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Проблема адаптации микроорганизмов к стрессу 
является одной из наиболее актуальных в современ-
ной микробиологии. Доказано, что воздействие не-
благоприятных факторов способствует формирова-
нию у микроорганизмов универсальных механизмов 
защиты. В качестве таких неспецифических адапто-
генов, принимающих участие в процессе приспосо-
бления разнообразных организмов (от бактерий до 
растений и млекопитающих) к неблагоприятным 
условиям среды, некоторые авторы рассматривают 
полиамины, которые могут быть вовлечены в раз-
личные физиологические процессы, включая регуля-
цию экспрессии генов, трансляцию, пролиферацию 
клеток, модуляцию сигнализации клетки, стабилиза-
цию мембран [7, 8]. Энергетические сигналы стресса 
воспринимаются ферментами синтеза полиаминов в 
клетке, что приводит к возрастанию концентрации 
этих соединений. 

Известно, что полиамины – это большая группа 
низкомолекулярных азотсодержащих соединений, 
образующихся при декарбоксилировании аминокис-
лот в кислой среде (кадаверин – из лизина, путрес-
цин – из орнитина, агматин – из аргинина и т.д.), 
они представляют собой короткие углеводородные 
цепочки, состоящие из 4–10 углеродных атомов, ко-
торые содержат от 2 до 4 аминогрупп. Важнейшие из 
них, содержащиеся во всех живых клетках, – кадаве-
рин [NH2(CH2)5NH2], путресцин [NH2(CH2)4NH2], 
спермидин [NH2(CH2)4-NH(CH2)3NH2] и спермин 
[NH2(CH2) 3NH-(CH2)4-NH(CH2)3NH2] – являют-
ся универсальными, полифункциональными моле-
кулами [3]. 

Показано влияние полиаминов на устойчивость 
условно-патогенных бактерий (E. coli, P. aeruginosa 
и др.) к окислительному, кислотному, тепловому и 
другим видам стресса за счет их антиоксидантных 
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свойств [2], а также за счет способности ингибиро-
вать проницаемость пориновых каналов клеточной 
стенки, как бы обосабливая микробную клетку от 
вредного окружения с помощью полиаминов [3, 5, 6]. 

Сведения о продукции полиаминов при стрессор-
ном воздействии на возбудителя холеры в литературе 
практически отсутствуют. Одним из видов стресса на 
холерные вибрионы в кишечнике человека является 
резкое изменение газового состава среды обитания. 
В желудочно-кишечном тракте человека содержится 
около 200 мл различных газов, среди которых кис-
лород составляет 0–12 %, углекислый газ – 6–13 %. 
Концентрация кислорода при переходе от тонкого к 
толстому кишечнику постепенно снижается за счет 
всасывания с 21 до 1 % и ниже, а углекислоты, на-
против, повышается с 6 до 13 % и выше [1]. 

Целью настоящего исследования явилось изуче-
ние влияния газовой среды обитания на продукцию 
холерными вибрионами одного из основных полиа-
минов – кадаверина, являющегося одним из индика-
торов стрессового ответа. 

Материалы и методы

В работе использовано 14 штаммов V. cholerae 
El Tor, 2 – V. cholerae classical, 2 – V. cholerae O139, 
имеющих различный набор детерминант патогенно-
сти, выделенных от больных и из речной воды.

Для проведения опыта в бульон Мартена вно-
сили взвеси суточных агаровых культур холерных 
вибрионов и культивировали в течение 4 сут при 
37 °С в микроаэрофильных условиях – в эксикато-
ре (10–12 % О2 и 5 % СО2 – имитация газовой среды 
тонкого отдела кишечника – I вариант) и в анаэро-
стате с газ-пакетами AnaeroGen, обеспечивающими 
газовый состав с содержанием кислорода не более 
1 % и СО2 9–13 % (как в толстом отделе кишечни-
ка – II вариант). 

Продукцию кадаверина определяли по методике 
S.Cortacero-Ramıґrezetal et al. [4] с нашими модифи-
кациями (патент RU 2566558). Для определения вну-
триклеточного и внеклеточного кадаверина получен-
ные бульонные культуры холерных вибрионов после 
инкубации центрифугировали, супернатанты пере-
носили в отдельные пробирки, а к осадку добавляли 
150 мкл дистилированной воды. К обеим пробам до-
бавляют 50 мкл 200 мМ раствора гидрокарбоната на-
трия. В качестве контрольного компонента использо-
вали FITC-дериваты коммерческого кадаверина (про-
изводство фирмы «Sigma») в концентрации 1 мг/мл. 
Полученные смеси, в том числе и контрольную, про-
гревали при 99 °С в течение 30 мин в твердотельном 
термостате «Термит» и вносили в них 100 мкл 10 мМ 
раствора FITC в 80 % ацетоне и 200 мкл 50 % ацето-
на, после чего пробы инкубировали 2 ч в термостате 
«Гном» при температуре 50 °С. Далее добавляли во 
все пробы 500 мкл деионизованной воды, перемеши-
вали и центрифугировали 5 мин при 13000 об/мин. 

