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Продемонстрированы возможности использования тест-системы на основе живых клеток E. coli
BL-21 (DE3) Сodon Plus, экспрессирующих рН-резистентную термостабильную люциферазу свет-
ляка Luciola mingrelica для изучения кинетики действия аминогликозидов (на примере гентамици-
на) по изменению содержания АТФ и люциферазы внутри и вне клеток. Показано, что через 3 ч ин-
кубации бактерий с антибиотиком становится возможным оценить изменение жизнеспособности
клеток, эффективность действия антибиотика и прогнозировать образование персистеров. Метод
перспективен при проведении быстрого первичного высокопроизводительного скрининга анти-
бактериальных агентов и лекарственных форм для оценки их эффективности и механизма их дей-
ствия.  

Ключевые слова: люцифераза светляков, биолюминесценция, аминогликозиды, гентамицин, E. coli.

DOI: 10.31857/S0006302924030138,  EDN: OEYVCA

Биолюминесцентная люциферин-люцифе-
разная реакция окисления D-люциферина кис-
лородом в присутствии АТФ и ионов магния, ка-
тализируемая люциферазой светляков, предо-
ставляет широкие возможности ее исполь-
зования в биоаналитической химии, не только
для определения ультрамалых количеств АТФ [1],
но и люциферазы [2, 3].

Биолюминесцентные тест-системы на основе
живых прокариотических и эукариотических
клеток, продуцирующих мутантную термоста-
бильную люциферазу светляков L. mingrelica, пер-
спективны для изучения влияния и быстрой
оценки эффективности действия лекарственных
средств и изучения функционирования организ-
мов при физиологических условиях в условиях
клеточного стресса различной природы, позволя-
ют параллельно изучать кинетику изменения двух
биолюминесцентных маркеров – АТФ и люци-
феразы – внутри и вне клеток [4]. Примеры ис-
пользования тест-системы для мониторинга кле-
точного гомеостаза под воздействием внешних
стимулов физической и химической природы на

живые клетки (прокариоты и эукариоты) приве-
дены в работе [5]. Это удобная, быстрая и надеж-
ная модель для изучения эффективности и ме-
ханизма действия антибактериальных агентов
разных классов, поскольку большинство тради-
ционных антибиотиков разрушают АТФ-зависи-
мые мишени. Изучение кинетики изменения
концентрации АТФ и люциферазы позволяет
определять жизнеспособность, метаболическую
активность, цитотоксичность, выживаемость
клеток в условиях клеточного стресса, оценивать
эффективность литических агентов по измене-
нию проницаемости клеточной мембраны, на-
блюдать за процессами синтеза/гидролиза АТФ,
выявлять стадии образования персистеров и фор-
мирования толерантности к антибиотикам. Ранее
мы показали возможность использования тест-
системы для изучения механизма действия мем-
брано-активного полипептидного поликатиона
колистина [6] и продемонстрировали, что поли-
миксины вызывают резкое истощение внутри-
клеточного АТФ за счет остановки его синтеза и
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утилизации внутри клетки, что приводит к ее
быстрой гибели [4].

