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Исследовали фотобиомодуляцию бактерий Escherichia coli под действием непрерывного или им-
пульсного с частотой повторения импульсов 2 Гц красного лазерного излучения. Обнаружено, что
облучение приводит к увеличению количества индивидуальных колоний, в случае импульсного из-
лучения более чем двукратному, в том числе за счет деградации бактериальных агрегатов – точек
инициации образования биопленок, не влияя на показатели светорассеяния культуры. Построена
лазерно-индуцируемая сигнальная сеть, сопряженная с глобиновыми О2-сенсорами – DgcO дигуа-
нозинмонофосфат циклазой и PdeO фосфодиэстеразой. Предполагается, что индуцируемый лазер-
ным локальным перегревом хромофора конформационный сдвиг способен замещать кислород в
управлении глобиновами О2-сенсорами, выключая DgcO и включая PdeO, сдвигая равновесие в
сторону снижения уровня циклического димерного гуанозинмонофосфата, бактериальных агрега-
тов и микробных биопленок – мишеней для фотобиомодуляции противоопухолевой терапии.
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Фотомодуляция противоопухолевой терапии
является предметом интенсивных исследований
и острых дискуссий [1–3]. Перспективным под-
ходом к оценке эффективности и безопасности
этой лазерной биотехнологии может стать изуче-
ние реакции на световое излучение отдельных
компонентов мультикомпонентной системы опу-
холи, имеющих различные оптические и фоторе-
цепторные свойства, а также индивидуальные ин-
формационные сети, обеспечивающие восприя-
тие и процессинг лазерного сигнала [4]. Одной из
мишеней противоопухолевой терапии является
опухолевый микробиом, включающий в себя, в
том числе и бактерии Escherichia coli [5]. Структу-
рированный в микробные биопленки микробиом
часто является существенным компонентом опу-
холей, влияющим на их устойчивость к антибио-
тикам и противоопухолевой терапии [6]. Физио-
логический переход бактерий, в частности E. coli,
от планктонной формы к биоплeнкам регулиру-
ется вторичным мессенджером, циклическим ди-
мерным гуанозинмонофосфатом (ц-ди-ГМФ), в
определении уровня которого участвуют сопря-
женные с глобинами О2-сенсоры, циклазы и фос-
фодиэстеразы [7]. Ранее нами была построена ла-
зерно-индуцируемая сигнальная сеть, способная
управлять фотобиомодуляцией модельных опу-

холей у животных, ключевым фоторецептором в
которой служит цитоглобин млекопитающих [8].
Задачей настоящего исследования является диагно-
стика сопряженной с бактериальными глобинами
информационной сети в клетках E. coli, путем воз-
действия на бактериальные агрегаты – точки ини-
циации образования биоплeнок лазерного излуче-
ния со спектральными и частотными параметрами,
соответствующими спектральным и кинетическим
характеристикам эндогенных фоторецепторов.

В проведенных экспериментах изучали влия-
ние красного непрерывного излучения He-Ne ла-
зера (Spectra Physics 125A, США) с длиной волны
632.8 нм, или импульсного излучения полупро-
водникового лазера (Omega, Англия) с частотой по-
вторения импульсов 2Гц и длиной волны 660нм на
культуры бактерий E. coli.

Бактерии E. coli WP2 дикого типа, а также
штаммов uvrA и recA из коллекции кафедры гене-
тики биологического факультета МГУ выращи-
вали в тонком слое питательной среды LB в тече-
ние 16 ч при 37°С без перемешивания, собирали
клетки на мембранных фильтрах, промывали 0.05
М K,Na-фосфатным буфером и суспендировали в
этом буфере до концентрации 2–5 × 108 колоний в
мл. В течение 60 с 1 мл полученной суспензии при
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толщине слоя 2 мм облучали красным светом, за-
тем аликвоты по 0.3 мл облученной или кон-
трольной (необлученной) суспензии засевали в
2.7 мл среды и инкубировали при 37°С (30, 60 или
90 мин) без перемешивания при толщине слоя
7 мм. Затем из каждого образца отбирали порцию
для последующего разведения и рассева на твер-
дую богатую питательную среду с целью опреде-
ления количества индивидуальных колоний.
Оставшуюся часть использовали для измерения
светорассеяния (D550) в спектрофотометре (Spe-
cord M40, Zeiss, Германия) при длине волны 550
нм с соответствующе разведенной средой в рефе-
рентной кювете. Эксперименты проводили при
слабом естественном освещении. Каждая точка на
рис. 1 представляет среднее из 3–5 независимых
экспериментов по три повторности в каждом.

