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Впервые показано, что предварительное дейтерирование бактерий Esherichia coli оксидом дейтерия
(D2O) в концентрациях от 2.5 до 10% в среде приводит к усилению экспрессии гена recA, индуциро-
ванной H2O2 в концентрациях 2.2–8.8 ммоль/л. Для сравнительного изучения индукции recA-гена
в дейтерированных и недейтерированных (контрольных) культурах использовали биосенсор на ос-
нове штамма E. coli K12 MG1655 (pRecA–lux), люминесцирующий в результате активации промото-
ра гена recA в ответ на повреждения ДНК, вызванные Н2О2. Концентрации D2O 5.0 и 7.5% были
наиболее эффективными. Для объяснения выявленного феномена была изучена экспрессия гена
каталазы в дейтерированных и недейтерированных культурах биосенсора E. coli K12 MG1655
(pKatA–lux). Люминесценция этого биосенсора происходит результате активации промотора гена
katA в ответ на увеличение концентрации Н2О2 в клетке. Выявлено, что D2O снижает уровень экс-
прессии гена katA, что может привести к накоплению Н2О2, и соответственно возрастанию уровня
повреждений ДНК, регистрируемого по увеличению экспрессии гена recA.
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Дейтерий (D), тяжелый изотоп водорода –
протия (Н), был открыт в 1932 г. [1]. Дейтерий на-
ходится в природе в незначительных количествах
и составляет 0.0156% от общего количества водо-
рода в природе. Наиболее распространенным его
соединением является оксид дейтерия (D2O), ко-
торый в 1933 г. был получен в концентрирован-
ном виде и получил название “тяжелая вода”.
В ядерных ректорах D2O используется как замед-
литель нейтронов. Способность D2O регулиро-
вать ядерные реакции привела к появлению про-
мышленного производства этого соединения.
D2O в физике элементарных частиц используется
для детектирования нейтрино, в химии и биоло-
гии – в качестве изотопного индикатора [2, 3].
Распространение в природе соединений, мечен-
ных дейтерием, позволяет проводить разнообраз-
ные экологические, геоморфологические, пале-
онтологические и другие исследования, в том
числе связанные с проблемой происхождения
Вселенной и Земли [4].

Изучение влияния D2O на самые разные жи-
вые организмы началось сразу после получения
этого соединения в значительных количествах.
К настоящему времени накоплен большой объем
информации по данному вопросу. Ранние иссле-

дования показали, что D2O в больших концентра-
циях у живых организмов замедляет метаболизм,
вызывает снижение уровней синтеза белков и
нуклеиновых кислот, ингибирует митоз в стадии
профазы, что приводит к нарушению процесса
клеточного деления и морфологическим измене-
ниям, понижает скорости ферментативных реак-
ций [3, 5, 6]. Клетки животных способны выдер-
живать водные растворы с концентрацией D2O до
30%, растений – 50%, микроводорослей – 70%, а
клетки простейших и бактерий – 95% [5, 7]. Био-
логическая адаптация микроорганизмов к D2O
открывает большие возможности для получения
меченого дейтерием биологического материала
для диагностических и биомедицинских целей
[7–9].

