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Ацильные производные гомосерин лактона являются одними из ключевых факторов межклеточной
коммуникации грамотрицательных бактерий. Они обеспечивают коллективное поведение бакте-
рий и активацию вирулентности, устойчивости к действию внешних факторов, образование био-
пленок и других свойств, не наблюдающихся у одиночных форм клеток. В работе рассмотрена про-
дукция сигнальных молекул во времени и при изменении температуры семи штаммов Pseudomonas.
Установлено, что при 25°C отдельные виды продуцируют большее количество аутоиндукторов на
ранних этапах, а при 37°C наблюдается двухфазность процесса их синтеза во внеклеточное про-
странство.
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Бактерии рода Pseudomonas представляют собой
обитателей водной и почвенной среды, которые от-
носятся к группе неферментирующих грамотрица-
тельных бактерий. Основываясь на физиологиче-
ских, включая образование пигмента, структуру
колонии и строение жгутика, а также биохимиче-
ских свойствах, псевдомонад подразделяют на
группы и виды (Jun et al., 2015). Филогеномный
анализ по данным таксономического дерева NCBI
позволил выявить семь групп псевдомонад, пять
из которых обладают высокой степенью разнооб-
разия (группы P. fluorescens, P. pertucinogena, P. putida,
P. stutzeri и P. syringae), а две другие являются более
консервативными и определяются наличием спе-
цифических белков (группы P. chlororaphis и P. aeru-
ginosa) (Nicolaidis et al., 2020). Современные мето-
ды полногеномного секвенирования позволили
выявить особенности нуклеотидной последова-
тельности разных видов и штаммов (Kiewitz,
Tümmler, 2000), и на данный момент по информа-
ции с портала “The Pseudomonas Genome Data-
base” имеются данные о 613 геномах бактерий рода
Pseudomonas, характеризующих 61 вид, из которых
наибольшее число секвенированных полных ге-
номов принадлежит P. aeruginosa (215) и P. chloro-
raphis (47). С другой стороны, изучение некоторых
фенотипических свойств по-прежнему остается
важной составляющей при описании бактериаль-
ных штаммов, так как наличие генов не свиде-

тельствует о наличии признака (Suzuki, 2014), а
лишь о возможности его проявления вследствие
влияния внешних факторов и регуляторных си-
стем генной экспрессии (Dötsch et al., 2015), что
требует более сложного транскриптомного и ме-
таболомного анализа. Подобные исследования
являются необходимыми в контексте разработки
методов борьбы с микроорганизмами, при этом
отдельного внимания заслуживает изучение кво-
рум-зависимых систем, обусловливающих кол-
лективное поведение бактерий, синтез аутоин-
дукторов и образование биопленок.

Для Pseudomonas характерным является обра-
зование различных вариантов N-ацетил-гомосе-
рин лактона (АГЛ) и регуляции с их помощью ра-
боты подконтрольных генов, построенной по типу
LuxI‒LuxR систем. Она наиболее охарактеризо-
вана для P. aeruginosa, которая продуцирует два
типа АГЛ и синтезирует три вида рецепторных
белков: LasR, RhlR и QscR. При этом последний,
не имея своей соответствующей АГЛ-синтазы,
способен воспринимать различные виды ацил-
производных гомосерин лактона (Chugani, Green-
berg, 2014). Регуляторные ансамбли системы чув-
ства кворума запускают ряд стрессорных генов и
факторов патогенности, в том числе образование
биопленки (Alayande et al., 2018). В настоящий
момент направление по поиску возможности раз-
общения коммуникационных сигналов у бакте-
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рий является одним из перспективных в науке
(Bali et al., 2019; Liu et al., 2020). Известно, что для
P. aeruginosa типичными АГЛ являются N-бути-
рил-L-гомосерин лактон и N-(3-оксододекано-
ил)-L-гомосерин лактон (Smith, Iglewski, 2003),
запускающих, соответственно, работу рецептор-
ных белков LasR и RhlR. Иные виды Pseudomonas
осуществляют синтез более широкого, но струк-
турно близкого ряда ауторегуляторов, например,
для P. putida характерно образование гомосерин
лактонов с ацильными хвостами с длиной угле-
родного хвоста от 6 до 14 атомов (Dubern et al.,
2006). Другие группы неферментирующих гра-
мотрицательных бактерий, помимо АГЛ-ассоции-
рованных (Gotschlich et al., 2001), имеют системы
чувства кворума, построенные не на производных
гомосерин лактона, а на различных производных
цис-2-ненасыщенных жирных кислот (Wang et al.,
2020).