В экспериментах бактериальные культуры вы-
ращивали без перемешивания и при пересеве бак-
терий дикого типа из буфера в свежую питательную
среду увеличение количества колоний происходило
с существенной задержкой (рис. 1, кривая 1).

Низкоинтенсивное лазерное излучение во
всем изученном диапазоне времен пострадиаци-
онной инкубации не влияло на показатель свето-
рассеяния, который быстро увеличивался и в кон-
трольных (рис. 1, кривая 3) и в опытных (рис. 1,
кривая 4) образцах. Колониеобразующая способ-

ность бактериальных клеток возрастала после воз-
действия непрерывного красного света, разница в
показателях облученных и необлученных культур
приближалась к 200% при временах пострадиаци-
онной инкубации 60–90 мин (рис. 1, кривая 2).
Воздействие импульсного красного излучения
полупроводникового лазера также слабо влияло
на показатели светорассеяние бактериальной
культуры. В то же время импульсное излучение с
длиной волны 660 нм, частотой повторения им-
пульсов 2 Гц и времени облучения 60 с, за 60 мин
пострадиационной инкубации выявило более
чем двукратное превышение контрольных пока-
зателей колониеобразующей способности (дан-
ные не представлены).

Целью дальнейших экспериментов было иссле-
дование возможности фотобиомодуляции штам-
мов бактерий с нарушенными репаративными
функциями. Как следует из данных, представлен-
ных в табл. 1, реакция на непрерывное красное
лазерное излучение штамма uvrA в целом повто-
ряет тенденции, характерные для дикого типа, де-
монстрируя более высокий уровень стимуляции,
достигающий 300%. Фотобиомодуляция способ-
ности клеток образовывать индивидуальные ко-
лонии в случае бактериальной культуры штамма
recA в наших условиях не обнаружена.

Рис. 1. Кривые роста культур бактерий E. coli дикого типа при облучении непрерывным красным светом с длиной вол-
ны 632.8 нм. Доза 4 кДж/м2, время облучения 60 с. 1, 3 – Контрольные (необлученные) образцы, 2, 4 – облученные.
Критерием роста служили эффективность светорассеяния (3, 4) или количество индивидуальных колоний на твердой
питательной среде (1, 2). Все кривые нормированы на соответствующую нулевую точку. Показатели в нулевой точке
составляли D550 = 0.25 и 5 × 107 колоний в 1 мл.
Fig.1. Growth curves of wild-type E. coli bacterial cultures under irradiation with continuous red light with a wavelength of
632.8 nm. Dose 4 kJ/m2, irradiation time 60 s. 1, 3 – Control (non-irradiated) samples, 2, 4 – irradiated samples. Growth criteria
were light scattering efficiency (3, 4) or number of individual colonies on solid nutrient medium (1, 2). All curves were normalized
to the corresponding zero point. The values at the zero point were D550 = 0.25 and 5 × 107 colonies in 1 mL.
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На фоне резкого роста показателя в контроль-
ных образцах после часовой инкубации по сравне-
нию с нулевой точкой, в облученных образцах к
этому времени наблюдается достигающее 20% от-
ставание от контрольного уровня колониеобразу-
ющей способности.

