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И сследование влияния внешних факторов, естествен-
ных и искусственных экосистем, организма-хозяина на 

бактериальные клетки необходимо для понимания жизнеде-
ятельности микроорганизмов, определения их функцио-
нальной активности, анализа взаимосвязи с окружающей 
средой и имеет важное прикладное значение. Так, напри-
мер, изучение влияния антибиотиков на бактерии помогает 
разрабатывать более эффективные методы лечения инфек-
ций, управления бактериальными заболеваниями [1], а 
также предотвращать негативное воздействие антибактери-
альных препаратов на микробиом человека и животных [2]. 

Исследование взаимодействия макроорганизма с бактери-
альными клетками в экологических сообществах помогает 
предсказывать экологические проблемы и бороться с ними 
[3]. Понимание того, какие факторы способствуют росту и 
размножению бактерий, играет ключевую роль в биосинтезе 
полезных молекул и других биотехнологических процессах 
[4–6].

Таким образом, исследование влияния внешних факторов 
на бактериальные клетки является актуальным направлени-
ем и обладает широким спектром применений, что делает 
его важной областью научных исследований.
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Цель работы – обобщить современные данные о методах 
изучения ответа бактерий на стресс-условия на популяцион-
ном, клеточном и молекулярном уровнях. 

Культурально-морфологические методы
Одним из ключевых параметров физиологического состо-

яния бактериальных клеток является их способность к росту 
и размножению. В настоящее время для оценки прироста 
числа клеток используются микробиологические счетчики 
или определение оптической плотности (ОП) культуры.

Золотым стандартом длительное время является культи-
вирование микроорганизмов на поверхности питательного 
агара [7]. Определение степени воздействия того или иного 
фактора на микроорганизм оценивается по жизнеспособно-
сти в качественном или количественном соотношении. Также 
в ходе инкубации проводят наблюдение за изменением 
удельной скорости роста, морфологии колоний, их цвета и 
т.д. Однако, несмотря на широкое использование этого мето-
да, его нельзя считать универсальным, поскольку 95% всех 
культивируемых и представленных в публикациях видов от-
носятся всего к 5 из 53 признанных типов бактерий [8]. Кроме 
того, давно известно, что микробные клетки могут существо-
вать в некультивируемых формах [9], или в предгибельном 
состоянии [10, 11], при которых они не будут образовывать 
колонии на питательных средах, но могут обладать другой 
активностью, например, метаболической. Все это говорит о 
том, что важно использовать методы, которые позволяют не 
только оценивать жизнеспособность микроорганизма с точки 
зрения «живой/мертвый», но и изучать иные показатели бак-
териальных клеток.

Для определения концентрации клеток в питательной среде, 
как показателя жизнеспособности, давно используются спек-
троскопические методы, основанные на взаимодействии элек-
тромагнитных волн с молекулами или веществом [12]. При 
этих методах не требуются дополнительные реагенты, поэтому 
они перспективны в качестве неинвазивных методов опреде-
ления жизнеспособности in situ [13]. Поскольку клеточные 
культуры обладают определенными оптическими свойствами, 
которые косвенно отражают их состояние, результаты приме-
нения метода можно использовать как показатель жизнеспо-
собности. В случае бактериальной культуры ОП, измеренная 
при 600 нм, обусловлена эффектом светорассеяния, который, 
в свою очередь, в определенном диапазоне прямо пропорцио-
нален концентрации клеток в среде. Помимо измерения ОП 
суспензии бактерий в видимом спектре излучения, возможно 
также определение светопоглощающих характеристик суспен-
зии клеток в ультрафиолетовом диапазаоне (260 нм, 280 нм и 
пр.) в зависимости от исследовательских задач. Спектроскопия 
является одним из стандартных методов, используемых для 
оценки концентрации клеток в суспензии, а также для количе-
ственного определения субстратов, метаболитов или других 
соединений в культуральном бульоне, таких как белки или ну-
клеиновые кислоты [14].

Атомно-силовая микроскопия (АСМ) за счет возможности 
получения изображений с высоким разрешением позволила 
проводить исследования в области клеточной и молекуляр-
ной биологии. Принцип АСМ основан на регистрации межмо-
лекулярных взаимодействий вещества. В результате можно 
получить объемный рельеф поверхности исследуемой клетки 

с разрешением примерно 0,1–1 нм по горизонтали и 0,01 нм 
по вертикали [15]. АСМ помогает детально рассмотреть обо-
лочки микробных клеток и их изменения при различных воз-
действиях. Эксперименты, проводящиеся с использованием 
АСМ, позволяют наблюдать распределение рецепторов на 
поверхности клетки, силу и динамику их взаимодействий с 
лигандами, а также эластичность и адгезивность бактериаль-
ных ворсинок. Визуализация методом АСМ позволяет наблю-
дать за воздействием лекарств или других противомикроб-
ных соединений на ультраструктуру клеточной поверхности 
[16], а также ответить на ключевые вопросы, например, явля-
ются ли вызванные антимикробными препаратами измене-
ния ультраструктуры поверхности результатом их прямого 
действия или это косвенная реакция на стресс [17, 18]. 

