, окисление, воздействие
антибиотиков и некоторые другие.

Покровы клеток защищает фермент D�ала�
нин�карбоксипептидаза, действие которой направ�
лено на увеличение числа поперечных мостиков в
пептидогликане и на продукты pexA�генов, которые
защищают клеточные мембраны, усиливая синтез
трегалозы. При летальных стрессах реализуются
глобальные стрессовые ответы, которые происхо�
дят с включением коровых Pex�белков независимо
от природы стресса, поэтому столкновение с
определенным стрессорным фактором придает
организму устойчивость к другим воздействиям.
При адаптивных дозах неродственных стрессов
клетки становятся устойчивыми к летальным до�
зам, что было показано в убедительных экспери�
ментах Р. Роубари и соавт. [3, 4].

Переключение экспрессии клеточных генов на
синтез характерного для стрессовых ситуаций бел�
кового профиля включает ряд факторов: 1) δ�факто�
ры (маленькие белки, которые связываются с РНК�
полимеразой, коровым ферментом, и определяют
промотор, узнающий холофермент), 2) дополни�
тельные регуляторные молекулы (cAMP, ppGpp),
3) химические изменения определенных белков.
Важную роль в стрессовых ответах играют δ70, δs,
δ32, δ54. Их холоэнзимы узнают соответствующие
промоторы. Например, Eδs контролирует 140 ко�
ровых генов, индуцированных стрессами, под
контролем Eδ32 находятся гены теплового шока и
“голодовые” гены, δ70 функционирует главным
образом в экспоненциальной фазе роста и при
специфических стрессах. Стрессовые гены, кото�
рые транскрибирует Еδ70, имеют слабые промото�
ры [2]. Поэтому транскрипция этих генов зависит
от доступности дополнительных транскрипцион�
ных факторов, а именно cAMP. Другие молекулы
с регуляторной функцией, ppGpp, оказывают по�
ложительное влияние на транскрипцию стрессо�
вых генов. 

Существует общее представление о “стрессо�
сомах”, которые служат трансдуцирующими уз�
лами, интегрирующими множественные стрес�
сорные сигналы. В частности, была реконструиро�
вана и изучена молекулярная структура стрессосом

Bacillus subtilis. Оказалось, что они состоят из ви�
русоподобного капсидного стержня, снабженно�
го сенсорными тяжами [5]. Было высказано пред�
положение, что отдельные тяжи отвечают на раз�
личные сигналы, которые аккумулируются
высококонсервативными доменами стержня [5].
При этом, эффективность стрессорного ответа,
по�видимому, зависит от мощности физико�хи�
мического удара, испытанного клеткой. Стрессо�
сомы были обнаружены во многих микробных
филогенетических таксонах (филах, греч. phyle –
племя), включая представителей Methanomicro�
biales, Proteobacteria, Actinobacteria, Cyanobacte�
ria, Bacteriodes и Deinococcus.

Механизмы стрессовых ответов связаны с хи�
мическим изменением белков при работе двухком�
понентной системы сигнальной трансдукции. Пер�
вый компонент – гистидинпротеинкиназа (ХПK),
второй – респондирующий регулятор (РР). В от�
вет на специфический стимул стабилизируется
фосфорилированная форма сенсорной киназы.
Та, в свою очередь, фосфорилирует РР. Фосфори�
лированная форма РР активирует транскрипцию
в месте мишени. ХРK из различных систем имеют
на С�конце гомологичный участок, включающий
около 100 аминокислотных остатков. Для РР ха�
рактерна гомология домена примерно из 130 ами�
нокислотных остатков на N�конце [6], что может
обусловливать перекрестные реакции между раз�
ными организмами.

Стрессовые ответы с участием внеклеточных
метаболитов. Классические работы Роубари [3, 4]
с использованием штамма Escherichia coli 1829ColV
положили начало изучению защиты бактерий от
стрессорных воздействий при участии внеклеточ�
ных сигнальных соединений (сенсоры), главным
образом, пептидной природы. В соответствии с
представлениями автора [3], стресс распознается
сенсорным экзометаболитом (ВСК, внеклеточный
сенсорный компонент), который под действием
стрессорных воздействий превращается (“активи�
руется”) в индуктор (ВИК, внеклеточный индуци�
рующий компонент) и, взаимодействуя с клеткой,
приводит к индукции устойчивости клетки к
стрессу [7]. Таким образом, по Роубари, ВСК слу�
жат первоначальной мишенью стрессового воз�
действия.

В отличие от классической индукции в индук�
ции, опосредованной внеклеточными метаболи�
тами, выделяемыми неповрежденными клетка�
ми, возможно его превентивное действие. Поэто�
му неудивительно, что большая часть стрессовых
ответов микроорганизмов связана с участием
внеклеточных факторов [7]. Их называют аутоин�
дукторами. У грамотрицательных бактерий аутоин�
дукторами кворум�сенсинга служат главным обра�
зом ацилированные лактоны гомосерина (АГЛ), но
могут быть и другие соединения, как циклические
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дипептиды, метиловый эфир 3�гидроксипальмити�
новой кислоты или 2�гептил�3�гидрокси�4�хино�
лон. Грамположительные бактерии в качестве ауто�
индукторов используют пептиды, небольшие бел�
ки, аминокислоты. АГЛ гидрофобны и покидают
клетку при простой диффузии, пептидные индук�
торы – гидрофильны и для их экскреции требуются
специальные системы экспорта. 

Клетки E. coli выделяют внеклеточные факторы
хI и хII, образующиеся в условиях стресса под дей�
ствием N�этилмалеимида (N<ЭМ) [8]. Первый из
них – хI обеспечивает прямую коллективную защи�
ту клеток от литического действия N�ЭМ; фактор
хII, представлен сигнальными молекулами, кото�
рые выделяются в среду в условиях сильного
стресса, вызывающего резкое снижение роста
культуры. Фактор хI неустойчив при нагревании и
хранении, а фактор хII стабилен в этих условиях и,
возможно, является средством межклеточной
коммуникации. Однако природа и механизмы
действия этих факторов пока не ясны. 