В экспериментах in vitro и in vivo D2O подавлял
рост как культивируемых in vitro, так и перевивае-
мых in vivo опухолевых клеток [10–13]. При комби-
нированном воздействии D2O усиливал действие
цитостатика гемцитабина (2',2'-дифтор-2'-дезок-
сицитидин) на опухолевые клеточные линии под-
желудочной железы человека [14], 5-фторурацила
и блеомицина на инокулированные подкожно мы-
шам клетки плоскоклеточной карциномы челове-
ка [15].
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Несмотря на многочисленные работы по
изучению токсического действия D2O на уровне
целого организма и влияния его на физиологиче-
ские и биохимические процессы в клетке, иссле-
дования его влияния на генетические механизмы
немногочисленны. Ранее было показано, что
предварительное дейтерирование культуры мы-
шиных лейкемических клеток L5178Y в течение
3 ч D2O в концентрации 45% в среде усиливает
мутагенное действие γ-лучей в низких дозах или
тритийсодержащей воды (β-лучей) при мощно-
стях доз от 0.025 до 0.4 Гр/ч, регистрируемое по
индукции мутаций устойчивости к 6-тиоганину
[16]. Нами впервые было показано, что предвари-
тельное культивирование клеток E. сoli в среде с
концентрацией D2O не более 10% усиливает SOS-
ответ, индуцированный 4-нитрохинолин-1-ок-
сидом, N-нитрозо-N-метилмочевиной (НММ) и
митомицином С [17], а также экспрессию гена alkA,
индуцированную алкилирующими соединения-
ми метилметансульфонатом и нитрозометилмо-
чевиной [18]. Это является свидетельством того,
что в случае индукции генотоксичными агентами
повреждений ДНК дейтерирование усиливает
экспрессию генов, относящихся к системам SOS-
репарации ДНК и адаптивного ответа.

В настоящей работе изучали влияние предва-
рительного культивирования клеток E. сoli в сре-
де с D2O на индуцированный перекисью водоро-
да экспрессию генов recA, входящего в SOS-регу-
лон, а также гена каталазы katG, разрушающей
перекись. Н2О2, являясь нейтральной молекулой,
в результате ферментативных процессов в клетке
с участием металлов переменной валентности,
может образовать высокореакционный гидрок-
сильный радикал [19]. Это позволяет использо-
вать его в качестве имитатора ионизирующего из-
лучения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

В работе использованы генетически модифи-
цированные штаммы E. coli, содержащие плазми-
ды, несущие оперон luxCDABE почвенной фото-
бактерии Photorhabdus luminescens, поставленный
под контроль промоторов генов recA и каталазы
(katG): E. coli MG1655 (pRecA-lux) и E. coli
MG1655 (pKatG-lux). Оперон luxCDABE отвечает
за работу люцифераз и обеспечивает биолюми-
несценцию, используемую в данном тесте в каче-
стве репортерной функции. Штаммы любезно
предоставлены Г.Б. Завильгельским и А.В. Ману-
ховым (НИЦ “Курчатовский институт” – Гос-
НИИгенетика, Москва). Генотипы штаммов и
конструкции рекомбинантных плазмид приведе-
ны в работе [20].

Культуры клеток E. coli выращивали на полно-
ценной среде Луриа–Бертани (LB). Как в жид-

кую, так и твердую среды добавляли антибиотик
ампициллин (100,0 мкг/мл). Культивирование
бактерий в жидкой питательной среде проводили
при 37°С до ранней или средней логарифмиче-
ской фазы. Ночную культуру разбавляли свежей
средой до плотности 0.01–0.1 единица Мак-Фар-
ланда (концентрация 3 × 106–3 × 107 кл./мл). Из-
мерения проводили при помощи денситометра
DEN-1B (“Biosan”). Затем суспензию подращи-
вали в течение 2 ч при 37°С при 200 об./мин до
ранней логарифмической фазы. Аликвоты этой
культуры (по 180 мкл) переносили в стерильные
ячейки (находящиеся в стрипах планшета) и до-
бавляли в них, в зависимости от варианта экспе-
римента, по 20 мкл Н2О2. В контрольные ячейки
добавляли 20 мкл дистиллированной воды.

Через 60 и 90 мин после завершения описан-
ных процедур проводили измерения люминес-
ценции на микропланшетном ридере StatFax
4400, Awareness Technology Inc (США). Интен-
сивность биолюминесценции выражали в отно-
сительных единицах светового потока (relative
light units – RLU). Статистическую обработку
данных проводили в надстройке “Анализ дан-
ных” Microsoft Excel, StatPlus и WINPЕPI (РEPI-
for-Windows) Во всех случаях на графиках пред-
ставлены средние значения и ошибки среднего.
Значимость эффектов оценивалась с помощью
многомерного регрессионного анализа (SPSS
20.0.0.).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Известно, что H2O2 является генотоксикантом
и индуцирует SOS-ответ в клетках E. сoli [21, 22].
В индукции SOS-ответа важную роль играют про-
дукты генов lexA и recA, а также наличие однони-
тевых разрывов в ДНК, которые возникают как
при прямой индукции разрывов, так и при блоки-
ровании синтеза повреждающими ДНК агентами
[23–26].