Согласно классической схеме работы системы
чувства кворума LuxI‒LuxR типа, накопление
АГЛ является плотностно-зависимым процес-
сом, и концентрация аутоиндуктора в среде рас-
тет с течением времени (Miller, Bassler, 2001). Тем
не менее, наблюдаются штаммовые различия в
продукции сигнальных молекул, в том числе и у
P. aeruginosa, разница между которыми может до-
стигать одного порядка (Favre-Bonté et al., 2007).
Однако в некоторых случаях процесс накопления
АГЛ является стадийным и может иметь несколько
максимумов, сменяющихся падением концен-
трации (Fekete et al., 2010). Такая динамика может
определяться последовательным включением регу-
ляторных генов (Beasley et al., 2020) или спонтанной
деградацией аутоиндукторов до гомосерин лактона
или гомосерина (Huang et al., 2003), причем послед-
нее может зависеть также от температуры культиви-
рования и кислотности среды (Yates et al., 2002).
Для P. putida была показана динамика активности
гена ppuI, кодирующего АГЛ-синтазу, пик кото-
рый приходится на девятый час жизни культуры,
однако не было описано наличие ацилгомосерин
лактона в среде (Bertani, Venturi, 2004).

Целью нашей работы было изучение продук-
ции АГЛ во времени и разных температурных
условиях выделенными изолятами Pseudomonas spp.,
характеризующимися свободным образом жизни
или ассоциированными с инфекционным про-
цессом. Обсуждается роль динамичного измене-
ния количества аутоиндуктора во внешней среде
в коллективной жизни бактериальных клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Бактериальные штаммы получали путем высева

из мочи, раневого отделяемого, мокроты, крови,
отделяемого уха, почвы широколиственного леса
на модифицированную среду Кинг А (“HiMedia”,
Индия), после чего отбирали колонии для оценки

типа метаболизма в ОФ-тесте, а также наличия
цитохромоксидазы с использованием тест-поло-
сок OXY-test (“Lachema”, Чехия). Чистую культу-
ру идентифицировали с использованием реакти-
вов и тест систем НЕФЕРМтест 24 (“Lachema”,
Чехия) и API 20 NE (“bioMereuix”, Франция). Для
этого готовили суспензию бактерий в 0.9% рас-
творе хлорида натрия с плотностью 2.0 единицы
по МакФарланду путем сравнения с эталонным
раствором, представляющим собой смесь 0.2 мл
1% раствора BaCl2 (“Химреактивснаб”, Россия) и
9.8 мл 1% раствора H2SO4 (“Химреактивснаб”,
Россия). Полученную суспензию по 100 мкл вно-
сили в лунки трех стрипов набора, а в первые пять
лунок дополнительно перекрывали парафино-
вым маслом. Плашку инкубировали в течение 24
и 48 ч при 37°C в термостате ТС-1/80 (“Смолен-
ское СКТБ СПУ”, Россия), после чего анализи-
ровали полученные результаты с использованием
книги кодов для наборов тест-систем.

Аутоиндукторы получали путем культивиро-
вания бактерий в LB-бульоне (“Sigma-Aldrich”,
США) в течение 24 ч при 25 или 37°C с отбором
проб на 6, 12 и 24 ч выращивания. После этого
клетки осаждали при 12100 g на центрифуге Mini-
Spin с ротором F-45-12-11 (“Eppendorf”, Герма-
ния), а надосадочную жидкость отбирали для
дальнейшего исследования.