Напротив, хорошо изучены свойства и функ�
ции внеклеточных белков семейства Rpf, обнару�
женные в культуральной жидкости активно рас�
тущими клетками Micrococcus luteus. Основной
функцией этих белков является восстановление
колониеобразующей способности у некультиви�
руемых клеток (“оживление”). Ген rpf был выде�
лен и полностью расшифрован у продуцента, а
также ряда других бактерий. Предполагается, что
Rpf является ферментом, обладающим лизоцим�
подобной активностью, а механизм его действия
связан с модификацией клеточной стенки [9]. 

В наших исследованиях впервые было показа�
но, что белковые экзометаболиты бактерий и
дрожжей участвуют в реактивации клеток, под�
верженных действию различных стрессорных фак�
торов (УФ�облучение, нагревание, окислительный
стресс) [10–12]. С использованием тестерных
штаммов, сконструированных на основе E. coli
C600, несущих векторы с гибридными оперонами
umuD(lacZ показана сигнальная функция длинно�
цепочечных алкилоксибензолов (С12�АОБ) как
алармонов – сигналов тревоги, контролирующих
включение защитных функций организма [13].

Олигопептиды связываются с мембранными
рецепторами, и сигнал передается на молекулы
ДНК путем аутофосфорилирования рецептора
сенсорной киназы (ХПK) и последующим пере�
носом остатка фосфорной кислоты на респонди�
рующий регулятор (РР). Фосфорилирование по�
следнего приводят к его димеризации [14]. Диме�
ризация увеличивает сродство РР с оператором,
после связывания с которым следует соответству�
ющий стрессовый ответ. Результатом каскадных
реакций является индукция устойчивости клеток
к стрессорному фактору (защита) и восстановле�

ние процесса деления инактивированных клеток
(реактивация). 

Малые белковые молекулы, легко диффунди�
руя в окружающую среду, служат не только защи�
той популяции продуцента, но и соседних попу�
ляций микроорганизмов (перекрестный эффект).
Сенсор взаимодействует с организмом во время
или даже до стресса и при этом сенсорная молеку�
ла действует как внеклеточный коммуникатор,
предупреждающий соседние клетки о возможной
угрозе жизни. Это имеет огромное значение для
поддержания гомеостаза микробных сообществ в
стрессовых ситуациях, поэтому внеклеточные (оли�
го)пептидные молекулы являются незаменимыми
участниками стрессовых ответов организмов. 

Стрессовые ответы всех живых существ – вы�
соко законсервированные физиологические от�
веты, функционирующие на всех уровнях жизни.
Было показано сходство механизма сигнальной
трансдукции у бактерий и человека [6]. Как и в
случае нервной сети, в прокариотной сигнальной
трансдукции параллельно работает значительное
число трансдуцирующих путей. У E. coli функци�
онирует больше 50 различных двухкомпонентных
путей [15]. Множество путей обнаружено у раз�
личных штаммов молочнокислых бактерий. По�
казано их участие в ответах на различные стрессы
[16]. Фосфорилированные РР могут быть ста�
бильны от нескольких секунд до нескольких ча�
сов. Это дает организму нечто вроде памяти, и,
как следствие, ответ клетки на действие специфи�
ческого стимула будет зависеть от истории дан�
ной клетки в отношении этого типа стимула [6].

При максимальном стимуле сигнального пе�
реноса число сигнальных трансдуцирующих ком�
понентов в клетке может увеличиваться в 10 раз,
т.е. возможна аутоамплификация сигнальной
трансдукции [6]. ХПK может фосфорилировать
несколько молекул РР, а, в свою очередь, молекула
RR может быть фосфорилирована несколькими
ХПK. При этом образуются взаимосвязанные раз�
ветвленные перекресты, сходные с нейросетью. 

Сходство механизмов дистресса у бактерий и
высших эукариот подтверждено фактом функци�
онирования химерного белка, собранного in vitro
из сенсирующего домена аспартатного сенсора и
цитозольной части инсулинового рецептора че�
ловека. Такой химерный рецептор активировал
инсулиновый путь в эукариотических клетках [6].
Ключевой регуляторный механизм передачи сиг�
нальной информации эукариотических клеток,
включающий обратимое фосфорилирование
остатков серина, треонина или тирозина в моле�
кулах протеинкиназных рецепторов, обнаружен у
ряда бактерий и архей [14]. Показано, что рост
культур E. coli и Saccharomyces cerevisiae стимули�
руется внесением в среду гормонов человека до�
фамина и норадреналина [17].
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Имеющиеся данные литературы указывают на
высокую степень консервации стрессовых сигналь�
ных путей у бактерий, дрожжей и высших эукариот.
Это позволяет использовать клетки микроорганиз�
мов как удобную модель для характеристики отве�
тов на стрессы у более сложноорганизованных ор�
ганизмов.

Luteococcus japonicus subsp. сasei как продуцент
внеклеточных (олиго)пептидов с реактивирующими
и защитными свойствами. L. casei, грамположитель�
ные плеоморфные кокки диаметром в 1.5–2.0 мкм,
были выделены нами из сыра и описаны ранее
[18]. На основании фенотипических и молекуляр�
но�биологических исследований было показано,
что эти бактерии относятся к семейству Propioni�
bacteriaceae, которое включает роды Propionibacteri(
um, Propioniferax, Microlunatus, Tessaracoccus и Luteo(
coccus. Семейство включено в класс Actinobacteria,
порядок Actinomycetales, подкласс Actinobacteridae
[19]. От других членов семейства лютеококки отли�
чаются высоким содержанием (до 90% всех кислот)
мононенасыщенных длинноцепочечных жирных
кислот. Другие члены семейства содержат в значи�
тельных количествах изо� и антеизо�разветвлен�
ные жирные кислоты.