Для изучения влияния дейтерирования на ин-
дукцию SOS-ответа в клетках E. coli MG1655
(pRecA-lux) перекисью нами были использованы
D2O в концентрации 7.5% в растущей культуре и
45-минутная экспозиция предварительного дей-
терирования. Перекись водорода использовали в
концентрациях 0.6–8.8 ммоль/л. Выбор данного
диапазона обусловлен тем, что в предваритель-
ных экспериментах это соединение в более высо-
ких концентрациях подавляло люминесценцию
бактерий, что свидетельствовало о его токсично-
сти. Из рис. 1 следует, что предварительное дей-
терирование бактерий штамма E. сoli MG1655
(pRecA-lux) усиливает экспрессию гена recA, ин-
дуцированной Н2О2. Различие между уровнями
экспрессии гена recA у недейтерированных и дей-
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терированных бактерий достигало максимума
при концентрации перекиси 8.8 ммоль/л.

В табл. 1 представлены параметры линейной
модели с двумя предикторами (множественный
регрессионный анализ):

Видно, что дейтерирование приводит к суще-
ственному повышению интенсивности люминес-
ценции (р = 0.005) при воздействии перекиси во-
дорода. При этом, в отсутствие этого соединения,
уровни экспрессии гена recA в чистом контроле и
при дейтерировании значимо не различались (ле-
вая пара столбиков на рис. 1): р = 0.581.

Для подтверждения влияния дейтерия на ин-
дукцию SOS-ответа в бактериальных клетках бы-
ли проведены эксперименты с различными кон-
центрациями D2O в восьми повторностях. Для
этого в растущие культуры бактерий добавляли
D2O до конечных концентраций от 2.5 до 10% в
среде и инкубировали в течение 60 мин при 37°С.
Затем в эти культуры вносили перекись в концен-
трации 2.2 ммоль/л. Инкубировали 45 мин. Полу-
ченные результаты представлены на рис. 2. Само

+
+

2 2Люминесценция ~ Концентрация Н О
Дейтерирование.

дейтерирование бактерий приводило к неболь-
шому, но значимому изменению экспрессии гена
recA по отношению к таковой у бактерий, не под-
вергнутых воздействию перекиси (FC = 1.2–1.3).
Зависимость люминесценции от концентрации
D2O значимо описывалась линейным уравнени-
ем вида:

где Y – уровень люминесценции, X – концентра-
ция D2O в инкубационной среде, в %.

В присутствии H2O2 наблюдалась иная карти-
на. Предварительное дейтерирование бактерий
D2O в концентрациях от 2.5 до 10% в среде приво-
дило к резкому усилению экспрессии гена recA,
индуцированной H2O2. Концентрации D2O 5,0 и
7.5% были наиболее эффективными, что согласу-
етcя с ранее полученными нами данными [17].

Известно, что в присутствии дейтерия химиче-
ские и биохимические реакции происходят мед-
леннее [3, 6]. В этой связи мы предположили, что
он может снижать уровень каталазной активности
в бактериальной клетке, разрушающей перекись,
что привело бы к увеличению концентрации по-

= ± + ±
= =

(22 265 501) (772 82) ;
0.84; 1.7Е – 11,

Y X
R р

Рис. 1. Экспрессия гена recA при различных концен-
трациях Н2О и фиксированном уровне дейтерирова-
ния.
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Таблица 1. Влияние дейтерирования на экспрессию гена recA у биосенсора E. coli MG1655 (pRecA-lux)

Общие показатели модели: R2 = 0.74; p = 7.0E-14.

