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Несмотря на долгую историю изучения бакте-
риолитических ферментов, до сих пор остается 
много вопросов для интерпретации эксперимен-
тальных данных, полученных при лизисе живых 
бактериальных клеток. Корректное сравнение 
результатов, полученных для разных бактери-
альных субстратов, представляет собой сложную 
методическую задачу, которая на сегодняшний 
день окончательно не решена. Исследования на 
искусственных субстратах не дают возможности 
полноценно оценивать эффективность действия 
ферментов в отношении живых бактериальных 
клеток. Бактериолитические ферменты уже ши-
роко используются в медицине и биотехнологии, 
поэтому правильная оценка эффективности их 
действия на реальные живые клетки – весьма ак-
туальная задача. Бактериолитические ферменты 
в настоящее время рассматриваются как одна из 
альтернатив традиционным антибиотикам в связи 
с появлением новых устойчивых штаммов бак-
терий [1, 2]. Кроме того, сравнительно недавно 
были обнаружены бактериолитические свойства 
у интерлейкина-2 [3, 4], который используется при 
лечении онкологических заболеваний и сепсиса. 
Исследование бактериолитических свойств интер-
лейкина-2 также требует разработки единого мето-
дического подхода.

Бактериолитические ферменты вызывают лизис 
бактериальных клеток в результате расщепления 
пептидогликана – основного структурного компо-

нента клеточной стенки [5]. Для определения 
терапевтического потенциала новых бактерио-
литических агентов требуется количественное 
описание процесса ферментативного лизиса [6]. 
На сегодняшний день наиболее простым в инстру-
ментальном и методическом исполнении является 
турбидиметрический метод, основанный на про-
светлении клеточной суспензии в результате раз-
рушения клеток под действием бактериолитиче-
ских ферментов при длине волны 500–650 нм [7]. 

Прямые микробиологические методы подсчета 
живых клеток более трудоемкие и менее точные 
[8]. Важное преимущество турбидиметрического 
метода определения скорости ферментативного 
лизиса бактериальных клеток – возможность не-
прерывной регистрации процесса, что облегчает 
расчет начальной скорости лизиса. Именно этот 
параметр (уменьшение оптической плотности 
суспензии A/t в начальный момент времени) 
чаще всего и используют для оценки активности 
ферментов при работе с клеточными субстратами 
[9–17]. Получаемые таким образом эксперимен-
тальные результаты позволяют проводить срав-
нение специфичности различных бактериолити-
ческих ферментов по отношению к одним и тем 
же клеткам, а также изучать влияние разных до-
бавок на эффективность процесса лизиса [14, 16, 
18–20]. Однако сравнительный анализ определен-
ной турбидиметрическим методом бактериолити-
ческой активности одного и того же фермента по 
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отношению к клеткам различных микроорганиз-
мов весьма затруднен по ряду причин. Во-первых, 
турбидиметрия базируется не на поглощении, а на 
рассеянии светового потока. Это обусловливает 
зависимость определяемой величины поглощения 
клеточной суспензии от размеров и формы кле-
ток, которые в широких пределах варьируются для 
различных микроорганизмов. Таким образом, при 
одной и той же величине оптического поглощения 
(A0) суспензии концентрация клеточного субстра-
та (количество клеток в 1 мл, для живых клеток 
KOE/мл) для бактерий разных видов может разли-
чаться на несколько порядков [15]. Даже в случае 
одинаковой эффективности фермента по отноше-
нию к тем или иным клеткам различия в началь-
ной концентрации субстрата могут приводить к 
тому, что начальные скорости ферментативной ре-
акции будут различаться. Во-вторых, определение 
бактериолитической активности как изменение 
поглощения в единицу времени A/t в начальный 
момент времени в неявном виде подразумевает 
полное просветление суспензии после окончания 
лизиса (A∞ = 0). Однако для различных клеточных 
субстратов при одинаковом начальном поглоще-
нии A0 конечная величина поглощения A∞ силь-
но различается, что подтверждается прямым ми-
кробиологическим методом [13, 15, 17]. Иными 
словами, полное изменение поглощения в ходе 
процесса (A0 – A∞) зависит от используемого суб-
страта. Данный факт также требует корректировки 
при определении начальной скорости фермента-
тивного лизиса. Следовательно, для корректного 
сравнения бактериолитической активности одного 
и того же фермента по отношению к клеткам раз-
ных микроорганизмов требуется количественный 
переход от определяемой турбидиметрически ве-
личины A/t к изменению степени лизиса или к 
скорости лизиса клеток (число лизированных кле-
ток на 1 мл в единицу времени).