L. casei – факультативные анаэробы, каталазо�
и СОД�положительные, солеустойчивые орга�
низмы (растут при содержании NaCl вплоть до
6.5%). В качестве продуктов брожения они обра�
зуют пропионовую, уксусную и муравьиную кис�
лоты. На поверхности плотных сред вырастают в
виде блестящих колоний оранжевого цвета. При
культивировании в жидких средах оседают на дно
ферментера, видимо, в связи с образованием
больших агрегатов поделившихся, но не разошед�
шихся клеток, окруженных слизистой капсулой,
что видно на снимках в электронном микроскопе
[20]. Бактерии хранятся в Российской коллекции
микроорганизмов под номером ВКМ�АС 1910.

Замечательным свойством L. casei служит вы�
деление веществ пептидной природы, оказываю�
щих защитное и реактивирующее действие как на
клетки продуцента, так и на клетки других, дале�
ких в филогенетическом отношении организмов.
Вещества с реактивирующими свойствами, на�
званные нами реактивирующим фактором (РФ)
выделяют неповрежденные клетки в благоприят�
ных условиях роста, в течение всего периода раз�
вития, при этом эффективность действия РФ на�
ходится в обратной зависимости от уровня выжи�
ваемости клеток, подвергаемых стрессорным
воздействиям. При летальных интенсивностях
стрессорных воздействий и выживаемости поряд�
ка 0.01–0.001% прединкубация суспензии клеток
с РФ или бесклеточным фильтратом культураль�
ной жидкости (КЖ) приводила к увеличению вы�
живаемости в 3–10 раз [10–12, 21]. По�видимому,
при стрессах летальной интенсивности происхо�

дит подавление синтеза как ферментов репара�
ции ДНК, так и собственно РФ, поэтому клетки
эффективно отвечают на РФ, внесенный извне. 

Белковый РФ был выделен из КЖ путем ее про�
пускания через целлюлозный мембранный фильтр
(“Millipore”, США, диаметр пор – 0.22 мкм) и по�
следующего элюирования адсорбентов 3%�ным
NaCl с последующим отделением клеток путем
пропускания через фильтр с низким сродством к
белку. Для стандартизации постановки экспери�
ментов РФ выделяли из 100 мл КЖ и экстрагиро�
вали 2 мл раствора NaCl. Измерение содержания
РФ было затруднено в силу его ничтожной кон�
центрации.

Эффективность защитного или реактивирую�
щего действия оценивали по соотношению тит�
ров КОЕ в суспензиях, инкубированных с КЖ
(или РФ, см. далее) до или после стрессового воз�
действия, к титру КОЕ стрессированной культу�
ры без пред� и постинкубации. Это соотношение
обозначали как индекс деления (ИД). Учитывали
также соотношение “живых” и “мертвых” кле�
ток, определяемое после прокрашивания препа�
ратов флуоресцентным красителем Live/Dead
(“Molecular Probes Inc.”, США). Оптимальное
время реактивации составляло 10–15 мин при со�
отношении “суспензия клеток – КЖ” 1 : 1 (v/v)
при 30°С. Защитное и реактивирующее действие
РФ проявлялось при воздействии стрессорных
факторов различной природы: нагревание, облу�
чение УФ�светом, действие окислителей и ак�
тивных форм кислорода [10–12]. При этом двух�
стадийный механизм действия в отношении
стрессированных клеток продуцента был не ха�
рактерен для РФ, в отличие от ВСК/ВИК�систе�
мы в E. coli [4, 21–23]. В работах Роубари и соавт.
было показано, что для проявления индукцион�
ного действия, приводящего к возникновению
устойчивости E. coli 1829 ColV к различного рода
стрессам, белковый экзометаболит этого штамма
должен быть обязательно активирован под дей�
ствием нагревания или УФ�облучения. В случае
РФ из L. casei активация не требовалась для про�
явления реактивирующего эффекта в отношении
штамма�продуцента. Белковый метаболит L. casei
проявлял широкую специфичность в отношении
объектов его действия, клеток филогенетически
далеких организмов. Перекрестный эффект был
продемонстрирован на низших эукариотах, дрож�
жах [24] и грамотрицательных бактериях E. coli [21].
Причем в случае клеток E. coli, облученных УФ�
светом, предварительная активация РФ в 3 раза
увеличивала защитный эффект, но не оказывала за�
метного действия на реактивирующий эффект. На
реактивацию облученных УФ�светом клеток дрож�
жей активация РФ влияния также не оказывала.

Параллельный учет “живых” и “мертвых” кле�
ток прямыми микроскопическими методами по�
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сле прокрашивания клеточных суспензий флуо�
ресцентным красителем Live/Dead показал, что
доля “живых”, “переходных” и “мертвых” клеток
в исходной суспензии S. cerevisiae составляла
86, 10 и 4%, соответственно, а после облучения
УФ�светом 53, 8 и 39%. После инкубации облучен�
ных УФ�светом суспензий с РФ L. casei в течение
15 мин при 28°С суммарная доля клеток, диагно�
стируемых как “живые” (76%), была сопоставима с
таковой в интактной суспензии при одновремен�
ном уменьшении доли “мертвых” клеток (8%). 

В свою очередь S. cerevisiae образуют белковые
экзометаболиты, выделенные из КЖ тем же мето�
дом, что и РФ L. casei. Показано, что при после�
довательном внесении вначале РФ дрожжей, а за�
тем РФ лютеококков, эффективность реактива�
ции УФ�облученных клеток S. cerevisiae (как
объекта изучения перекрестного действия РФ)
ниже, чем при внесении только РФ лютеококков,
и проявляется так, как в присутствии только РФ
дрожжей [12]. При обратной схеме внесения (РФ
лютеококков, затем РФ дрожжей) в облученную
суспензию клеток S. cerevisiae проявляется не
суммарный эффект, а соответствующий РФ лю�
теококков. Иными словами, наблюдалась конку�
ренция РФ бактерий и дрожжей за мембранные
рецепторы, что может иметь место при гомоло�
гичности белковых молекул или их доменов.