Аминогликозидные антибиотики широко ис-
пользуются для лечения многих грамотрицатель-
ных и некоторых грамположительных инфекций,
а также туберкулеза с множественной лекар-
ственной устойчивостью из-за их высокой эф-
фективности и низкой стоимости. Аминоглико-
зиды состоят из 2-дезоксистрептаминового коль-
ца, к которому присоединены два или более
аминомодифицированных сахаров через глико-
зидные связи. Их мощная бактерицидная актив-
ность основана на специфическом связывании с
16S рРНК 30S рибосомальной субъединицы, пре-
пятствующем синтезу белка [7]. Проникновениe
аминогликозидов в цитоплазму происходит в три
этапа [8, 9]. На первой энергонезависимой стадии
(first energy-dependent phase – EDP-1) поликати-
онные антибиотики в результате ионных взаимо-
действий быстро связываются с анионными ком-
понентами клеточной поверхности (липополиса-
хариды, фосфолипиды и белки внешней
мембраны) грамотрицательных бактерий, в ре-
зультате чего происходит вытеснение двухвалент-
ных катионов, образующих поперечные мостики
с соседними молекулами липополисахарида. Это
приводит к увеличению проницаемости мембра-
ны и проникновению молекул аминогликозида в
периплазматическое пространство [10] и затем в
цитоплазму посредством механизмов, зависящих
от протондвижущей силы, вызывая ошибки в
синтезе белка. Данная стадия требует активно
функционирующей системы переноса электро-
нов, поэтому анаэробные бактерии, как правило,
нечувствительны к этим антибиотикам [11]. Не-
правильно транслируемые мембранные белки
вызывают нарушение целостности цитоплазма-
тической мембраны, вызывая следующий этап,
известный как «энергозависимая фаза II» (second
energy-dependent phase – EDP-2), что приводит к
поглощению большего количества аминоглико-
зида и в конечном итоге к гибели клетки [12]. Вто-
рая энергозависимая фаза (EDP-2) протекает
быстрее, чем первая (EDP-1), и требует связыва-
ния с рибосомами. Наступление этой фазы соот-
ветствует началу ингибирования синтеза белка и
потере жизнеспособности клеток. Во время пер-
вой фазы поглощения особенно важна про-
тондвижущая сила [13], величина которой опре-
деляется эффективностью функционирования
дыхательных комплексов – чем выше их актив-
ность, тем выше уровень протондвижущей силы,
тогда как вторая фаза возникает в ответ на де-
фектную трансляцию. При снижении энергети-
ческого выхода используемой дыхательной цепи
наблюдается увеличение степени выживаемости
микроорганизмов в присутствии антибиотика
[14] и образование персистеров.

Можно ожидать, что изучение кинетики изме-
нения низкомолекулярного маркера АТФ и высо-
комолекулярной люциферазы позволит оценить
процессы, протекающие во времени при дей-
ствии аминогликозидов на клетки E. coli, такие
как скорость гибели клетки, влияние на синтез
белка и функционирование рибосом, изменение
проницаемости клеточной мембраны, способ-
ность к образованию персистеров, а также быстро
определить минимальную ингибирующую кон-
центрацию антибиотика. 

Целью данной работы является изучение ки-
нетики изменения содержания АТФ и люцифера-
зы внутри и вне клеток E. сoli в присутствии раз-
личных концентраций гентамицина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве модельной культуры использовали

штамм E. coli BL-21 (DE3) Сodon Plus (Novagen,
США), продуцирующий рН-резистентную тер-
мостабильную люциферазу светляков Luciola
mingrelica. Ночную культуру получали в 3 мл лизо-
генной среды Luria-Bertani (LB) при 37°C и
230 об/мин в течение 17–18 ч в шейкере-инкуба-
торе ES-20 (Biosan, Латвия); А590 составляла
1.5 ± 0.1. Суспензию клеток разбавляли свежей
средой LB до нужной концентрации. 100 мкл рас-
твора гентамицина сульфата в 0.9% физиологиче-
ском растворе или физиологический раствор
(контроль) добавляли к 800 мкл суспензии кле-
ток. Конечная концентрация гентамицина в ре-
акционной смеси составляла 0.011–71 мкг/мл.
Образцы инкубировали в аэрированных условиях
при 37°С с орбитальным встряхиванием при
230 об/мин в течение 4 ч в 24-луночных планше-
тах. В процессе инкубации отбирали пробы для
измерения содержания АТФ и активности люци-
феразы внутри и вне клеток [4]. 

Через 4 ч инкубации с антибиотиком клеточ-
ную культуру центрифугировали при 1000 об/мин
в течение 7 мин, отделяли супернатант, содержа-
щий антибиотик, а осадок ресуспендировали в
800 мкл свежей питательной среды LB. Получен-
ную клеточную суспензию инкубировали при пе-
ремешивании (18 ч, 37°C, 230 об/мин). Для опре-
деления КОЕ методом посевов разведений на ага-
ризованной LB среде (5 г/л дрожжевого
экстракта, 10 г/л триптона и 10 г/л NaCl, 11 г/л
агара) отбирали пробы до добавления антибиоти-
ка, сразу после удаления антибиотика и через 18 ч
инкубации в среде LB, инкубировали 20 ч при
37°C и подсчитывали образовавшиеся колонии. 