Цель настоящей работы – сравнение результа-
тов определения бактериолитической активности 
ферментов турбидиметрическим и микробиологи-
ческим методами на примере модельного фермен-
та лизоцима и менее изученного бактериолитиче-
ского фактора интерлейкина-2, а также клеточных 
субстратов разной природы. На основании количе-
ственной взаимосвязи результатов разных методов 
должна быть выработана единая система пересче-
та данных турбидиметрии для корректного срав-
нения активности на разных субстратах.

Материалы и методы

В работе использованы следующие реагенты и 
материалы: Ронколейкин (раствор интерлейкина-2 

(0,25 мг/мл) для внутривенного и подкожного вве-
дения; «Биотех», Россия); MES, TRIS («Amresco», 
США); NaOH, NaCl («Applichem», Германия); 
лиофилизированный куриный яичный лизоцим 
(«Sigma Aldrich», США); Tween-85 («Ferak», Гер-
мания); уксусная кислота («Реахим», Россия); HCl 
(«Germed», Германия). В работе применяли дис-
тиллированную воду двойной перегонки.

Нами использован штамм B. subtilis 168trpC2, 
любезно предоставленный музеем ВНИИ Гене-
тики. Клетки Е. coli JM109 были любезно предо-
ставлены Дж. Мессингом (Waksman Institute, New 
Jersey, США). В качестве источника L. plantarum 
использовали препарат лиофилизированных бак-
терий («Микроген», Россия). Выращивали клетки 
B. subtilis и Е. coli в течении 50 и 20 ч соответ-
ственно в одинаковых условиях на 1%-й твердой 
агаризованой среде LB при температуре 37 °С 
[21]. Культуру клеток L. plantarum растили 36 ч 
при 37 °С, используя среду MRS (de Man–Rogose–
Sharpe [22]) с модификацией в виде замены 
Tween-80 на Tween-85. Суспензию свежевыращен-
ных клеток (разведенную при необходимости рас-
твором 0,9% NaCl) помещали в пробирки по 1,5 мл, 
замораживали опусканием в жидкий азот и храни-
ли при –70 °С не больше месяца. Размораживали 
препараты бактериальных клеток непосредствен-
но перед экспериментом. Перед началом опыта все 
препараты клеток B. subtilis, Е. coli и L. plantarum 
промывали и переводили в изотонический раствор 
NaCl с помощью двукратного центрифуригования 
суспензии в течение 5 мин при 5000g с последую-
щим ресуспендированием в свежем растворе. Ис-
пользовали центрифугу «Eppendorf Minispin».

Раствор яичного куриного лизоцима готовили 
перед экспериментом, используя буферную смесь 
для измерения активности. Для работы в день экс-
перимента вскрывали новую ампулу готового рас-
твора интерлейкина-2, который использовали без 
дополнительной обработки.

Турбидиметрический анализ. Для измере-
ний светопоглощения использовали спектро-
фотометр «UV-1800» («Shimadzu», Япония) с 
термостатируемым кюветным отделением при 
температуре 37 °С. Измерения проводили при 
длине волны 650 нм в кюветах с длиной опти-
ческого пути 1 см и объемом 0,5 мл. В кювету 
вносили буферный раствор и суспензию клеток 
(либо E. coli, либо L. plantarum, либо B. subtilis) в 
таком количестве, чтобы оптическая плотность 
составляла 0,4–0,5 при 650 нм. Затем смесь по-
мещали в термостатируемое (37 °С) кюветное от-
деление спектрофотометра, выдерживали 5 мин, 
регистрировали в течение 5 мин фоновое значе-



127ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 2. ХИМИЯ. 2018. Т. 59. № 2