Препараты РФ лютеококков и S. cerevisiae
имели сходные профили элюции при их очистке
методом ВЭЖХ [24]. Спектры белков регистри�
ровали на приборе Autoflex II (“Bruker”, Герма�
ния). Масс�спектральный анализ (MALDI�
TOF) показал, что основной компонент РФ
S. cerevisiae представлен белком с М.М. 5.8 кДа.
Компонент с близкой массой присутствовал в
препарате РФ L. casei. Не исключено, что нали�
чие в составе РФ бактерий и дрожжей этого пеп�
тида может обусловливать перекрестные ответы у
этих микроорганизмов.

Помимо указанного пептида, в составе РФ бы�
ли обнаружены дополнительные пептидные фак�
торы. В настоящее время проводится разделение
белковой смеси в сочетании с тестированием
биологической активности каждой фракции. 

При изучении препаратов РФ были сделаны
некоторые заключения о свойствах и механизмах
их действия. РФ обладает типичными свойствами
сигнальных молекул: синтезируется и аккумули�
руется в среде в ничтожных количествах, функци�
онирует в очень низких концентрациях, проявля�
ет дозозависимый эффект, достаточно термоста�
билен и устойчив при хранении [12]. РФ L. casei
образуется конститутивно клетками, растущими
в благоприятных условиях, и кривая зависимости
защитного (реактивирующее) действия от коли�
чества вносимого РФ имеет S�образный характер
[12], что предполагает кооперативный тип его

взаимодействия с клеткой и рецепторный способ
передачи сигнала. В пользу мембранного меха�
низма действия РФ свидетельствует быстрое (в
течение нескольких минут) проявление стрессо�
протекторной активности РФ и влияние на его
активность состояния цитоплазматической мем�
браны, меняющегося в зависимости от стадии
развития микробных культур. При сравнитель�
ном анализе реактивирующего действия РФ на
клетки лютеококков в логарифмической и стаци�
онарной фазе роста было показано, что РФ�опо�
средуемая реактивация клеток в первом случае в
два раза выше, чем во втором.

При изучении механизма антистрессового
действия РФ L. casei использовали изогенные
штаммы E. coli с различными дефектами репара�
ционных систем: Uvr A–, Rec A–, Pol A– и штамм
AB 1157, клетки которых подвергали облучению
УФ�светом высокой интенсивности [21]. У штам�
ма Uvr A– не функционирует эксцизионная репа�
рация, имеющая первостепенное значение при
репарации облученных УФ�светом клеток, но
действует пострепликативная (рекомбинацион�
ная) и SOS�репарация. Штамм Pol A– осуществ�
ляет эксцизионную репарацию, но более медлен�
но, чем клетки “дикого” типа. Рекомбинацион�
ная и SOS�репарация функционируют у него
эффективно. Штамм Rec A– не осуществляет ре�
комбинационную и SOS�репарацию, сохраняя
при этом активность эксцизионной системы репа�
рации. У штамма AB 1157 системы репарации ДНК
не нарушены. Защитное действие РФ L. casei прояв�
лялось в увеличении выживаемости облученных
УФ�светом клеток Uvr A–, Pol A– и Rec A– соответ�
ственно в 15.7, 12.0 и 12.0 раз. 

Предварительная активация РФ значительно
увеличивала его защитный эффект только в отно�
шении клеток “дикого” штамма AB 1157. Выжи�
ваемость УФ�облученных, прединкубированных
с РФ клеток была только в 2 раза выше, чем в кон�
троле (необлученные клетки); напротив, после
инкубации с РФ, предварительно облученного
УФ�светом выживаемость штамма увеличивалась
в 23 раза [21]. Различная реакция клеток “дикого”
штамма и мутантов на “активированный” РФ,
по�видимому, связана с различиями в структуре
рецепторов цитоплазматической мембраны. Но у
всех мутантов, независимо от типа используемой
репарационной системы, под действием РФ про�
исходит многократное увеличение числа КОЕ у
защищаемых им клеток. Можно сделать вывод,
что действие РФ не направлено на интенсифика�
цию репарационных систем, функционирующих
в клетках мутантных штаммов, поскольку, неза�
висимо от типа повреждения, наблюдалось сход�
ное защитное действие РФ.

Схожесть протекторного эффекта РФ в отно�
шении «дикого» штамма и репарационных му�
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тантов позволяет связывать его действие с участи�
ем в общей для клеток функции – репликации.
Деление клеток E. coli не начинается, пока не
устранятся повреждения ДНК, а ингибитором
клеточного деления служит белок Sul�A. Тран�
скрипция гена sul(A индуцируется в условиях
стресса при SOS�ответе. Продукт этого гена инги�
бирует образование Z�кольца до завершения ре�
парации ДНК [25]. 

Приведенные выше факты, касающиеся усло�
вий и механизма действия РФ, были проверены и
подтверждены на специально сконструирован�
ном штамме. Он был создан на основе E. coli С600
и содержал гибридный оперон umuD(lac(Z [26].
Ген umuD кодирует низкоточечную полимеразу
PolV и участвует в осуществлении SOS�ответа. Ре�
перный ген lac(Z это ген β�галактозидазы. При
возрастании дозы облучения УФ�светом, приво�
дящей к образованию однонитевых разрывов
ДНК, в клетках штамма, несущего оперон umuD(
lac(Z увеличивается количество фермента β�га�
лактозидазы, что свидетельствует о реализации
SOS�ответа. Активность оперона umuD(lac(Z под�
твердила предположение о наличии протектор�
ного дозозависимого действия РФ L. casei на об�
лученные УФ�светом клетки E. coli. При пересче�
те активности β�галактозидазы на количество
оставшихся жизнеспособными клеток оказалось,
что уровень экспрессии гена umuD в них возрас�
тал на 2–3 порядка. Однако в клетках, предвари�
тельно инкубированных с РФ, этот уровень был
значительно ниже. Таким образом, РФ отчасти
подавлял характерную для umuD SOS�зависимую
регуляцию и не являлся индуктором SOS�ответа
клетки. 