Для анализа АТФ использовали АТФ-реагент
на основе термостабильной люциферазы светля-
ка Luciola mingrelica (ЗАО «БиоХимМак СТ»,
Москва, Россия) и определяли содержание АТФ
вне клеток (ATPex) и общее содержание АТФ
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(АТФtot), как описано в [4]. Для этого к 20 мкл об-
разца клеток (для определения АTPex) или кле-
точного экстракта, полученного обработкой све-
жеперегнанным 100%-ным диметилсульфокси-
дом в соотношении 1:9 (v/v) (для определения
АTPtot), добавляли 100 мкл АТФ-реагента и реги-
стрировали интенсивность свечения в течение 30
с на люминометре FB-12 (Zulux Corp., Германия),
используя фильтр с пропусканием 1.25%. Содер-
жание АТФ внутри клеток (АТФin) рассчитывали
по разности АТФin = АТФtot – АТФex. Для изме-
рения активности люциферазы вне клеток (Lucex)
использовали субстратную смесь с рН 7.8, содер-
жащую 4 мМ АТФ, 0.3 мМ D-люциферина, 20 мМ
Mg2+, буферные соли и др. компоненты и реги-
стрировали интенсивность свечения в течение
30 с. Для измерения активности люциферазы
внутри клеток (Lucin) использовали субстратную
смесь, содержащую 2 мМ D-люциферина, 20 мМ
Mg2+ с рН 5.0 и регистрировали интенсивность
свечения в течение 60–80 с. Измерения проводи-
ли в микрокюветах вместимостью 240 мкл после
добавления 100 мкл соответствующей субстрат-
ной смеси к 20 мкл неразбавленной клеточной
суспензии. 

Представлены средние значения трех незави-
симых экспериментов. Статистический анализ
проведен с помощью однофакторного дисперси-
онного анализа (ANOVA). Статистическая значи-
мость была определена как р < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В работе использовали клетки E. coli BL-21
(DE3) Сodon Plus, экспрессирующие мутантную
нечувствительную к изменению рН термоста-
бильную люциферазу светляков L. mingrelica [15,
16], которая позволяет инкубировать клетки при
37°С без инактивации внутриклеточного фермен-
та. Кроме того, продуцируемая люцифераза не-
чувствительна к эффекту снижения внутрикле-
точного рН в процессе экспоненциального роста
клеток E. coli [17]. Для определения активности
люциферазы внутри клеток (Lucin) мы использо-
вали субстратную смесь при рН 5.0, при котором
люциферин теряет отрицательный заряд и спосо-
бен проникать внутрь клетки. Поступающий лю-
циферин инициирует свечение, пропорциональ-
ное концентрации эндогенной люциферазы Lucin
благодаря тому, что в клетке существуют опти-
мальные условия для протекания биолюминес-
центной реакции (рН ~7.6, насыщающие концен-
трации АТФ и ионов Mg2+). При рН 5.0 внекле-
точная люцифераза мгновенно инактивируется,
наблюдаемая активность относится только к
Lucin. Для измерения активности Lucex мы ис-

пользовали субстратную смесь с рН 7.8, содержа-
щую насыщающие концентрации субстратов.
При этом значении рН проницаемость клеточной
мембраны не меняется – отрицательный мем-
бранный потенциал клеточной мембраны не поз-
воляет отрицательно заряженному люциферину
проникать в клетку, и наблюдаемый биолюми-
несцентный сигнал соответствует активности
только внеклеточной люциферазы Lucex. В от-
дельном эксперименте было показано, что гента-
мицин не влияет на активность люциферазы.

Кинетика изменения АТФin и АТФex. Влияние
гентамицина на растущие клетки E. сoli, продуци-
рующие люциферазу, изучали при начальных
концентрациях клеток в 25, 131 и 233 млн КОЕ/мл
в аэрированных условиях при 37°С в среде LB при
орбитальном перемешивании, концентрацию ан-
тибиотика варьировали в диапазоне 0.01–
0.07 мкг/мл. 