ние скорости лизиса клеток. После этого в кювету 
вносили раствор фермента и прописывали либо 
начальные скорости, либо полную кинетическую 
кривую лизиса. Измерение скорости лизиса кле-
ток проводили, соблюдая следующие условия: для 
B. subtilis в буферной смеси 0,02 М ТРИС-HCl с 
0,04 М NaCl (рН 8,1) при концентрации лизо-
цима 0,3 мкг/мл; для E. coli в буферной смеси 
0,01 М ТРИС-MES-CH3COOH с 0,05 М NaCl 
(pH 8,5) с концентрацией лизоцима или интер-
лейкина-2 (0,1 или 15 мкг/мл соответствен-
но); для L. plantarum в буферной смеси 0,01 М 
ТРИС-MES-CH3COOH с 0,05 М NaCl (pH 7,0) 
при концентрации лизоцима или интерлейки-
на-2 (2,5 или 30 мкг/мл). 

Микробиологический анализ. В определен-
ные промежутки времени после начала процес-
са лизиса отбирали пробы (30 мкл) из реакци-
онной смеси. Готовили различные разведения и 
проводили высев клеточной суспензии на чаш-
ки Петри с соответствующей агаризованной 
средой. Подсчет числа КОЕ проводили после 
36 ч инкубации в термостате при температуре 
37 °С.

Результаты и обсуждение

Полные турбидиметрические кривые лизиса 
бактериальных клеток под действием лизоцима 
и интерлейкина-2 представлены на рис. 1, A. Для 
B. subtilis зависимость дана только для лизоцима, 
так как интерлейкин-2 на данный микроорганизм 
не действует. Начальные концентрации фермента 
подобраны так, чтобы скорости лизиса различ-
ных бактерий были соизмеримы по величине. 
Для L. plantarum и B. subtilis требуются боль-

шие концентрации лизоцима в сравнении с E. coli, 
что в дальнейшем можно дополнительно учесть в 
расчетах, так как в наших условиях скорость лизи-
са прямо пропорциональна концентрации фермен-
та. На рис. 2 показано, как различается фермен-
тативный лизис разных бактериальных клеток. 
Если суспензии E. coli и B. subtilis практически 
полностью просветляются после полутора часов 
протекания процесса, то суспензия L. plantarum 
демонстрирует сравнительно высокую остаточ-
ную оптическую плотность, не выходящую на 
плато после 100 мин реакции. 

Результаты микробиологического анализа 
клеточных суспензий в ходе лизиса приведены в 
табл. 1. После 100 мин лизиса клеток B. subtilis 
и E. coli конечное содержимое реакционной 
смеси характеризуется практически нулевым 
поглощением при использованной нами длине 
волны в 650 нм, живых клеток при этом также 
не остается. Для L. plantarum число живых кле-
ток к трем часам реакции падает практически 
на порядок, однако оптическое поглощение к 
этому времени падает только до 43% от исход-
ной величины. Можно предположить, что для 
L. plantarum нежизнеспособные клетки облада-
ют ненулевой величиной поглощения раствора. 
Таким образом, фрагменты клеток после лизиса 
могут и не обладать нулевым поглощением при 
данной длине волны. Подобная разница может 
быть также объяснена специфическими особен-
ностями процесса лизиса использованных нами 
клеточных субстратов. Известно, что литиче-
ские ферменты сорбируются на клеточной стен-
ке бактерий и гидролизуют пептидогликан со-
гласно своей специфичности (эндопептидазной, 

Рис. 1. Турбидиметрические кривые лизиса клеток (А); относительное изменение концентрации клеток 
(Б): 1 – B. subtilis под действием лизоцима, 2 – E. coli под действием лизоцима, 3 – E. coli под действием 
интерлейкина-2, 4 – L. plantarum под действием лизоцима, 5 – L. plantarum под действием интерлейкина-2
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амидазной или гликозидазной [23]), вызывая 
образование пор. При достижении критическо-
го размера пор цитоплазма вытекает из клеток 
в результате осмотического шока [24]. Однако 
этот сложный и до сих пор не вполне понятый 
процесс является функцией многих переменных, 
в том числе толщины клеточной стенки, числа 
гидролизуемых связей, размера самих клеток и 
т.д. В ряде случаев в ходе лизиса наблюдается 
прямая корреляция между поглощением кле-
точной суспензии, количеством лизированных 
клеток и числом гидролизованных связей [25], 
т.е. клеточная стенка распадается сразу на не-
большие осколки, не имеющие поглощения на 
используемой длине волны. Подобное поведе-
ние демонстрируют в нашем случае клетки E. 
coli и B. subtilis. Для клеток L. plantarum потеря 
жизнеспособности происходит, вероятно, уже 
при небольшом количестве быстро гидролизу-
ющихся связей пептидогликана. Образующиеся 
крупные клеточные осколки способны к свето-
рассеянию и в дальнейшем постепенно медлен-
но расщепляются (в частности, мы наблюдали 
слабое падение оптической плотности клеток 
L. plantarum за время, превышающее четыре 
часа лизиса).