Данные, полученные с использованием скон�
струированного штамма, подтвердили заключе�
ния, сделанные при работе со штаммами, лишен�
ными различных систем репарации ДНК. Но ме�
ханизм антистрессового действия РФ пока
остается неясным и требует дальнейших исследо�
ваний.

Реактивирующее перекрестное действие внекле<
точных метаболитов грам<отрицательных бакте<
рий, архей и эукариот. Использование внеклеточ�
ных метаболитов в качестве зондов окружающей
среды, по�видимому, широко распространено
среди микроорганизмов и является скорее нор�
мой, чем исключением. Ниже приведены резуль�
таты исследований грамотрицательных бактерий
(на примере E. coli), низших эукариот (на приме�
ре дрожжей), архей и клеток млекопитающих (на
примере клеток HeLa) в качестве продуцентов и
(или) акцепторов пептидных сигналов�сенсоров,
участвующих в индукционной защите и (или)
подготовке организмов к столкновению со стрес�
сором.

Клетки E. coli в качестве сенсоров используют
также пептиды или малые белки, в отличие от
других грамотрицательных бактерий, использую�
щих главным образом N�ацил�гомосеринлакто�
ны [27]. Большой вклад в изучение защитного
действия пептидных экзометаболитов E. coli был
внесен Р. Роубари [3, 4]. Автором была показана
двухстадийность защитного действия, перекрест�
ное действие стрессорных факторов, индукция
устойчивости к стрессам в результате предваритель�
ного слабого воздействия последних на клетки. Он
также подчеркивал важность коммуникативного
значения внеклеточного защитного фактора и его
практическое значение для биотехнологии и меди�
цины, поскольку способность энтеробактерий
приобретать устойчивость к различным химиче�
ским и физическим стрессорным воздействиям,
сохраняя жизнеспособность (как в природных
условиях, так и при приготовлении пищи и кор�
мов), может быть причиной заболеваний живот�
ных и людей.

Однако выделение и идентификация активно�
го соединения проведена не была, и все исследо�
вания на сегодня были выполнены с бесклеточ�
ным супернатантом E. coli. В нашей работе [28]
впервые был продемонстрирован реактивирую�
щий эффект супернатанта (КЖ) различных
штаммов E. coli: выживаемость штаммов, облу�
ченных УФ�светом, увеличивалась более, чем в
4 раза. Было показано, что биологическая актив�
ность КЖ связана с термолабильным веществом
(ами) белковой природы, с М.М. менее 10 кДа.
Реактивирующее действие КЖ штамма К�12
лишь незначительно усиливалось после актива�
ции нагреванием по сравнению с контрольной,
интактной КЖ.

Выше было показано, что белковый экзомета�
болит (РФ) L. casei обладает перекрестным реак�
тивирующим действием в отношении низших эу�
кариот – дрожжей, подвергнутых различным
стрессорным воздействиям.

Защитное и реактивирующее действие РФ
L. casei было показано и в отношении E.coli К�12.
Причем его активация УФ�облучением и нагрева�
нием увеличивала защитный эффект в 3 раза, но
не оказывала заметного действия на реактивиру�
ющий эффект, аналогично тому, что было показа�
но для белкового экзометаболита E. coli. Это на�
блюдение может быть обусловлено модификаци�
ей как самого РФ, так и мембранных рецепторов
объекта, подвергаемого облучению и нагрева�
нию. Экзометаболит(ы) E. coli не индуцировал за�
щитный перекрестный эффект L. casei.

Заметное реактивирующее действие РФ
L. casei в отношении облученных клеток E. coli
позволяло предположить способность последних
синтезировать аналогичное соединение, однако
аналог этого белкового фактора в КЖ E. coli обна�
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ружен не был, а реактивирующая активность по�
следней была связана с супернатантом, получен�
ным после отделения предполагаемого белкового
фактора (РФ) из КЖ. Следовательно, белковые
сенсоры E. coli К�12 и L. casei различаются в отно�
шении своей локализации и свойств.

Физико�химическая характеристика внекле�
точных факторов адаптации E. coli разных штам�
мов пока не получена, но имеющиеся данные по�
казывают, что клетки штаммов логарифмической
фазы роста выделяют в среду белковые соедине�
ния, обеспечивающие жизнеспособность попу�
ляции в стрессовых ситуациях. Белковые факто�
ры, участвующие в химической коммуникации,
синтезируются клетками E. coli в ничтожных коли�
чествах, имеют небольшую молекулярную массу и,
следовательно, их синтез не связан с большими
энергетическими и конструктивными затратами.

Низшие эукариоты, дрожжи S. cerevisiae, Kluyver(
omyces lactis и Candida utilis, в обычных условиях ро�
ста выделяют в среду вещества пептидной природы
не только защитного, но и реактивирующего дей�
ствия [29]. Этим свойством обладают также пред�
ставители других семейств, обитатели различных
экотопов, имеющие важное практическое приме�
нение [30]. 

Аскомицетные дрожжи Debariomyces hansenii
выделены из муравейника. Это соле� и кислото�
устойчивые дрожжи, встречаются в морской воде,
вареньях, сиропах и джемах, играют отрицатель�
ную роль в рассолах. Активные продуценты липи�
дов, протеаз и инулиназ, хорошо усваивают лак�
тозу и образуют большую биомассу при росте на
молочной сыворотке [31]. 