Электронная микроскопия (ЭМ) подразумевает использо-
вание электронов, взаимодействующих с микроскопическим 
объектом, вместо видимого света для получения изображе-
ний. С помощью метода сканирующей зондовой микроскопии 
изучаются воздействия на микробные клетки таких условий, 
как низкие температуры [19], сфинголипиды [20], биопленки 
бактериальных клеток [21]. В настоящее время ЭМ применя-
ется для исследования широкого спектра микроорганизмов, 
но, к сожалению, данный метод трудно назвать простым и 
легкодоступным. Это связано в первую очередь со стоимо-
стью самого оборудования и отсутствием большого количе-
ства специалистов в данной области [22]. 

Электрооптический анализ
Одним из перспективных направлений изучения жизнеспо-

собности клеток является электрооптический (ЭО) анализ. 
Метод основан на исследовании клеток как электрофизиче-
ских объектов со слоистой структурой и измерении поляриза-
ционных характеристик клеточных структур, которые изменя-
ются в зависимости от различных физиологических состоя-
ний клетки: форма клетки, взаимодействие с антибиотиками, 
антителами, фагами, метаболическая активность [23].

Работы по исследованию возможностей применения мето-
да ЭО-анализа в прикладной микробиологии начались с се-
редины 1970-х гг. Первоначально метод был использован для 
оценки ферментативной активности микробных клеток и 
определения токсичных субстратов [24]. Возможности метода 
были продемонстрированы для детекции взаимодействия 
между микробными клетками и бактериофагами [25], а также 
для анализа чувствительности к антибактериальным препа-
ратам [26] и дезинфицирующим средствам [27]. Описана воз-
можность применения ЭО-анализа на этапах культивирова-
ния, подготовки биомассы, получения и хранения лиофилиза-
та экспериментальной живой туляремийной вакцины [28].

ЭО-анализ можно также использовать для исследования 
изменений электрофизических и морфометрических параме-
тров клетки. Была показана возможность использования ре-
зультатов электрооптических измерений для оперативного 
определения изменения числа неповрежденных клеток до и 
после внешних экстремальных воздействий – толуола, тепло-
вого воздействия, этилового спирта, замораживания. В ре-
зультате проведенных исследований было показано, что 
электрооптические измерения позволяют оценивать относи-
тельное количество клеток как с летальными, так и с субле-
тальными повреждениями, при этом точность определения 
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относительного числа неповрежденных клеток составляет 
3–5% [29].

Измерение дзета-потенциала
Поверхностный заряд клетки  – это физико-химическое 

свойство, связанное с составом клеточной оболочки, и этот 
параметр играет важную роль во взаимодействии бактерий с 
ионами, частицами и поверхностями. Заряд клеточной по-
верхности влияет на поступление метаболитов в клетки и 
взаимодействие бактерий с клеточными рецепторами, экспо-
нируемыми принимающими клетками [30]. В нормальных ус-
ловиях бактерии имеют отрицательный поверхностный заряд, 
однако окружающая среда может влиять на поверхностный 
заряд клеток бактерий, который изменяет степень взаимо-
действия бактерий с внешними поверхностями [31]. Дзета-
потенциал, также известный как электрокинетический потен-
циал, определяется суммарным электрическим зарядом мо-
лекул, находящихся на поверхности клетки, и является кос-
венным методом оценки поверхностного потенциала бакте-
рий. Он играет доминирующую роль в адгезии бактерий к 
поверхностям субстрата и в их взаимодействии с факторами 
окружающей среды. Корреляция между дзета-потенциалом и 
физиологическим состоянием бактерий может использовать-
ся для характеристики повреждений бактериальной структу-
ры в результате различных факторов стресса окружающей 
среды, таких как изменения температуры и добавление эта-
нола [32]. Z.Saifi et al. показали, что изменение дзета-потен-
циала в сокультурах коррелировало с повышением или сни-
жением чувствительности к антибиотикам [33]. Поскольку 
возможно использовать измерения дзета-потенциал для 
определения физиологического состояния бактерий, этот 
метод применяется для характеристики различных противо-
микробных соединений. При изучении механизма их взаимо-
действия было показано, что изменение электрокинетическо-
го потенциала может быть объяснено двумя различными яв-
лениями: повреждением бактерий или связыванием антими-
кробных препаратов с поверхностью бактерий [34]. Таким 
образом, описанные исследования показывают, что измере-
ния дзета-потенциала являются очень полезным инструмен-
том для изучения стресс-воздействий на бактериальные 
клетки, а учитывая простоту и воспроизводимость этого ме-
тода, он все чаще используется для оценки и сравнения при-
роды поверхностных взаимодействий между клетками и 
окружающей средой [35].