Рассмотрим взаимосвязь между реальной ско-
ростью лизиса клеток (определяемую прямым 
микробиологическим методом) и турбидиметри-
ческими данными. Доля нелизированных клеток 
([КОЕ]t) к моменту времени t равна:

               [КОЕ]t / [КОЕ]0 = Θt ,                        (1)
где [KOE]0 – начальная концентрация клеток. 

Доля лизированных клеток ([КOЕ]л,t) к этому 
моменту времени составляет:

               ([КOЕ]л,t / [КОЕ]0 = 1 – Θt.                (2)
Таким образом, количество лизированных 

клеток ([КOЕ]л,t) к этому моменту времени со-
ставит:

             [КOЕ]л,t = [КОЕ]0 (1 – Θt).                   (3)

Соответственно, скорость лизиса клеток Vл будет 
определяться уравнением:

               Vл = d([КOЕ]л / dt = –[КОЕ]0(dΘ / dt).   (4)

Как было показано ранее [13], доля нелизирован-
ных клеток t с высокой точностью может быть 
выражена также через величину оптического по-
глощения бактериальной суспензии в ходе фер-
ментативного лизиса с помощью уравнения

            1 – Θt = (A0 – At) / (A0 – A∞),                     (5)

откуда получаем

             – dΘt / dt = –[1/(A0 – A∞)]×(dA / dt),     (6)

где A0 – начальное поглощение реакционной 
смеси, а A∞ – конечное поглощение при прак-
тически законченном процессе лизиса согласно 
микробиологическим данным. Данная форму-
ла была выведена из предположения, что есть 
только два основных состояния клеток (целые 
или разрушенные), при этом каждое из двух со-
стояний характеризуется  определенными опти-
ческими свойствами. Как показывает практика, 
формула (6) дает весьма хорошее согласование 
с данными, полученными при прямом микро-
биологическом подсчете клеток. Рассчитанные 
по этой формуле значения t практически со-
впадают с экспериментальными значениями, 
полученными микробиологическим методом. 
На рис. 1, Б приведен пересчет значений At в t. 

Т а б л и ц а  1
Изменение числа клеток в бактериальной суспензии в ходе лизиса, 107 КОЕ/мл

Время, 
мин

B. sub-
tilis + 

лизоцим

E. coli + 
лизоцим

E. coli + интер-
лейкин-2

L. plantarum 
+ лизоцим

L. plantarum + 
интерлейкин-2

0 4,0 37 37 8,8 8,8

30 1,8 22 23 6,1 5,7

60 0,6 10 12 4,5 4,4

90 0,1 3,0 6,0 3,3 3,2

120 0,0 0,4 1,0 2,1 2,7

150 0,0 0,0 0,0 1,6 2,0

180 0,0 0,0 0,0 1,0 1,7
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Для B. subtilis и E. coli величину A принимаем 
равной нулю. Для L. plantarum A вычисляем по 
формуле, полученной преобразованием (5):

                  A∞ = [At – Θt A0] / (1– Θt),                       (7)

куда подставляем значение 

180 мин= [КОЕ]180 / [КОЕ] 0 = 0,114, 

полученное для лизоцима экспериментально 
по микробиологическим данным для времени 
180 мин. Подставляя также значения А0 = 0,44 
и А180 = 0,19, получаем A = 0,16.

Взаимосвязь между турбидиметрическими и 
микробиологическими данными при лизисе лизо-
цимом клеток представлена на рис. 2, где показа-
но, что величина поглощения суспензии линейно 
коррелирует с концентрацией жизнеспособных 
клеток. Зависимости для B. subtilis и E. coli про-
ходят через нулевое значение. Зависимость для 
L. plantarum не проходит через нулевое значение, 
отсекая от оси ординат величину, приблизительно 
равную A∞.