Arthroascus shoenii – аскомицетовые дрожжи
семейства Saccharomycetaceae, обитают на ли�
стьях дуба [31]. Rhodotorula glutinis – аспороген�
ные красные дрожжи семейства Cryptococcaceae,
фитобионты, обитающие на поверхности листьев
различных растений. Служат источниками вне�
клеточных протеаз, L�аспарагиназы (противора�
ковое средство) и каротиноидов [31]. С использо�
ванием этих дрожжей разработан способ получе�
ния фенилаланинаммиаклиазы [32]. 

Phaffia rhodozyma – базидиомицетовые крас�
ные дрожжи, эпифиты, выделяются только из со�
котечений деревьев, максимальная температура
роста 22°С. Единственные дрожжи, способные
синтезировать каротиноид астаксантин, широко
используемый в медицине, косметике и как кор�
мовая добавка при выращивании лососевых рыб.

Yarrowia lipolytica, также дрожжи аскомицето�
вого аффинитета семейства Dipodascaceae, изо�
лированы с поверхности выделяющих соль ли�
стьев пустынных растений Ближнего Востока.
Осмо�, соле� и щелочеустойчивый штамм дрож�
жей, в отличие от других представителей этого
вида, способен к быстрому росту при щелочных

значениях рН. Были предложены в качестве про�
дуцентов лимонной кислоты из углеводородов
нефти, являются хорошим продуцентом липаз и
протеаз [33].

Endomycopsis magnusii – аскомицеты, дрожже�
подобные грибы, способные образовывать ис�
тинный мицелий, облигатные паразиты грибов.

Чувствительность клеток дрожжей к УФ�облу�
чению снижалась в следующем порядке: A. shoe(
nii, D. hansenii, S. cerevisiae, K. lactis, C. utilis,
P. rhodozyma, E. magnusii, Y. lipolytica, R. glutinis.
Наибольшей устойчивостью обладали красные
дрожжи R. glutinis, P. rhodozyma за счет высокого
содержания каротиноидных пигментов и Y. lipoly(
tica, выделенная из мест с высокой солнечной ра�
диацией. К дрожжам, устойчивым к УФ�излуче�
нию, относятся также E. magnusii.

Из КЖ дрожжей выделяли антистрессовый
белковый фактор по той же процедуре, что РФ
лютеококков, как описано выше. Максимальный
защитный и реактивирующий эффект дрожжево�
го РФ проявлялся при значениях выживаемости
облученных дрожжей в интервале 0.01–0.05%
[30]. Такой характер зависимости объясняется
тем, что репарационные системы в клетках при�
сутствуют в низких концентрациях, особенно
ферменты репарации ДНК. 

При слабом облучении (высокая выживае�
мость) индуцируются ферменты расщепления
димеров тимина (главный продукт УФ�облуче�
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Рис. 1. Защитный (I) и реактивирующий (II) эффекты
РФ, синтезированных различными штаммами дрож�
жей, на УФ�облученные клетки тех же культур (доза
Дж/м2).
1 – S. cerevisiae; 2 – C. utilis; 3 – K. lactis; 4 – D. hansenii;
5 – R. glutinis; 6 – A. shoenii; 7 – P. rhodozyma; 8 – Y. li(
polytica.
ИД – индекс деления, отн. ед.
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ния) и активируются ферменты репарации. Ле�
тальные дозы облучения приводят к образованию
такого количества димеров, при котором фермен�
ты репарации подавлены, и именно такие клетки
становятся наиболее восприимчивыми к внеш�
ним факторам реактивации. При более высокой
выживаемости (20–50%) в качестве защитного
механизма и повышения устойчивости клеток к
стрессорным воздействиям могут использоваться
алкилоксибензолы (АОБ) [35], синтез которых
связан с меньшими энергетическими и конструк�
тивными затратами, чем синтез белков. АОБ син�
тезируют многие микроорганизмы, в том числе
дрожжи S. cerevisiae и бактерии L. casei. Была по�
казана индуцированная стрессом стимуляция
синтеза С7�АОБ [35]. С7�АОБ – вещество феноль�
ной природы, внесенное в суспензию S. cerevisiae,
проявляло защитное, но не реактивирующее дей�
ствие в условиях окислительного стресса и тепло�
вого шока [35].

На рис. 1 представлены данные по сравнитель�
ному защитному и реактивирующему действию
РФ изученных дрожжей, откуда видно, что за�
щитное действие превышало реактивирующее.
Наибольшей эффективностью обладал РФ близ�
ких в систематическом отношении пищевых
дрожжей S. cerevisiae и K. lactis. У дрожжей, выде�
ленных из природных экотопов, особенно окра�
шенных штаммов R. glutinis и P. rhodozyma, дей�
ствие РФ было менее выражено, по�видимому, в
связи с наличием других природных защитных
систем, например каротиноидов. Кроме того, в
тех стрессовых условиях, в которых фактически
обитают эти дрожжи в природе, в первую очередь,
снижается синтез рРНК и рибосомных белков
[36], поскольку синтез рибосом связан с больши�
ми энергетическими затратами. Более слабый
рост дрожжей, выделенных из экстремальных
экотопов, наблюдался и в наших исследованиях.

Ранее сообщалось о перекрестном действии
РФ дрожжей S. cerevisiae и бактерий L. casei, а в
составе РФ этих микроорганизмов были обнару�
жены пептиды с идентичной молекулярной мас�
сой [24]. В дальнейшем было показано перекрест�
ное защитное и реактивирующее действие РФ
разных дрожжей [29]. Причем перекрестная за�
щита увеличивалась в 2–3 раза при активации
(облучение) РФ, которая, впрочем, не влияла на
реактивирующее действие. Наблюдение свиде�
тельствует о нестрогой специфичности РФ, обра�
зованных S. cerevisiae, K. lactis и C. utilis, которая
еще больше снижалась после их облучения. Воз�
можно, при этом происходило изменение кон�
формации пептида или каких�то его групп, что
облегчало его узнавание и связывание с рецеп�
торными белками цитоплазматической мембра�
ны. В случае реактивации облученных клеток мо�
жет происходить модификация не только сенсор�

ных молекул, но и рецепторов, что может снижать
их сродство.