Изучение кинетики изменения внутриклеточно-
го АТФin показало, что в присутствии низких кон-
центраций антибиотика (0.1–0.6 мкг/мл реакци-
онной смеси, см. рис. 1, кривые 4 и 5) кривые ро-
ста клеток сопоставимы с контрольным
экспериментом и через 4 ч инкубации концентра-
ция АТФin в этих образцах возросла в 12 раз. 

При высоких концентрациях гентамицина
(14–71 мкг/мл, кривые 1 и 2 на рис. 1) рост клеток
отсутствовал – через 3.5 ч уровень АТФin снизил-
ся на 10% ниже исходного и вышел на постоянное
значение, что свидетельствует о снижении мета-
болической активности и жизнеспособности кле-
ток и проявлении преимущественно бактерицид-
ного действия гентамицина. 

При концентрации гентамицина 2.8 мкг/мл
(кривая 3) максимальное значение АТФin наблю-
далось через 2 ч, клетки продолжали расти, хотя
скорость деления клеток была в 1.7–4.0 раза ниже
по сравнению с контролем, причем чем выше бы-
ла исходная концентрация клеток, тем большее
количество клеток сохранили способность к де-
лению. Таким образом, эффективность действия
гентамицина зависела от исходной концентрации
клеток и, соответственно, от удельного содержа-
ния антибиотика в расчете на одну клетку. При
исходной концентрации клеток 25 млн КОЕ/мл
для этой концентрации антибиотика его удельное
содержание в расчете на 1 клетку E. coli составля-
ет 0.11 пг/КОЕ, уровень АТФin практически не
менялся и наблюдался бактериостатический эф-
фект. При концентрациях клеточной суспензии
131 и 233 млн КОЕ/мл удельное содержание анти-
биотика уменьшилось до значений соответствен-
но 0.02 и 0.01 пг/КОЕ и его эффективность сни-
зилась – на начальном этапе наблюдался рост
АТФin, клетки еще продолжали функциониро-
вать и делиться, далее уровень АТФ снижался и
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через 4 ч инкубации выходил на постоянное зна-
чение – значительная часть клеток сохранила
жизнеспособность. 

Уровень внеклеточного АТФex является более
сложным для анализа индикатором – он характе-
ризует протекание двух параллельных процессов
– накопление внеклеточного АТФex как за счет
изменения проницаемости клеточной мембраны
под действием литического агента, так и в резуль-
тате деления клеток, в процессе которого может
происходить механическая утечка АТФ при деле-
нии клетки на две дочерние. В отсутствие гента-
мицина в контрольном образце наличие линей-
ных участков lgA/A0(t) для АТФех и АТФin протя-
женностью не менее 100 мин, независимо от
исходной концентрации клеток, свидетельствует
о протекании экспоненциальной фазы роста.
При этом, несмотря на наблюдаемое 10-кратное
повышение уровня АТФех, его доля среди общего
пула АТФ (АТФtot) составляет не более 3%. Мож-
но ожидать, что при нарушении проницаемости
клеточной мембраны в присутствии эффектора
будет наблюдаться увеличение уровня АТФex.

При достижении насыщающей концентрации
клетки перестают делиться, и наблюдается пере-

ход в стационарную фазу – уровень АТФex сни-
жается, что связано, по-видимому, с изменением
состава культуральной жидкости и рН среды в
процессе деления и роста клеток. Чем выше ак-
тивность микроорганизма, тем раньше меняются
физико-химические показатели среды, в резуль-
тате чего скорость гидролиза внеклеточного
АТФex увеличивается. Этот эффект особенно за-
метен при высокой концентрации клеток
(233 млн КОЕ/мл, см. рис. 1в). 

Таким образом, аналитическим показателем
эффективности действия антибиотика является
отсутствие снижения АТФex через 3–4 ч инкуба-
ции, свидетельствующее, как минимум, о бакте-
риостатическом действии антибиотика – деление
клеток не происходит и как следствие, состав ин-
кубационной среды не изменяется.

Баланс по АТФ (АТФtot, АТФin и АТФex) приве-
ден в качестве примера для высокой концентра-
ции гентамицина (71 мкг/мл) при различных кон-
центрациях клеток (см. рис. 2). 