Методы колориметрии и флюорометрии
Колориметрические методы являются одними из часто ис-

пользуемых методов для определения структурной целостно-
сти клетки. Маркерами жизнеспособности в этой группе мето-
дов является, например, восстановление красителя (тетразо-
лий, реазурин) или его флюоресценция (AlamarBlue, SYTO 9, 
пропидий йодид) [36, 37]. Далее, соотношение окрашенных/
неокрашенных клеток или изменения окраски/интенсивности 
определяют с помощью микроскопии или флуоресцентной 
спектроскопии, что обеспечивает более высокую пропускную 
способность. Так, с помощью этого метода было определено 
физиологическое состояние клеток Sinorhizobium meliloti, а 
также доказано наличие в образцах интактных, но некульти-
вируемых клеток после высушивания и хранения [38]. 

Аналогичные красители используются также и в проточной 
цитометрии [39]. Данный метод широко применяется для ис-
следования отдельных клеток, а за счет использования ком-
бинаций спектрально различных флуоресцентных зондов 
позволяет провести количественную оценку разных характе-
ристик клетки (метаболическая активность, содержание РНК 
и/или ДНК, проницаемость мембраны и т.д.) [40]. В отличие от 
планшетного метода, проточная цитометрия обеспечивает 
поклеточный анализ [41], тем самым позволяя точно опреде-
лить соотношение живых и мертвых клеток. А за счет автома-
тизации процесса и метода обработки, в сравнении с микро-
скопией, в секунду могут анализироваться тысячи клеток 
[42]. Однако, несмотря на возможность исследовать большое 
количество параметров, пробоподготовка специфична и тру-
доемка, что вносит ограничения в работу с этим методом.

Недавние достижения в области наноматериалов позволи-
ли создать новый класс флуоресцентных меток – квантовые 
точки. За счет их биосовместимости, размерного сходства с 
биологическими макромолекулами (например, нуклеиновы-
ми кислотами и белками), и улучшенными фотофизическими 
и спектральными свойствами (высокой яркостью и устойчи-
востью к фотообесцвечиванию), сопровождающиеся широ-
ким спектром возбуждения и узким спектром излучения де-
лают квантовые точки идеальными флуорофорами для 
сверхчувствительных, многоцветных и мультиплексирующих 
применений в молекулярной биотехнологии и биоинженерии 
[43]. Так, например, антитела и фрагменты неферментатив-
ной ДНК, конъюгированные квантовыми точками разного 
спектра излучения, позволяют идентифицировать различные 
микроорганизмы в сложных смесях, например, в культуре 
клеток или в биоматериалах, полученных от человека и жи-
вотных [44–46]. 

Генно-модифицированные штаммы
Определение взаимодействий между биомолекулами в 

живых клетках позволяет лучше понять механизмы ответа 
микроорганизмов на стрессовые условия. Для этого широко 
используют методы молекулярной визуализации, главным 
элементом которых является применение специальных моле-
кулярных биосенсоров, в частности флуоресцентных белков, 
которые не нарушают процессов жизнедеятельности клетки 
и не приводят к фатальным биологическим изменениям [47]. 
Данные белки обладают характеристиками, которые делают 
их полезным для исследований локализации у бактерий, в 
первую очередь способностью флуоресцировать при соеди-
нении с полипептидами-мишенями без добавления экзоген-
ных субстратов. Использование нескольких вариантов таких 
белков позволяет маркировать множество компонентов в 
пределах одной клетки [48]. Флуоресцентные штаммы все 
чаще используются в качестве ценных инструментов для 
оценки экспрессии генов в неблагоприятных условиях [49], 
изучения биопленок [50], количественной оценки бактериаль-
ной нагрузки in vitro и in vivo [51–53]. Другие интересные при-
менения включают использование флуоресцентных штаммов 
в качестве индикаторов при анализе обсемененности продук-
тов [54].