Одним из критериев, по которым мы судили о
влиянии низкоинтенсивного лазерного излуче-
ния на бактерии, служила интенсивность свето-
рассеяния (оптическая плотность) жидкой куль-
туры. Cущественной разницы в интенсивности
светорассеяния в облученных и необлученных
культурах не зафиксировано, что возможно обу-
словлено наблюдаемой в течение нескольких по-
колений тенденцией к гомеостазу, который не за-
висит от генотипа, соотношения между размера-
ми и сухой массой клеток [9].

Обнаруженное в наших экспериментах практи-
чески двукратное повышение количества клеток,
способных образовывать индивидуальные колонии
после лазерного облучения может отражать вклад
по крайней мере двух процессов. Ранее нами по-
казана возможность фотобиомодуляции деления
клеток бактерий E. coli [10]. Существенный вклад
в увеличение количества индивидуальных коло-
ний может вносить лазерно-индуцированное раз-
рушение бактериальных агрегатов, являющихся
ранним этапом, точкой инициации образования
биопленок, контролируемых на уровне ц-ди-ГМФ
[11]. В клетках бактерий E. coli в dgcO-pdeO оперо-
не, называемом прежде yddV-yddU и dosCP, коэкс-
прессируются сопряженные с глобинами ассоци-
ированные с деградосомами дигуанилатциклаза
DgcO и фосфодиэстераза PdeO [7]. В окисленном
состоянии сопряжённые с глобином О2-сенсоры
эффективно поглощают лазерное излучение, так
поглощение фосфодиэстеразы PdeO в области
630 нм составляет около 2 ммоль–1 см–1 [10]. Мак-
симум спектра поглощения окисленной формы
DgcO находится вблизи 642 нм [12]. Таким обра-
зом, спектральные характеристики активных в
отношении ц-ди-ГМФ белков позволяют им слу-
жить фоторецепторами в лазерно-индуцируемой
сигнальной сети. Принципиальная разница меж-

ду двумя белками заключается в том, что PdeO фос-
фодиэстераза активна в восстановленной форме,
способной в результате взаимодействия с О2 интен-
сифицировать процесс распада ц-ди-ГМФ. В то
время как DgcO циклаза активна в окисленном
состоянии, обеспечивающем синтез ц-ди-ГМФ в
условиях низкой аэрации, сдвигая таким образом
равновесие в сторону образования биопленок [9,
13]. Результаты наших экспериментов позволяют
предположить, что конформационные изменения,
индуцируемые сопровождающим поглощение све-
та, локальным перегревом хромофора [8] в значи-
тельной степени адекватны конформационным
сдвигам, которые вызывает присоединение кис-
лорода к сенсорному домену глобиновых фоторе-
цепторов [13].

Лазерный сигнал, по всей видимости, спосо-
бен достаточно эффективно замещать кислород в
управлении сопряженных с глобинами О2-сенсо-
ров PdeO и DgcO в смоделированных нами усло-
виях низкой аэрации, соответствующих ситуации
в реальных опухолях. Таким образом, лазерное
излучение индуцирует сигнальную сеть, где цепи
передачи сигнала пересекаются, образуя узел на
уровне ц-ди-ГМФ, обеспечивая деградацию бак-
териальных агрегатов и устойчивое переключение
метаболизма в сторону планктонной формы бакте-
риальной культуры в условиях низкой аэрации.
Спектральная диагностика лазерной индукции сиг-
нальной сети, то есть выявление соответствия спек-
тральных параметров излучения спектральным ха-
рактеристикам эффективных фоторецепторов поз-
воляет надеяться на селективность воздействия на
заданные процессы. Поскольку биохимические
сети могут передавать и обрабатывать и нелиней-
ную информацию [14], мы предприняли попытку
кинетической диагностики сети. Результаты на-
ших экспериментов выявили эффективность из-
лучения с частотой повторения импульсов – 2Гц,
что хорошо согласуется с оборотом PdeO фосфо-
диэстеразы, составляющим 100 мин–1 или 1.7 с–1

[15]. Тонкая частотная и спектральная настройка
лазерно-индуцируемых сетей открывает перспек-
тивы исследования их взаимодействия в различ-

Таблица 1. Фотобиомодуляция колониеобразующей способности штаммов бактерий с нарушенными репара-
тивными функциями 
Table 1. Photobiomodulation of colony-forming capacity of bacterial strains with impaired reparative functions

Примечание: * –данные после пострадиационной инкубации в течение 60 мин.
Note. * – data after post-radiation incubation for 60 min.