Для определения количества аутоиндуктора в
полученном супернатанте был использован ре-
комбинантный штамм Salmonella typhimurium LT2
rck:lux, в котором промотор гена устойчивости к
действию системы комплемента (rck) подконтроль-
ный регулятору SdiA семейства LuxR-белков был
клонирован перед кассетой генов свечения
luxCDABE Photorhabdus luminescens ZM1. Результа-
том активации данного промотора является дозоза-
висимая индукция свечения, отражающая присут-
ствие аутоиндукторов первого типа в среде. В каче-
стве контроля активности биосенсоров
использовали N-(3-оксо)-гексаноил-L-гомосерин
лактон (“Sigma-Аldrich”, США). Для данного мето-
да использовалась суточная культура бактерий S. ty-
phimurium LT2 rck:lux, выращенная на агаре LB
(“Sigma-Aldrich”, США) с добавлением
100 мкг/мл ампициллина в качестве селективного
фактора. Культуру клеток смывали стерильным
бульоном LB до концентрации 107 кл./мл и до-
полнительно подращивали до экспоненциальной
фазы роста в течение 90 мин при 37°C и 180
об./мин на шейкере OS-20 (“BioSan”, Латвия) в
термостате ТС-1/80 (“Смоленское СКТБ СПУ”,
Россия). Суспензию бактерий вносили по 100 мкл
в непрозрачные лунки планшета для биолюми-
несцентного анализа, в которых уже были добав-
лены по 100 мкл испытуемой смеси супернатанта,
содержащего аутоиндукторы, либо по 100 мкл бу-
льона в лунках, используемых в качестве контро-
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лей. Измерение кинетики свечения проводилось
в течение 2 ч с помощью планшетного люмино-
метра LM-01T (“Immunotech”, Чехия) и прилага-
емого программного обеспечения Kilia.

Оценку формирования биопленки изолятами
проводили с помощью полистироловых микро-
планшетов. Для этого готовили суспензию клеток
LB-бульоне (“Sigma-Aldrich”, США) до оптической
плотности 0.10 единиц против чистой среды путем
измерения 200 мкл суспензии в прозрачных лунках
стрипованного планшета (“НИИ Медполимер”,
Россия) при длине волны 535 нм на фотометре
StatFax303+ VIS (“Awareness”, США). Получен-
ную суспензию инкубировали 18 ч при 37°C в тер-
мостате ТС-1/80 (“Смоленское СКТБ СПУ”,
Россия), а затем разбавляли в соотношении 1 : 100
свежим LB бульоном и по 100 мкл полученной
суспензии переносили в 96-луночный планшет.
Инкубировали при 37°C в течение 24 ч без встряхи-
вания, после чего аккуратно промывали планшет
водой для удаления планктонных форм клеток, до-
бавляли по 200 мкл 0.1% водного раствора кристал-
лического фиолетового и оставляли на 15 мин. За-
тем удаляли краситель и аккуратно промывали
планшет водой от остатков несвязанного красите-
ля, после чего добавляли по 200 мкл 95% этанола.
Полученный окрашенный раствор переносили в
новый планшет и замеряли оптическую плот-
ность на фотометре StatFax 303+ VIS при длине
волны 590 нм.

Расчеты средней арифметической, ошибки
средней арифметической, а также статистиче-
скую значимость различий осуществляли путем
расчета порогового t-критерия Стьюдента при за-
данном уровне значимости 0.05 с использовани-
ем программы Excel 2007 (“Microsoft”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные изоляты неферментирующих
грамотрицательных бактерий с использованием
набор тест-систем были идентифицированы как
Pseudomonas aeruginosa (штамм CI2) из мочи боль-
ного уретритом, P. aeruginosa (штамм CI3) из ране-
вого отделяемого, P. aeruginosa (штамм CI8) из мок-
роты, P. putida (штамм TP307) из крови, P. luteola
(штамм TL5) из почвы широколиственного леса,
P. fluorescens (штамм TF17) из отделяемого уха
больного отитом и P. alcaligenes (штамм TA84) из
раневого отделяемого.

Оценка присутствия аутоиндукторов в суточной
культуре, выращенной при 25 и 37°C, показала, что
не все из рассматриваемых штаммов способны к
продукции АГЛ (рис. 1). В частности, супернатанты
от двух штаммов (P. aeruginosa CI2 и P. putida TP307)
характеризовались низким (достоверно не отличи-
мым от фонового) уровнем свечения и не имели
отличий в зависимости от температуры выращи-

вания бактериальных культур. При этом биопленку
образовывали все штаммы, но у P. fluorescens TF17 и
P. alcaligenes TA84 данная надклеточная структура
содержала на 22 и 41% меньше общей биомассы.