Через 1 ч инкубации наблюдается незначи-
тельное увеличение исходного уровня АТФin, со-
ответствующее стадии взаимодействия гентами-
цина с компонентами клеточной поверхности,

Рис. 1. Кинетика изменения концентрации АТФin (верхний ряд графиков) и АТФex (нижний ряд графиков) в процессе
инкубации клеток E. coli в присутствии гентамицина в полулогарифмических координатах. Исходная концентрация
клеток, млн КОЕ/мл среды LB: 25 (а), 131 (б) и 233 (в). Концентрации гентамицина, мкг/мл: кривая 1 – 71, кривая 2 –
14, кривая 3 – 2.8, кривая 4 – 0.6, кривая 5 – 0.1, кривая «К» – 0. Условия инкубации: 37°С, 230 об/мин. 
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диффузии внутрь клетки и связывания с мише-
нью, что, по-видимому, отражает  протекание
стадии EDР-1. Действительно, известно, что по-
глощение аминогликозидов клетками протекает
быстро и эффективно – по данным авторов рабо-
ты [9], через 60 мин при средней концентрации
2.0 мкг/мл в питательной среде соотношение
внутриклеточного и внеклеточного гентамицина
составляет примерно 1500:1. Можно ожидать, что
к этому моменту практически весь антибиотик
находится в клетках. Как видно, гентамицин не
влияет на АТФазную активность, фермент про-
должает функционировать и синтезирующийся
АТФ расходуется на адаптацию и выживаемость в
присутствии химического стрессора. На этом эта-
пе средняя скорость накопления АТФex, в отли-
чие от скорости накопления АТФin, слабо зависит
от концентрации гентамицина (см. рис. 3) и кон-
центрации клеточной суспензии.

Через 80 мин АТФ-синтазы не способны ком-
пенсировать потери АТФ, и наблюдается плавное
снижение уровня АТФin во многом за счет его
транспорта из поврежденных клеток (стадия

EDP-2). Через 4 ч инкубации с гентамицином
уровень АТФin снизился в 1.3–2.5 раза ниже ис-
ходного в зависимости от концентрации клеток,
и наблюдалось преимущественно бактерицидное
действие гентамицина. Таким образом, изучение
кинетики распределения АТФ внутри и вне кле-
ток позволяет сделать выводы о степени бактери-
цидного/бактериостатического действия агента,
наблюдать не только за гибелью клеток во време-
ни, но и образованием персистеров. 

Кинетика изменения Lucin и Lucex. Анализ кине-
тических кривых Lucin показал, что в области низ-
ких концентраций гентамицина (0.1–0.6 мкг/мл)
и контрольном образце (рис. 4, кривые 4, 5 и К)
начальная скорость синтеза фермента практиче-
ски одинакова, однако через 2 ч инкубации в при-
сутствии гентамицина синтез люциферазы замед-
ляется. Рост люциферазной активности свиде-
тельствует о сохранении в образце большого
количества метаболически активных клеток, спо-
собных к делению. Действительно, результаты
определения АТФ внутри и вне клетки (см. рис. 1)
полностью повторяют эту картину, кривые на-

Рис. 2. Кинетика изменения концентрации АТФtot, АТФin и АТФex в процессе инкубации клеток E. coli с
гентамицином (71 мкг/мл). Начальные концентрации клеток, млн КОЕ/мл среды LB: 25 (а), 131 (б) и 233 (в). Условия
инкубации: 37°С, 230 об/мин. 

Рис. 3. Зависимость средних начальных скоростей изменения концентрации АТФex (а) и АТФin (б) от концентрации
гентамицина при различных концентрациях клеточной суспензии E. сoli (25, 131 и 233 млн КОЕ/мл).
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копления АТФin практически не отличаются от
контроля. Очевидно, что указанные концентра-
ции антибиотика лежат ниже минимальной ин-
гибирующей концентрации.