Бактерии, помеченные плазмидами, продуцирующими 
флуоресцентный белок, могут быть обнаружены несколькими 
методами. Наиболее простым методом является флуорес-
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центная микроскопия [55], а для обнаружения флуоресценции 
внутри макроорганизма, используется визуализация с помо-
щью томографии [56].

Однако данный метод имеет свои недостатки. Например, 
для образования хромофора требуется молекулярный кисло-
род, и все виды флуоресцентных белков хуже работают при 
повышенных температурах роста [57]. Следовательно, их 
нельзя использовать при всех условиях роста, при которых 
обычно растут микроорганизмы. Кроме того, белки должны 
экспрессироваться в достаточном количестве, поскольку об-
наружение всего нескольких молекул флуорофоров техниче-
ски сложно, а результаты легко неверно истолковать.

Методы протеомного анализа
Методы протеомного анализа используются для определе-

ния взаимодействий, происходящих между организмом хозя-
ина и микроорганизмом на молекулярном уровне. Чаще 
всего это определение структурно-функциональных характе-
ристик белков и пептидов либо количественное измерение 
содержания белков в клетках или тканях. Данный метод по-
могает решить множество задач: идентифицировать марке-
ры инфекционных заболеваний, найти белковые антигены – 
кандидаты на роль вакцин, определить механизмы патоген-
ности и влияние различных факторов на экспрессию белков 
в макро- или микроорганизмах [58].

Множество исследований посвящено качественному и ко-
личественному определению антиоксидантных белков, экс-
прессирующихся при взаимодействии микроорганизма и ма-
кроорганизма (растение, животное, человек) [59–61]. 

Описан способ сравнительного анализа протеома у бакте-
рий-симбионтов риса до и после воздействия осмотического 
стресса. Показано, что наиболее эффективные продуценты 
стресс-белков сильнее подавляют рост патогенных микроор-
ганизмов [62]. 

В большинстве исследований, посвященных изучению про-
теома микроорганизмов, для разделения и идентификации 
белков используются одномерный и двухмерный электрофо-
рез [63, 64] или жидкостная хроматография с тандемной масс-
спектрометрией (LC-MS/MS) [65]. Все эти методы обычно 
требуют длительных этапов подготовки образца и ограничены 
диапазоном обнаружения (размер 10–200 кДа) [66]. 

Современной альтернативой вышеуказанным методам 
является MALDI-TOF-MS. К преимуществам этой технологии 
можно отнести отсутствие длительной подготовки образцов и 
способность надежно идентифицировать изменения в части 
бактериального протеома [67]. Она также успешно использу-
ется для комплексного протеомного анализа реакции на 
стресс [68]. 

Изучение метаболома  – полного набора метаболитов, вы-
рабатываемых бактериальной клеткой, – отражает фермента-
тивные пути, закодированные в геноме. Кроме того, весь со-
став метаболитов отражает взаимодействие процессов разви-
тия и меняющейся окружающей среды на протяжении всей 
жизни организма. Отслеживая глобальные последствия раз-
личных факторов, действующих на клетку, метаболомика 
может обеспечить более точную картину фактического физио-
логического состояния организма. В основном метаболомика 
микроорганизмов изучается со стороны ассоциаций микробно-
го метаболома с людьми, с экологическими экосистемами [69]. 

Молекулярно-генетические методы
Широко используемый в последние десятилетия метод по-

лимеразной цепной реакции (ПЦР) для детекции и идентифи-
кации возбудителей инфекционных заболеваний стал мощ-
ным инструментом в т.ч. и для исследования экспрессии так 
называемых стресс-генов бактериальных клеток [70, 71]. 
Анализ экспрессии генов методом ПЦР с обратной транс-
крипцией позволяет оценивать, какие гены активны в кон-
кретных условиях. Наиболее эффективными генами для ис-
следования данным методом являются гены-регуляторы ме-
таболизма и гены, кодирующие стресс-белки. Количественный 
анализ позволяет изучать уровень экспрессии конкретных 
генов на основе количества продуктов РНК [72, 73].