Вариант образца
Количество колоний E. coli

Дикий тип uvrA recA

Нулевая точка 3.5 ± 0.4 × 107 4.0 ± 0.4 × 107 1.8 ± 0.2 × 107

Контрольный* 3.8 ± 0.5 × 107 4.1 ± 0.5 × 107 2.8 ± 0.3 × 107

Облученный* 7.5 ± 0.8 × 107 12 ± 2 × 107 2.1 ± 0.3 × 107
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ных структурных компонентах опухоли, а также
лазерной модуляции чувствительности биопле-
нок к фармакологическим препаратам.

В последнее время предпринимаются попытки
установления корреляций между эффективно-
стью формирования биопленок и способностью
конкретных штаммов бактерий, в том числе E. co-
li, к индукции SOS системы [16, 17]. В наших экс-
периментах обнаружена разнонаправленная ре-
акция показателя колониеобразующей способно-
сти на фотобиомодулирующее лазерное излучения
для штаммов дефектным по двум компонентам
SOS системы (табл. 1). В случае штамма uvrA от-
мечена положительная реакция на облучение,
превышающая показатели для дикого типа. По-
сле лазерного воздействия на бактерии штамма
recA колониеобразующая способность снижалась
по сравнению с контрольными образцами. Таким
образом, полученные результаты в целом согласу-
ются с литературными данными о зависимости
корреляции между репаративными процессами и
формированием биопленок от аэробных или анаэ-
робных условий, подразумевающими индукцию в
качестве триггера сигнальной сети активных форм
кислорода (ROS) [18]. Это не противоречит наше-
му предположению об участии глобиновых О2 –
сенсоров в восприятии лазерного сигнала генно-
метаболической сетью – мишенью фотобиомоду-
ляции.

В отличии от фотосинтеза, где световое излу-
чение служит топливом и при выключении света
процесс останавливается, или зрения, при кото-
ром свет воспринимается и фиксируется через
цепь передачи в состав итогового образа, в про-
цессе лазерной биомодуляции краткое облучение
служит сигналом для запуска сети, обеспечиваю-
щей долговременную, часто устойчивую в течение
нескольких клеточных поколений, перестройку ме-
таболизма. С помощью генно-метаболических се-
тей обеспечивается способность клеток через вос-
приятие и процессинг эндогенных и экзогенных
сигналов переходить из одного устойчивого со-
стояния в другое, адекватное изменившимся
условиям. Сигнальная сеть образуется в случае,
когда сигнал воспринимается двумя или более ре-
цепторами, цепи передачи сигнала которых пере-
секаются, обеспечивая образование системы об-
ратных связей. Исследование структуры таких се-
тей и, соответственно, возможность их коррекции с
помощью внешнего сигнала сопряжены с каче-
ственными и количественными трудностями, т.
к. в состав сети входит огромное количество ком-
понентов, что ограничивает подходы к ее модуля-
ции в основном математическим моделировани-
ем. Попытки воздействия на компоненты сети
биохимическими ингибиторами или стимулято-
рами наталкиваются на проблему преодоления
средствами их доставки физиологических барье-
ров, а также достижения равномерного распреде-

ления в клетках тканей-мишеней. Лазерное излу-
чение позволяет преодолеть эти системные про-
блемы, поскольку может обеспечить синхронное
контролируемое воздействие на заданную группу
клеток и тканей. Кроме того, наличие в составе
информационных сетей, ответственных за физио-
логические или патологические состояния, ограни-
ченного набора фоторецепторов позволяет сокра-
тить количество компонентов, потенциально спо-
собных к восприятию и процессингу лазерного
сигнала. Сужение круга клеточных структур, под-
лежащих лазерной модуляции, представляет воз-
можность уже экспериментальной верификации
предположений о корректирующем воздействии
лазерного излучения.