Полученные пробы исследовали в системе ка-

пиллярного электрофореза Backman. Результаты 
выводились в виде электрофореграммы: при пода-
че напряжения в систему FITC-кадаверин достигал 
зоны детекции и регистрировался в виде пика све-
чения 520 нм при длине возбуждения 488 нм арго-
новым лайзером. Полученные с помощью электро-
фореграмм цифровые выражения пиков опытных и 
контрольных образцов позволяли определять коли-
чество продуцируемого кадаверина у исследуемых 
штаммов холерных вибрионов по формуле:

Рк
,Ро . Ск 

C =

где С – концентрация кадаверина исследуемого 
штамма холерных вибрионов, мкг/мл; Ск – концен-
трация кадаверина в контрольной пробе, мкг/мл; Ро – 
цифровое выражение пика опытного образца; Рк – 
цифровое выражение пика контрольного образца.

Все результаты статистически обработаны.

Результаты и обсуждение

При варьировании газовой среды, соответству-
ющей ее составу по кислороду и углекислому газу в 
кишечнике (как в I, так и во II варианте), холерные 
вибрионы Эль Тор образовывали как внутриклеточ-
ный, так и внеклеточный кадаверин в значительном 
количестве. При этом средние суммарные показате-
ли продукции этого полиамина в I варианте (ими-
тирующем тонкий кишечник, в котором происходят 
все основные события патогенеза холеры) оказались 
несколько выше, чем во II варианте (имитирующем 
толстый кишечник) –1156,6 мкг/мл против 974,25.

Обращает на себя внимание снижение значений 
суммарной продукции кадаверина в каждой из групп 
вибрионов Эль Тор по мере снижения эпидемической 
значимости: в I варианте – с 453,2 мкг/мл у ctx+tcp+ и 
425 мкг/мл у ctx–tcp+ штаммов до 277,0 мкг/мл у ctx–

tcp– штаммов (39 и 35 % соответственно); во II вари-
анте концентрация кадаверина снижалась меньше от 
345,6 и 333,4 мкг/мл до 295,25 мкг/мл (на 15 и 11 % 
соответственно).

Классические холерные вибрионы, представ-
ленные двумя токсигенными штаммами, по актив-
ности не уступали холерным вибрионам Эль Тор из 
такой же группы ctx+tcp+ штаммов: суммарное зна-
чение при культивировании в I варианте составило 
450,0 мкг/мл и 383,2 мкг/мл – во II. 

Максимальным суммарным значением харак-
теризовался токсигенный штамм О139 серогруппы 
(502,0 и 481,0 мкг/мл), показания у атоксигенного 
штамма были гораздо ниже, особенно в I варианте 
(всего 61,0 мкг/мл). 

При этом обращает на себя внимание, что у 
всех штаммов с генотипом ctx+tcp+ и ctx–tcp+ (Эль 
Тор, классических и О139) суммарные значения по-
казателей продукции кадаверина в I группе были 
выше, чем во II, то есть для патогенных и потен-
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циально патогенных вибрионов стрессом, вероятно, 
являлась более высокая концентрация кислорода 
(10–12 %); у авирулентных штаммов (ctx–tcp–) Эль 
Тор и О139, напротив, значения во II группе были 
выше, чем в I, то есть для этих штаммов более 
стрессовыми были условия высокой концентрации 
углекислоты (12–13 %).

При ранжировании штаммов вибрионов Эль 
Тор по источнику выделения суммарные показатели 
уровней продукции кадаверина в группах выглядели 
следующим образом (таблица). 

Показатели кадаверина в группах отличались 
незначительно. Несколько более высокие показате-
ли суммарной продукции кадаверина (как в I, так и 
во II варианте) отмечены в группе штаммов, выде-
ленных от вибриононосителей (431 и 443,7 мкг/мл). 
Для сравнения: от больных – 377,8 и 316,3 мкг/мл; 
из воды – 365,3 и 274,2 мкг/мл. При этом установ-
лено, что такие высокие показатели продукции када-
верина в группе носителей обусловлены одним ctx–

tcp+ штаммом V. cholerae El Tor (488 и 520 мкг/мл). 
Является ли этот результат характерным для всей 
группы ctx–tcp+ штаммов, выделенных на протяже-
нии последних десяти лет от носителей, предстоит 
выяснить впоследствии, хотя (судя по данным, по-
лученным при изучении таких же изолятов от боль-
ных и из воды) не исключено, что речь может идти 
об индивидуальных особенностях некоторых штам-
мов. Если не принимать во внимание результаты, по-
лученные при исследовании этой культуры, можно 
констатировать, что при ранжировании штаммов по 
источнику выделения внутри каждой группы наблю-
далась та же динамика снижения продукции кадаве-
рина в зависимости от степени патогенности штам-
мов (от больных: с 470,5 до 246 мкг/мл в I группе, с 
350 до 298 – во II; от носителей: с 404 до 401 мкг/мл в 
I группе, с 442 до 369 мкг/мл – во II; из воды: с 460,5 
до 230,5 в I группе, с 293до 257 мкг/мл – во II). 