В области высоких концентраций антибиоти-
ка (2.8–71 мкг/мл) уже на начальном этапе прояв-
ляется ингибирующее действие гентамицина на
рибосомы – скорость синтеза активной Lucin
снижается по сравнению с контролем (кривые 1–
3). Через 80 мин наблюдается максимум Lucin, ве-
личина которого зависит от концентрации добав-
ленного агента, c последующим дальнейшим
снижением активности Lucin, что подтверждает
данные, полученные для АТФin, об отсутствии
деления клеток и их гибели.  

Накопление внеклеточной люциферазы Lucex
происходит в результате деления клеток, а также
свидетельствует о протекании необратимых из-
менений мембраны и увеличении доступности
эндогенного фермента в результате действия ген-
тамицина. При делении клеток лишь малая часть
люциферазы попадает во внеклеточное про-
странство – в контрольном образце наблюдается
незначительное накопление Lucex, уровень био-
люминесцентного сигнала, характеризующего

активность фермента, вырос всего с 0.5 до
2000 RLU, что согласуется с данными для АТФex,
в то время как сигнал для Lucin за 250 мин увели-
чился существенно больше – с 7 до 240000. При
малых концентрациях антибиотика сохраняется
схожая картина, его присутствие не отражается на
функционировании клеток – они продолжают
делиться и синтезировать люциферазу. При вы-
соких концентрациях наблюдается значительное
увеличение скорости накопления Lucex, которая
более чем на порядок превышает скорость накоп-
ления Lucin, что связано с необратимым повре-
ждением клеточной мембраны, за которую отве-
чает вторая энергозависимая фаза EDP-2, в
процессе которой происходит связывание гента-
мицина с рибосомами [9, 11]. Наступление
этой фазы соответствует началу ингибирования
синтеза белка и потере жизнеспособности клеток
[8, 11]. 

Таким образом, внутриклеточная люцифераза
может служить стабильным высокомолекуляр-
ным маркером скорости трансляции и проницае-
мости клеточной мембраны. 

Определение минимальной ингибирующей кон-
центрации гентамицина. Минимальную ингибиру-
ющую концентрацию гентамицина рассчитывали

Рис. 4. Кинетика изменения относительной активности Lucin (верхний ряд графиков) и Lucex (нижний ряд графиков)
в процессе инкубации клеток E. coli в присутствии гентамицина в полулогарифмических координатах. Исходная
концентрация клеток, млн КОЕ/мл среды LB: 25 (а), 131 (б) и 233 (в). Концентрации гентамицина, мкг/мл: кривая 1 –
71, кривая 2 – 14, кривая 3 – 2.8, кривая 4 – 0.6, кривая 5 – 0.1, кривая «К» – 0. Условия инкубации: 37°С, 230 об/мин. 
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по начальному линейному участку графиков за-
висимости концентрации АТФin (рис. 5а) и ак-
тивности Lucin (рис. 5б) от концентрации гента-
мицина через 180 мин инкубации клеток с анти-
биотиком, по АТФ она составила 3 мкг/мл, по
Lucin – 2 мкг/мл. Эти результаты находятся в со-
ответствии с литературными данными [14], где
минимальная ингибирующая концентрация
гентамицина для штаммов E. coli дикого типа со-
ставила 2 мкг/мл. Таким образом, люцифераза
является чувствительным индикатором функци-
онирования рибосом – мишени действия гента-
мицина, поскольку синтез фермента напрямую
зависит от их активности, в то время как измене-
ние АТФin является результатом многих разнона-
правленных внутриклеточных процессов и отве-
чает за суммарную жизнеспособность клетки в
целом.

Функционирование клеток E. coli после отделе-
ния антибиотика. Образцы клеток (концентрация
гентамицина 71, 2.8 и 0.1 мкг/мл), обработанные

гентамицином в течение 4 ч, центрифугировали
для отделения антибиотика, помещали в свежую
питательную среду LB, инкубировали 18 ч (37°C,
230 об/мин) и анализировали на содержание
АТФin и Lucin по стандартной схеме. Сравнение
АТФin и Lucin до отделения гентамицина (через
4 ч инкубации) и после (через 18 ч) представлено
на рис. 6. Как видно, при инкубации образца с
высокой концентрацией гентамицина
(71 мкг/мл), где после обработки гентамицином
наблюдалось снижение АТФin ниже исходного
уровня, после отделения антибиотика содержа-
ние АТФ снизилось в 5 раз, клетки утратили жиз-
неспособность, гибель клеток продолжилась, де-
ление клеток не возобновилось. В образце с низ-
кой концентрацией гентамицина (0.1 мкг/мл),
где погибло ~25% клеток, этой концентрации
оказалось недостаточно для массовой гибели кле-
ток, остальные продолжили функционировать и
возобновили деление. В образце с концентрацией
гентамицина 2.8 мкг/мл 10% клеток сохранили
способность к делению и после отделения анти-