РФ S. cerevisiae не проявлял киллерного или
ингибирующего действия в отношении как дрож�
жей, так и грамположительных и грамотрица�
тельных бактерий [29].

Использованные штаммы дрожжей имеют
разнообразное биотехнологическое применение.
В производстве (например, при получении этано�
ла) дрожжи подвергаются воздействию ряда
стрессорных факторов.

Использование природных протекторных
факторов может увеличить выход полезных про�
дуктов за счет снижения ингибирующего дей�
ствия стрессоров на клетки продуцентов. 

Археи. Археи впервые были использованы на�
ми в качестве объектов, выделяющих метаболиты
с антистрессовыми свойствами. Представителем
домена архей были выбраны экстремальные гало�
филы Haloarcula marismortui, у которых обнару�
жен самозащитный фактор. Его прединкубация с
суспензией клеток продуцента, подвергнутых
кислотному стрессу, не только сокращала период
их реабилитации, но и оказывала защитное дей�
ствие на клетки дрожжей, инактивированных на�
греванием.

Геном H. marismortui полностью расшифрован.
В частности, было показано, что этот археон име�
ет хорошо развитый сенсорный аппарат и отвеча�
ет на различные изменения в окружающей среде
[37]. Кроме сенсорно�рецепторных белков, в том
числе гистидинкиназы, H. marismortui содержит
большое число сенсорных трансдуцирующих бел�
ков и, по�крайней мере, 43 индивидуальных белка
входят в состав РР�домена, типичного для РР бак�
териальных двухкомпонентных систем. Спектр
сенсоров сигнальных трансдукторов и транскрип�
ционных регуляторов позволяет ощущать и под�
страивать физиологию архей к резким изменени�
ям в окружающей среде: высокому или низкому
содержанию кислорода, жесткой радиации, воз�
можному высыханию водоемов, снижению кон�
центрации соли [38]. Из клеток H. marismortui вы�
делен новый белок p45, который проявляет ак�
тивность молекулярного шаперона только при
низкой концентрации соли [37].

Суспензию клеток подвергали кислотному
стрессу и в качестве стрессорного фактора ис�
пользовали цитратный буфер, рН 2.6. Галоархеи
не образуют жирных кислот, и при низких значе�
ниях рН их рост подавлен [39]. Использование
традиционного метода количественного учета
клеток по числу КОЕ в случае архей оказался не�
приемлемым. Из разведенных суспензий коло�
нии на плотных средах не вырастали. Поэтому
влияние протекторного фактора оценивали при
сравнении скорости роста вариантов. В кон�
трольном варианте рост культуры происходил без
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лаг�фазы, и максимум накопления клеток наблю�
дали к исходу 48 ч. После этого наступала стацио�
нарная фаза, и к 72 ч часть клеток лизировалась. У
культуры, выдержанной в течение 1 ч в цитрат�
ном буфере, рН 2.6, при последующем выращива�
нии в питательной среде лаг�фаза продолжалась
48 ч с последующим едва заметным выходом
культуры в рост (рис. 2). Прединкубация с бес�
клеточным фильтратом КЖ сокращала время
лаг�фазы до 30 ч, после чего культура переходила
к экспоненциальному росту, который продолжал�
ся и после 72 ч. Под действием кислотного стрес�
са скорость роста культуры в экспоненциальной
фазе (μ 0.013 ч–1) снижалась в 3 раза по сравне�
нию с контролем (μ 0.04 ч–1), а прединкубация с
КЖ сводила эту разницу до 2 раз (μ 0.03 ч–1). 

Таким образом, действие самозащитного фак�
тора проявлялось в том, что период реабилитации
у защищенных клеток наступал раньше, чем у
стрессированных, но незащищенных, и можно
предположить, что в культурах, инкубированных
с КЖ перед кислотным стрессом, сохранялось
больше жизнеспособных клеток, чем в незащи�
щенных культурах.

Известно, что ряд фундаментальных молеку�
лярных свойств архей сближают их с эукариота�
ми, например, это касается аппарата репликации
ДНК, транскрипции, трансляции, гомологии ряда
белков теплового шока. У архей и эукариот при�
сутствуют протеасомы, экзосомы, которых нет у
бактерий [39]. Недавно у галоархей обнаружена
каспазо�подобная активность фермента, участву�
ющего в апоптозе эукариотных клеток [40].

Нами был обнаружен дополнительный факт,
указывающий на родство архей и эукариот в от�
ношении молекулярно�биологических свойств.
Было показано, что активный фактор КЖ оказы�
вает протекторное действие на клетки S. cerevisi(
ae, подвергнутые нагреванию, увеличивая их вы�
живаемость в 3 раза [41]. Инкубирование КЖ
H. marismortui с протеиназой К не снимало ее про�
текторного действия, что служит косвенным ука�
занием на небелковую природу протектора. В лите�
ратуре описано несколько факторов, обладающих
защитным действием, в том числе “химические ша�
пероны” АОБ, обнаруженные в КЖ и клетках мно�
гих микроорганизмов, включая S. сerevisiae [42].
Эти стабильные соединения могут быть кандида�
тами на роль протектора и в случае архей.