Эффект отсутствия аутоиндукторов может
быть связан либо с дефектом продукции АГЛ, либо
продукцией сигнальных молекул, не регистрируе-
мых используемым люминесцирующим биосен-
сором. В частности, изучение физиологических
свойств P. fluorescens, выделенного из молока, по-
казало отсутствие продукции аутоиндукторов
первого типа, но при этом было зарегистрирова-
но формирование биопленок (Martins et al., 2014).
В то же время, использованный сенсорный штамм,
у которого сенсорным гомологом LuxR является
белок SdiA, имеет большую степень сродства к го-
мосерин лактонам с длиной алкильного хвоста
6‒10 атомов углерода (Michael et al., 2001).

Культуры клеток P. aeruginosa (штаммы CI3 и
CI8), P. luteola TL5, P. fluorescens TF17 и P. al-
caligenes TA84 синтезировали АГЛ, однако в неоди-
наковом количестве, и, в некоторых случаях, этот
процесс зависел от температуры выращивания бак-
терий. Наибольшее количество аутоиндуктора бы-
ло зарегистрировано в супернатанте P. fluorescens
TF17, культивированной в течение 1 сут при 37°C,
но рост при 25°C привел к меньшему на треть вы-
ходу сигнальных молекул. С другой стороны, для
штамма P. aeruginosa CI8 подобная разница про-
дуктивности весьма незначительна, а для P. al-
caligenes TA84 не было обнаружено выраженного
влияния температуры культивирования на синтез
АГЛ. Напротив, для штаммов P. aeruginosa CI3 и

Рис. 1. Индукция свечения биосенсора под воздей-
ствием супернатанта культур псевдомонад, культиви-
рованных в течение 24 ч при 25°C (1 ‒ светлые столб-
цы) и 37°C (2 ‒ темные столбцы).
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P. luteola TL5 зарегистрирован обратный эффект,
заключающийся в более высокой продукции АГЛ
при 25°C и снижению синтеза сигнальных молекул
при 37°C. Действительно, температура, как один из
ключевых факторов внешней среды, определяет
не только скорость роста популяции в целом, но и
запуск отдельных генов, в том числе и стресс-ге-
нов, стабильность белковых комплексов и, как
следствие, продукцию аутоиндукторов, что поз-
воляет клеткам адаптироваться к условиям и фор-
мировать стратегию клеточного ответа (Hansen et al.,
2015; Li et al., 2018; Mizan et al., 2018). Помимо этого,
изменение температуры может вести к лактоно-
лизу и формированию линейных форм молекул,
не обладающих индукционной активностью по
отношению к рецепторным белкам (Yates et al.,
2002).

Далее нами было определено присутствие
аутоиндукторов в среде культивирования бакте-
рий при 25 и 37°C на 6, 12 и 24 ч роста клеток (рис. 2).
Три штамма, для которых ранее не было обнару-
жено продукции АГЛ, на ранних сроках роста
также не синтезировали данные соединения. Од-
нако в режиме культивирования при 25°C для
других пяти культур наблюдалось снижение коли-
чества аутоиндуктора в среде с течением времени.
Так, максимальный ответ биосенсора был получен
от надосадочной жидкости, отобранной от штам-
ма P. aeruginosa CI8 на шестом часу культивирова-
ния, причем через 6 ч наблюдалось резкое сниже-
ние концентрации аутоиндукторов на 45%, а в су-
точной культуре снижение происходило еще на

19%. Наибольшая относительная остаточная кон-
центрация АГЛ на 24 ч инкубации (по сравнению
с шестым часом существования культуры) была
характерна для штамма P. alcaligenes TA84. В этом
случае было зарегистрировано изменение отклика
сенсорного штамма с 35777 ± 277 до 20409 ±
± 1953 RLU, что составляет 57%. В целом, при та-
ком температурном режиме штаммы показывают
сходную динамику продукции аутоиндукторов,
характеризующуюся максимумом на шестом часу
и дальнейшим снижением до уровня 57‒75% на
12 ч и остатком в 36‒57% на 1 сут культивирования.