Модель
Нестандартизованные 

коэффициенты
Стандартизованные 

коэффициенты t р

B SE β

(Константа) 15283.7 11577.5 1.320 0.193
Дейтерирование 36827.0 12557.6 0.223 2.933 0.005
Перекись 21082.4 1929.6 0.831 10.925 3.0Е-14

Рис. 2. Экспрессия гена recA при фиксированной кон-
центрации Н2О2 и дейтерировании бактерий D2O в
различных концентрациях.
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следней. Для проверки этого предположения были
проведены эксперименты с использованием био-
сенсора E. coli MG1655 (pKatG-lux), дейтериро-
ванного в среде c 7.5% D2O. В ответ на действие
перекиси у E. coli экспрессируются около 30 ге-
нов, девять из которых относятся к OxyR – регу-
лону. Среди них katG (гидропероксидаза), gorA
(глутатионредуктаза) и другие [27–29]. Поэтому
интенсивность люминесценции бактерий E. coli
MG1655(pKatG-lux) является показателем уровня
экспрессии генов, входящих OxyR – регулон.
Из рис. 2. видно, что интенсивность люминес-
ценции бактерий растет линейно с увеличением
концентрации Н2О2. При этом люминесценция у
дейтерированных бактерий ниже, чем у недейте-
рированных.

Выполнен множественный регрессионный
анализ данных, полученных в 16 независимых
экспериментах, каждый из которых проводился в
восьми повторностях. В табл. 2 приведены пара-
метры полученной линейной регрессионной мо-
дели с двумя предикторами:

Корреляция между люминесценцией и дейте-
рированием при фиксированной концентрации
перекиси (частная корреляция) равна –0.157 при
р = 0.0004. Это означает, что дейтерирование
значимо понижает люминесценцию биосенсора
E. coli MG1655 (pKatG-lux). Этот эффект обуслов-
лен снижением уровня каталазы в бактериальных
клетках (р = 0.0004).

ОБСУЖДЕНИЕ

Перекись водорода не является в прямом
смысле свободным радикалом, однако обладает
способностью инициировать свободнорадикаль-
ное окисление, поэтому является цитотоксиче-
ским соединением. В результате реакции Фенто-
на между ионами металлов переменной валент-
ности, в первую очередь ионами 2-валентного
железа, образуется гидроксильный радикал: Н2О2 +
+ Fe2+ > Fe3+ + OH– + OH• [30].

+2 2

Интенсивность люминесценции ~
~ Концентрация H O  Дейтерирование.

Важность ионов железа объясняется тем, что
они входят в большом количестве в состав крови
(гемоглобин, миоглобин и пр.), где они находятся
в связанной форме с трансферрином. Гидрок-
сильные радикалы чрезвычайно активны и ока-
зывают разрушающее действие на различные мо-
лекулы, включая ДНК и РНК, вызывают мутации
и гибель клеток [31–33]. Цитотоксическое и кан-
церогенное действие ионизирующих излучений
на живые организмы напрямую связывают с гене-
рацией OH• в процессе радиолиза воды. Геноток-
сичность H2O2 показана как для прокариотиче-
ских, так и для эукариотических клеток [34–36].
Будучи главным медиатором окислительного
стресса, H2O2 может косвенно приводить к повре-
ждению генома вследствие индукции деградации
хроматина [37], индуцировать разрывы ДНК в
клетках млекопитающих как соматического, так и
генеративного ряда [34, 36]. Повреждения ДНК в
выживших клетках могут быть причиной сомати-
ческих мутаций с неопластическим потенциалом.

Биологические эффекты D2O объясняют раз-
ницей ядерных масс пары H/D, т.е. изотопными
эффектами. Показано, что химические реакции в
D2O протекают медленнее, чем в H2O; D2O слабее
ионизирована, чем H2O; водородные связи с уча-
стием дейтерия прочнее обычных [3]. Наше пред-
положение, что предварительное дейтерирование
может снижать уровень активности каталазы в
бактериальной клетке, разрушающей H2O2, что
привело бы к увеличению концентрации послед-
ней и соответственно усилению индукции SOS-
ответа, получило экспериментальное подтвер-
ждение (рис. 3). Дейтерирование приводило к
снижению уровня каталазной активности и в бак-
териях, не подвергнутых воздействию перекиси.
Данный феномен является предметом специаль-
ного исследования.