Установлено, что суммарный уровень продукции 
кадаверина в обоих вариантах опыта у всех штаммов 

холерных вибрионов, выделенных из организма чело-
века (больного или носителя), был несколько выше, 
чем у водных штаммов, что свидетельствует о более 
эффективном использовании данной защитной систе-
мы в организме человека именно такими штаммами. 

При анализе продукции внутриклеточного и 
внеклеточного кадаверина в разных условиях опытов 
наблюдалось преобладание внеклеточного кадавери-
на, но в разной степени. В экспериментах, имитиру-
ющих газовую среду тонкого кишечника (I вариант – 
10–12 % О2, 5 % СО2), суммарное среднее количество 
внутриклеточного кадаверина составляло 456,7 мкг/
мл, внеклеточного – 698,9 мкг/мл, (соотношение 
1:1,5), то есть разница в продукции кадаверина не-
значительная. Мы ранее в этой работе предположили, 
что эти условия могут быть достаточно стрессовыми 
для холерных вибрионов, поскольку ни в толстом ки-
шечнике, ни в водных объектах окружающей среды 
нет такой высокой концентрации кислорода. В ответ 
на стресс происходит синтез полиаминов, которые 
защищают холерные вибрионы как путем заполнения 
пориновых каналов (внутриклеточный кадаверин), 
так и путем изоляции клеток от вредного окружения 
(внеклеточный кадаверин), способствуя тем самым 
сохранению популяции возбудителя и развитию па-
тологического процесса в тонком кишечнике. 

Совершенно другая картина наблюдалась при 
моделировании условий газовой среды в толстом ки-
шечнике (II вариант – 1 % О2, 9–13 % СО2). При низ-
кой концентрации кислорода и высокой углекислого 
газа соотношение внутриклеточного и внеклеточно-
го кадаверина составляло уже 1:4, то есть приоритет-
ной была продукция внеклеточного кадаверина, не-
обходимого для внешней защиты клеток вибрионов. 
Возможно стрессором в данной модели опыта слу-
жила именно повышенная концентрация СО2.

Таким образом, при экспериментальном моде-
лировании газовой среды кишечника, в котором осу-
ществляется развитие патологического процесса (ад-
гезия, колонизация, токсинопродукция), показано, 

Продукция кадаверина холерными вибрионами Эль Тор, выделенными из различных источников

Источник  
выделения

Наличие 
генов

Культивирование в условиях эксикатора (10 % О2, 5 % СО2)  
I вариант (кадаверин)

Культивирование в условиях газ-пакета (1 % О2, 12 % СО2)  
II вариант (кадаверин)

внутриклеточный, мкг/мл внеклеточный, мкг/мл сумма внутриклеточный, мкг/мл внеклеточный, мкг/мл сумма

Больные

+ + 189,5 281,0 470,5 16,5 333,5 350,0

- + 144,5 270,0 414,5 29,0 272,0 301,0

- - 101,0 145,0 246,0 46,0 252,0 298,0

Среднее по группе 145,0 232,0 377,0 30,5 285,8 316,3

Носители

+ + 154,0 250,0 404,0 176,0 266,0 442,0

- + 221,0 267,0 488,0 151,0 369,0 520,0

- - 149,0 252,0 401,0 94,0 275,0 369,0

Среднее по группе 174,7 256,3 431,0 140,3 303,3 443,7

Вода

+ + 181,5 279,0 460,5 34,0 259,0 293,0

- + 180,0 225,0 405,0 53,5 219,0 272,5

- - 82,0 148,5 230,5 22,0 235,0 257,0

Среднее по группе 147,8 217,5 365,3 36,5 237,7 274,2



Проблемы особо опасных инфекций. 2016, вып. 2

90 Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]

что холерные вибрионы реагируют на неблагопри-
ятные условия окружающей среды путем продукции 
кадаверина, одного из полиаминов, являющихся не-
специфическими антистрессовыми адаптогенами.

При этом количество продуцируемого кадавери-
на в определенной степени коррелирует с патогенно-
стью культур (оно выше у эпидемически значимых 
и потенциально эпидемически значимых штаммов, 
чем у штаммов, лишенных генов токсино- и пиле-
продукции. 

Установлено, что при использовании обеих мо-
делей газовой среды кишечника уровень продукции 
внеклеточного кадаверина выше, чем внутрикле-
точного, но соотношение этих показателей зависит 
от концентрации кислорода и углекислоты в окру-
жающей среде. В условиях газовой среды тонкого 
кишечника (10–12 % О2, 5 % СО2) оно практически 
равно (1:1,5), в условиях толстого кишечника (1 % 
О2, 10–12 % СО2) преобладает синтез внеклеточного 
кадаверина (соотношение 1:4). 

Внутриклеточный кадаверин, «запечатываю-
щий» пориновые каналы микробных клеток, образу-
ется, в основном, при условии высокой концентра-
ции кислорода (10–12 %), при выраженной гипоксии 
(<1 % О2) и повышении уровня углекислого газа 
(9–13 %) его количество резко снижается. 

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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