В экспериментах мы сосредоточились на изу-
чении фотобиомодуляции биообъектов, находя-
щихся в условиях физиологической или патоло-
гической гипоксии. В ответ на короткое, минутное
воздействие наблюдалась устойчивая в течение ча-
сов стимуляция колониеобразующей способности
клеток E. coli, отражающая в том числе деградацию
клеточных агрегатов – точек инициации биопле-
нок в условиях низкой аэрации (рис. 1, кривые 1,
2). Фотобиомодуляция накопления культивируе-
мыми in vitro хондроцитами компонентов внекле-
точного матрикса [19], а также лазерное повышение
эффективности химиотерапии модельных опухо-
лей у крыс [8], зафиксировано нами через две неде-
ли после минутного облучения. Во всех случаях вы-
явлено соответствие эффективных параметров ла-
зерного излучения спектральным характеристикам
глобиновых О2 – сенсоров и О2 – провайдеров.

Гипотеза о фоторецепторной функции глоби-
нов позволяет объяснить универсальность фото-
биомодуляции, поскольку глобины присутствуют
в организмах различной степени сложности, от
фотосинтезируюших древних цианобактерий до
высших растений и млекопитающих [20]. Наша
гипотеза также проливает свет на явление избира-
тельного воздействия лазерного излучения на пато-
логический очаг без изменения свойств прилежа-
щих здоровых клеток, поскольку глобины погло-
щают свет в красной и ближней ИК областях
спектра в окисленной форме [21], которая накапли-
вается в условиях окислительного стресса [8], а эф-
фективно функционируют в восстановленной лей-
коформе, характерной для нормальных условий.
Длительный эффект фотобиомодуляции после ко-
роткого светового сигнала формально указывает
на функционирование глобиновых фоторецепто-
ров в составе генно-метаболических сетей, задей-
ствованных в процессах адаптации клеток к уров-
ню доступности кислорода.

Исследование лазерного воздействия на ин-
формационные сети, имеющие в своем составе
глобины, может служить основой для разработки
эффективных и безопасных методик сочетания
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противоопухолевого воздействия иммуномоду-
ляторов, антибиотиков, ионизирующего излуче-
ния, а также химиотерапии с фотобиомодуляци-
ей. Воспринимающие лазерный сигнал в проти-
вофазе глобиновые фоторецепторы могут также
найти применение в качестве систем управления
в тераностике и при создании новых материалов
на основе 3D печати биопленок.
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Abstract—The photobiomodulation of Escherichia coli bacteria under the action of continuous or pulsed red
laser irradiation with a pulse repetition rate of 2 Hz was studied. It was found that irradiation leads to an in-
crease in the number of individual colonies, in the case of pulsed irradiation more than twofold, including
due to the degradation of bacterial aggregates – initiation points of biofilm formation, without affecting the light
scattering indices of the culture. A laser-inducible signaling network conjugated with globin O2-sensors – DgcO
diguanosine monophosphate cyclase and PdeO phosphodiesterase – was constructed. It is suggested that the
conformational shift induced by laser-induced local superheating of the chromophore is able to substitute oxygen
in the control of globin O2-sensors, turning off DgcO and turning on PdeO, shifting the equilibrium towards the
reduction of cyclic dimeric guanosine monophosphate, bacterial aggregates and microbial biofilms– targets
for photobiomodulation of antitumor therapy.

Keywords: globins, signaling network, DgcO diguanosine monophosphate cyclase, PdeO phosphodiesterase,
biofilms, photobiomodulation, tumor microbiome
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