Параллельный учет “живых” и “мертвых” кле�
ток прямыми микроскопическими методами по�
сле прокрашивания клеточных суспензий дрож�
жей флуоресцентным красителем Live/Dead по�
казал, что доля “живых” и “мертвых” клеток в
исходной суспензии составила 88 и 12%, а доля
после нагревания – 0.9 и 99% соответственно.
Прединкубация суспензии дрожжей в течение
15 мин при 32°С с КЖ архей и последующего на�

гревания приводила к увеличению доли “живых”
клеток до 38% при одновременном снижении до�
ли “мертвых” (55%); 5% составляли клетки с жел�
той флуоресценцией, состояние которых относят
к переходному [41].

Низшие эукариоты, дрожжи S. сerevisiae, слу�
жат излюбленной моделью для изучения фунда�
ментальных процессов молекулярной биологии.
Существует множество примеров функциониро�
вания белков человека, экспрессированных в
клетки дрожжей. Клеточный цикл дрожжей схо�
ден с клеточными циклами всех соматических
клеток, а половой процесс S. сerevisiae аналогичен
репродукции человека [43]. В синтезе коротких
нейропептидов эндорфинов принимает участие
фермент, специфически расщепляющий предше�
ственник гормона. Этот фермент был успешно за�
мещен дрожжевым ферментом, расщепляющим
предшественник дрожжевого пептидного гормо�
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Рис. 2. Влияние pH на скорость роста культуры в кон�
троле и в присутствии защитного фактора H. maris(
mortui.
а – pH 2.6; б – рН 5.6. Контроль (1), обработка клеток
цитратным буфером после предынкубации с защит�
ным фактором (2) или 25% NaCI (3).
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на α�фактора [43]. Будут ли клетки млекопитаю�
щих узнавать защитные белки дрожжей? В каче�
стве мишени были использованы клетки HeLa.

На воздействие стрессорных факторов клетки
HeLa отвечают образованием стрессовых гранул
(СГ, рис. 3), которые выявляли методом непря�
мой флуоресценции с помощью антител к бел�
кам, специфичным для СГ [44, 45]. Влияние РФ
дрожжей на число клеток HeLa, содержащих СГ,
проводили при возрастающих концентрациях ар�
сенита. Полученные результаты представлены на
рис. 4, из которого видно, что РФ дрожжевого
происхождения снижал образование СГ только
при незначительном стрессовом воздействии
(50 мкМ арсенита Na). С увеличенной стрессовой
нагрузкой защитные пептидные факторы в испы�

танных дозах не справлялись. РФ, полученный из
дрожжевой культуры, выращенной на бедной
среде, снижал образование гранул примерно на
30%. РФ, образованный культурой S. сerevisiae,
выращенной на богатой среде, снижал образование
гранул примерно на 20%. В дальнейшем планирует�
ся увеличение дозы защитного фактора и изучение
его влияния на клетки высших эукариот, подверга�
емых менее сильным стрессовым воздействиям.

В целом, полученные в работе результаты по�
казывают широкие перекрестные стрессовые от�
веты среди представителей трех доменов жизни
от бактерий до млекопитающих. Высокая степень
эволюционной консервации стрессовых путей у
бактерий, архей, дрожжей и высших эукариот озна�
чает, что прокариоты, и особенно низшие эукарио�
ты, могут служить хорошей моделью для понима�
ния стрессовых ответов у высших эукариот.

Впервые показано, что галоархеи, обладаю�
щие поразительной устойчивостью к экстремаль�
ным условиям за счет сильных репарационных
систем и особенностей клеточной организации,
также пользуются почти универсальным спосо�
бом самозащиты и защиты других, отдаленных
миллиардами лет от них живых организмов, пу�
тем образования внеклеточных метаболитов – зон�
дов окружающей среды. Выделение и идентифика�
ция таких зондов – предмет наших дальнейших ис�
следований.

Представленные в настоящей работе факты и
наблюдения показывают, что реактивация и за�
щита подвергнутых стрессу культур является рас�
пространенным явлением в мире про� и эукариот,
а перекрестные реакции между стрессированны�
ми и нестрессированными популяциями – скорее
норма, чем необычное событие, и ключевую роль
в этих жизненно важных процессах выполняют
олигопептиды. 

Описаны разнообразные регуляторные функ�
ции олигопептидов в жизненно важных процес�

(a) (б)

Рис. 3. Иммунофлуоресцентное окрашивание антителами к фактору IF3a интактных клеток HeLa (а) и клеток HeLa,
обработанных 150 мкМ арсенитом натрия (б).
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Рис. 4. Число клеток HeLa со стрессовыми гранулами
(%) при инкубации с арсенитом натрия. I – интакт�
ные клетки, II – клетки, прединкубированные с РФ
L. casei, III – клетки, прединкубированные с РФ
дрожжей S. cerevisiae, выращенных в синтетической
среде. 
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сах у высших организмов и в регуляции межвидо�
вых взаимоотношений у прокариот [46].

При изготовлении продуктов, получаемых на
основе жизнедеятельности дрожжей или смеси
дрожжей и бактерий, возможна инактивация кле�
ток микроорганизмов и повышение устойчивости
к стрессорным воздействиям путем использования
природных защитных факторов имеет важное прак�
тическое значение. Образование антистрессовых
экзометаболитов клетками L. casei может способ�
ствовать увеличению жизнеспособности бакте�
рий закваски.

В свете имеющихся экспериментальных дан�
ных может быть поставлен вопрос о целесообраз�
ности включения L. casei в закваски для твердых и
мягких сыров, созревающих с участием дрожжей,
поскольку, как было показано, РФ L. casei оказы�
вает перекрестное защитное и реактивирующее
действие на стрессированные клетки дрожжей.

Работа выполнена при поддержке РФФИ
(проект № 13�04�00518).
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Abstract—This paper reviews examples of specific and global responses of microorganisms and the charac�
teristics of stress responses involving extracellular signaling metabolites. Information regarding the protective
and reactivating effects produced by active exometabolites of representatives of domains of bacteria, archaea,
and eukaryotes is summarized, and interdomain cross�responses to stressors are demonstrated.
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