Картина продукции аутоиндукторов во време-
ни значительно изменяется при культивировании
бактериальных изолятов при температуре 37°C.
Для штаммов P. aeruginosa CI3, P. luteola TL5 и
P. fluorescens TF17 зарегистрировано снижение
продукции АГЛ на шестой час роста культуры на
55, 41 и 23% соответственно по сравнению с ростом
при комнатной температуре. Остальные штаммы
к данному временному интервалу существования
культуры выработали объем ацильных производ-
ных гомосерин лактона, достоверно не отличи-
мое от результатов, полученных в ходе культиви-
рования при 25°C. Примечательным является тот
факт, что все штаммы, для которых зарегистриро-
вано наличие АГЛ в надосадочной жидкости, го-
раздо быстрее теряли данный экзопродукт при
37°C на 12 ч культивирования. По всей видимости,
этот эффект связан с более высокой скоростью
роста клеток и более ранним включением систе-
мы чувства кворума, что привело к связыванию

Рис. 2. Определение продукции АГЛ в супернатанте культур псевдомонад, культивированных при 25°C (а) и 37°C (б).
Обозначения: 1 – P. aeriginosa CI2; 2 – P. aeriginosa CI3; 3 – P. luteola TL5; 4 – P. aeriginosa CI8; 5 – P. fluorescens TF17; 6 –
P. alcaligenes TA84; 7 – P. putida TP307.

RLU
(а)

50 000

45 000

40 000

35 000

30 000

25 000

20 000

15 000

10 000

5000

0
6 ч 12 ч 24 ч

1, 7

2

3

5
6
4

RLU
(б)

50 000

45 000

40 000

35 000

30 000

25 000

20 000

15 000

10 000

5000

0
6 ч 12 ч 24 ч

1, 7

2

3

5

6

4



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 6  2021

ОЦЕНКА ПРОДУКЦИИ ГОМОСЕРИН ЛАКТОНОВ ИЗОЛЯТАМИ PSEUDOMONAS SPP. 751

свободных молекул аутоиндуктора и понижению
его концентрации во внешней среде.

Помимо этого, для штаммов P. aeruginosa CI8 и
P. fluorescens TF17 был зарегистрирован второй
всплеск продукции аутоиндукторов на 24 часу
культивирования при 37°C, характеризующийся
увеличением содержания сигнальных молекул на
44 и 23% соответственно. Подобная двухфазность
продукции сигнальных молекул связана с осо-
бенностями регуляции системы Quorum sensing у
псевдомонад. После активации регуляторных бел-
ков происходит также индукция экспрессии генов
АГЛ-синтазы, что ведет к увеличению продукции
производных гомосерин лактона (Jimenes et al.,
2012). К тому же белки семейства LuxR уже нахо-
дятся в связи с аутоиндукторами, и вновь образу-
ющиеся молекулы оказываются свободными и
выходят во внешнюю среду (Lee, Zhang, 2015;
Turkina, Vikström, 2019). С другой стороны, для
штаммов P. aeruginosa CI3 и P. luteola TL5 было за-
регистрировано снижение продукции АГЛ, хотя
кривая интенсивности падения при 37°C была
более сглаженная, чем при 25°C, что может быть
связано с общим низким выходом аутоиндукто-
ров при данной температуре культивирования.

Таким образом, результаты демонстрируют
различия в продукции аутоиндукторов первого ти-
па различными видами и штаммами псевдомонад,
зависимость данного процесса от температуры
культивирования, а также изменение содержания
сигнальных молекул в среде с течением времени.
Подобные физиологические особенности необхо-
димо рассматривать как в контексте исследования
систем чувство кворума бактерий, так и поиска ме-
тодов борьбы с бактериальными инфекциями (Ma-
han et al., 2020) путем регулирования межклеточ-
ной сигнализации.
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Evaluation of Homoserine Lactone Production by Pseudomonas spp. Isolates
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Abstract—Acyl derivatives of homoserine lactone are among the key factors in the intercellular communica-
tion of gram-negative bacteria. They provide for collective behavior of bacteria and the activation of their vir-
ulence, resistance to external factors, biofilm formation, and other properties that are not observed in single
cell forms. In the present work, the patterns of production of signaling molecules depending on time and tem-
perature were studied for seven Pseudomonas strains. It was found that at 25°C some species produced higher
amounts of autoinducers in the early stages, while at 37°C a two-phase process of their synthesis into the ex-
tracellular space was observed.
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