Но классические методы ПЦР не дифференцируют ДНК 
жизнеспособной бактериальной клетки от инактивированной 
или от свободного фрагмента ДНК. В настоящее время раз-
работаны альтернативные ПЦР-методы, которые применяют-
ся для исследования воздействия внешних факторов на бак-
териальные клетки через анализ экспрессии генов, кодирую-
щих метаболические ферменты [74]. К ним относится так на-
зываемый метод «ПЦР жизнеспособности» (Vitability PCR/
vPCR) [75], разработанный для быстрого количественного 
определения жизнеспособных клеток с использованием ин-
теркалирующих ДНК красителей, таких как моноазид этидия 
и моноазид пропидия (PMA) [76]. При использовании vPCR 
микробы в образцах инкубируются с мембранопроницающим 
реагентом. При фотоактивации PMA плотно связывается с 
экспонированной ДНК и препятствует ПЦР-амплификации. 
Нежизнеспособные клетки с поврежденными мембранами и 
свободными нуклеиновыми кислотами не защищены от воз-
действия реагента, и их амплификация ингибируется после 
фотоактивации комплекса реагент-ДНК. Напротив, жизне-
способные клетки с неповрежденными клеточными мембра-
нами не связываются с PMA, что позволяет регистрировать 
сигналы от них в количественном ПЦР (qPCR) [77]. Недавно 
разработанный ДНК-интеркалирующий краситель DyeTox13 
позволяет избирательно обнаруживать только жизнеспособ-
ные клетки, обладающие ферментативной активностью. 
Связываясь с нуклеиновыми кислотами мертвых и фермен-
тативно неактивных клеток, DyeTox13 предотвращает ПЦР-
амплификацию, в то время как нуклеиновые кислоты метабо-
лически активных клеток могут быть амплифицированы 
ПЦР-полимеразой, поскольку активность фермента внутри-
клеточной эстеразы расщепляет краситель [78, 79]. 

Транскриптомика – одна из самых быстро развивающихся 
областей знания, по крайней мере, в технологическом смыс-
ле. Транскриптомный анализ используется для решения мно-
гих задач, таких как определение локализации участков на-
чала транскрипции, количественный анализ уровня транс-
криптов на различных стадиях развития клетки и при небла-
гоприятных условиях. В отличие от генома, который, как 
правило, одинаков для всех клеток одной линии, транскрип-
том может сильно меняться в зависимости от условий окру-
жающей среды, отражает профиль экспрессии генов в дан-
ный момент времени. Более того, транскриптомный анализ 
позволяет исследовать так называемые гены немедленного и 
раннего ответа (immediate-early genes). Экспрессия таких 
генов может активироваться непосредственно после добав-
ления индуктора, когда содержание белкового продукта не 
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меняется вследствие низкой скорости трансляции [80]. 
Проведенные транскриптомные исследования на цианобак-
териях рода Synechocystis показали, что существуют универ-
сальные химические или электрические стимулы – активные 
формы кислорода и изменения окислительно-восстанови-
тельного потенциала, которые запускают экспрессию стресс-
зависимых генов независимо от природы самого стресса [81]. 
При оценке взаимодействия бактерий с организмом хозяина 
данный метод также играет немаловажную роль. K.S.Kim et 
al. определили, что муцинразрушающие бактерии 
(Akkermansia muciniphila и Ruminococcus gnavus) тесно связа-
ны со здоровьем макроорганизма и его болезненными состо-
яниями. Изменение рациона питания лабораторных живот-
ных приводило к изменению метаболических путей микро-
организмов, что нарушало целостность кишечного барьера 
организма-хозяина [82]. Данный метод также используется 
для определения зависимости стресса, воздействующего на 
бактериальную клетку, и ее дальнейшей устойчивости к анти-
биотикам [83].

Заключение
Исследование стресс-реакций играет ключевую роль в 

понимании адаптационных механизмов бактерий к перемен-
ным условиям окружающей среды. Методы, позволяющие 
исследовать эти взаимодействия, довольно обширны и за-
трагивают различные уровни бактериальной клетки. Методы 
популяционного уровня – световая микроскопия, оптические 
методы, бактериологический метод  – позволяют оценить 

ответ всей популяции на вредное воздействие окружающей 
среды. Методы, оценивающие взаимодействие конкретной 
клетки с окружающей средой, являются более чувствитель-
ными и, следовательно, более информативными. Некоторые 
из методов (АСМ, электронная микроскопия, электрооптиче-
ский анализ) помогают также изучить и морфологические 
характеристики клеток. Методы молекулярной биологии по-
зволяют анализировать изменения в генетической инфор-
мации под воздействием стресс-факторов и более глубоко и 
точно изучать изменения в геноме бактерий. Особое внима-
ние следует уделить протеомным методам анализа, которые 
позволяют анализировать изменения в уровне продукции 
определенных белков при стрессовых условиях. Эти методы 
предоставляют более полное представление о реакциях бак-
терий на стресс.

Таким образом, современные техники анализа стресс-
реакций в бактериальных клетках предоставляют мощные 
инструменты для более глубокого понимания молекулярных 
механизмов адаптации организмов к переменным условиям 
окружающей среды, что открывает новые перспективы в био-
логии и медицине (таблица).
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