Каталаза – это гемсодержащий фермент, ката-
лизирует реакцию 2Н2О2 = 2Н2О + О2. Каталазная
активность обнаруживается во всех растениях и
микроорганизмах, за исключением облигатных
анаэробов [36]. Наряду с каталазой, реакцию рас-
щепления Н2О2 может катализировать и глутати-
онпероксидаза: 2GSH + H2O2 = GSSG + 2Н2О.

Таблица 2. Влияние дейтерирования на экспрессию гена каталазы у биосенсора E. coli MG1655 (pKatG-lux)

Общие показатели модели: R2 = 0.426; p = 3.4E-61.

Модель
Нестандартизованные 

коэффициенты
Стандартизованные 

коэффициенты t р

B SE β

(Константа) 30982.5 1735.6 17.8 0.000
Перекись 6571.8 346.2 0.642 19.0 6.1E-61
Дейтерирование –7323.8 2051.6 –0.121 –3.570 3.9E-4
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При этом образуется окисленный глутатион
(GSSG), восстановление которого осуществляет-
ся с участием глутатионредуктазы (1.6.4.2) и си-
стем восстановления НАДФ+ [27, 28].

Ген каталазы активируется белком OxyR. Под
действием Н2О2 у белка OxyR происходит образо-
вание внутримолекулярной дисульфидной связи
между Cys199 и Cys208, ведущее к конформаци-
онному изменению в регуляторном домене OxyR
и активации гена каталазы [27].

Известно, что образование из Н2О2 реакцион-
носпособных соединений в клетке является резуль-
татом целого комплекса ферментативных реакций.
Использованная нами система биосенсоров может
свидетельствовать только о выраженности послед-
ствий присутствия Н2О2 в клетке, к которым мож-
но отнести индукцию SOS-ответа в результате об-
разования гидроксильного радикала и индукцию
экспрессии гена katG (гидропероксидаза), зави-
сящую от концентрации Н2О2. Дейтерирование,
по-видимому, оказывает влияние на регистри-
руемые эффекты Н2О2 через изменение актив-
ностей целого ряда ферментов, начиная от фер-
ментов, расщепляющих Н2О2, до ферментов
SOS-репарации повреждений ДНК. Снижение
экспрессии гена каталазы под действием дейте-
рия, в конечном итоге, способствует увеличению
пула гидроксильных радикалов, индуцирующих
однонитевые разрывы в ДНК. Последнее обстоя-
тельство приводит к индукции SOS-репарации
ДНК в бактериальной клетке.
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The Effect of Deuterium on the Expression of Inducible Genes Esсherichia coli
S. K. Abileva,b,#, E. V. Igoninaa, S. V. Smirnovaa, and A. V. Rubanovicha
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It has been shown for the first time that preliminary treatment of bacteria with deuterium (D2O) at concen-
trations from 2.5 to 10% in the medium leads to an increase in the expression of the recA gene induced by
H2O2 at concentrations of 2.2–8.8 mmol/l. A biosensor based on the strain E. coli K12 MG1655 (pRecA–
lux), luminescing as a result of activation of the promoter of the recA gene in response to DNA damage caused
by H2O2, was used to compare the induction of recA in deuterated and non-deuterated (control) cultures.
D2O concentrations of 5.0 and 7.5% were most effective. To explain the phenomenon, expression of the ca-
talase gene in deuterated and non-deuterated cultures of E. coli K12 MG1655 (pKatA–lux) biosensor was
studied. The luminescence of this biosensor results from the activation of the promoter of the katA gene in
response to an increase in the concentration of H2O2 in the cell. It has been found that D2O reduces the level
of expression of the katA gene, which can lead to the accumulation of H2O2, and, correspondingly, an in-
crease in the level of DNA damage recorded by an increase in the expression of the recA gene.

Keywords: deuterium oxide, hydrogen peroxide, Escherichia coli, recA gene expression, kata gene expression,
biosensors
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