Рис. 5. Зависимость концентрации АТФin (а) и величины биолюминесцентного сигнала для Lucin (б) от концентрации
гентамицина через 180 мин инкубации. Исходная концентрация клеточной суспензии E. coli – 200 млн КОЕ/мл.
Условия инкубации: 37°С, 230 об/мин.

Рис. 6. Концентрации АТФin (а) и величины биолюминесцентного сигнала для Lucin (б) до (через 4 ч инкубации с
гентамицином) и после отделения гентамицина и инкубации в жидкой питательной среде LB, 18 ч, 37°С, 230 об/мин.
Концентрации гентамицина, мкг/мл: 1 – 71, 2 – 2.8, 3 – 0.1, «К» – 0.
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биотика наблюдалось бурное деление выживших
клеток – наличие гентамицина внутри клетки не
мешало росту популяции и возобновлению син-
теза люциферазы. Таким образом, эффектив-
ность действия аминогликозида зависит от его
насыщающей концентрации внутри клетки. При
низких концентрациях антибиотика он титрует
только часть большого числа рибосом и клетки
продолжают функционировать. При более высо-
ких концентрациях происходит ингибирование
большинства рибосом и синтез белка нарушается.
Эти данные подтверждают результаты, получен-
ные для Lucin – в образце 1 люциферазная актив-
ность отсутствовала, в контроле и образцах 2 и 3
люциферазная активность внутри клетки увели-
чилась более чем в 2 раза, что согласуется с дан-
ными о росте АТФin – клетки метаболически ак-
тивны и синтезирующийся АТФ расходуется на
функционирование рибосом.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы показали возможность использования
тест-системы на основе живых клеток E. coli, про-
дуцирующих термостабильную рН-нечувстви-
тельную люциферазу светляков для изучения эф-
фективности действия аминогликозидов. В при-
сутствии аминогликозидов не наблюдалось
снижения АТФin до нулевых значений, остаточ-
ное содержание свидетельствует о сохранении
клетками жизнеспособности и способности к де-
лению (образование персистеров); увеличение
АТФex и Lucex свидетельствует о необратимых по-
вреждениях клеточной мембраны, изменение
скорости синтеза Lucin является прямым марке-
ром функционирования рибосом, которые явля-
ются мишенью действия аминогликозидов и в,
конечном итоге, жизнеспособности клеточной
популяции. 
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 Bioluminescent Test System Based on Recombinant L. mingrelica Firefly Luciferase 
as a Means of Investigating the Efficacy of Gentamicin Effect on E. coli Living Cells

 G.Yu. Lomakina*, S.S. Kaminskaya*, **, and N.N. Ugarova*

*Department of Chemistry, M.V. Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/3, Moscow, 119991 Russia

**Department of Fundamental Sciences, N.E. Bauman Moscow State Technical University, 
2-ya Baumanskaya ul. 5/1, Moscow, 105005 Russia

This paper highlights the possibilities of applicability of a test system based on E. coli BL-21 Codon Plus
(DE3) living cells expressing pH-tolerant thermostable Luciola mingrelica firefly luciferase to study the kinet-
ic mechanism by which aminoglycosides, such as gentamicin used in this study, act taking into account
changes in the ATP and firefly luciferase levels inside and outside the cells. It has been shown that it is pos-
sible to evaluate the changes in cell viability, assess the effectiveness of the antibiotic action, and predict the
formation of persisters after incubation of bacteria with antibiotic for 3 hours. The method is promising for
rapid primary high-throughput screening of antibacterial agents and dosage forms to assess their effectiveness
and mechanism of action.
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