Комбинируя уравнения, получаем взаимосвязь 
между реальной скоростью лизиса клеток (как 
уменьшения количества колониеобразующих еди-
ниц) и оптическим поглощением суспензии:

            
Из уравнения (8) видно, что традиционно ис-

пользуемая величина эффективности фермента-
тивного лизиса (A/t в начальный момент вре-
мени) не вполне адекватно отражает реальную 

скорость лизиса клеток. Для перехода к скоро-
сти, выражающей изменение концентрации 
клеток, необходимо знать еще как минимум два 
параметра – начальную концентрацию клеток и 
нормировочный коэффициент разницы поглоще-
ния суспензии с учетом ненулевого поглощения 
разрушенных клеток при практически закончен-
ном процессе лизиса.

Известно, что при примерно равной начальной 
величине поглощения суспензий (А0 ≈ 0,4–0,5) на-
чальная концентрация клеток ([КОЕ]0) существен-
но различаются для разных клеток: для B. subtilis 
4,0107 КОЕ/мл, для E. coli 3,7108 КОЕ/мл, для 
L. plantarum 8,8107 КОЕ/мл. Поэтому при срав-
нении эффективности лизиса для разных клеток 
с разной начальной концентрацией лучше ис-
пользовать величину:

  

которую мы назовем эффективностью лизиса. 
В наших условиях скорость лизиса линейно 

зависит от концентрации бактериолитических 
факторов. Чтобы учесть разницу в концентрации 
ферментов, перейдем к величине удельной эффек-
тивности лизиса. 

.   

Полученные нами в данных условиях истинные 
значения скорости лизиса и величины удельной 
эффективности приведены в табл. 2.

Таким образом, настоящая работа показыва-
ет, что в случае, когда сравнивается активность 
одного бактериолитического фермента для опре-
деленных клеток в разных условиях, то можно 
пользоваться условной величиной –dA/dt, кото-
рая может быть пересчитана в истинную величи-
ну –d [KOE] /dt с помощью нормировочного мно-
жителя. В случае использования разных клеток 
и разных концентраций различных бактериоли-
тических факторов целесообразнее сравнивать 
величины удельной эффективности лизиса (Λ).

Как показано в табл. 2, для клеток E. coli эффек-
тивность лизиса (Λ) лизоцимом в 141 раз выше, 
чем эффективность лизиса интерлейкином-2. Для 
клеток L. plantarum эффективность лизиса лизоци-
мом в 13,5 раз выше, чем эффективность лизиса 

Рис. 2. Взаимосвязь между концентрацией жизнеспо-
собных клеток и величиной поглощения суспензии 
в ходе лизиса лизоцимом: 1 – B. subtilis, 2 – E. coli, 

3 – L. plantarum

(8)

(9)

(10)
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интерлейкином-2. Эффективность лизиса лизоци-
мом в 15,1 раз выше для клеток E. coli по срав-
нению с клетками L. plantarum. Эффективность 
лизиса интерлейкином-2 только в 1,45 раз выше 
для клеток E. coli по сравнению с клетками L. 
plantarum.

Т а б л и ц а  2
Сводные данные по сравнению эффективности лизиса различных клеток лизоцимом и интерлейкином-2

Параметр B. subtilis E. coli L. Plantarum

A0 0,4 0,49 0,44

A∞ 0 0 0,16

[KOE]0, КОЕ/мл 4,0·107 3,7·108 8,8·107

Лизис в присутствии лизоцима

–dA/dt, 10–4·с–1 1,5 2,0 1,9

–dKOE/dt, 105 КОЕ·мл–1 с–1 0,15 1,5 0,60

–ddt с 3,75 4,08 6,8

[E], 10–3 г/л 0,4 0,1 2,5

Λлизоцим = –(1/[E]) ddtл г с 0,94 4,08 0,27

Лизис в присутствии интерлейкина-2

–dA/dt, 10–4·с–1 – 2,1 1,7

–dKOE/dt,
105 КОЕ мл–1·с–1

– 1,6 0,54

–ddt с – 4,3 6,1

[E], 10–3 г/л – 15 30

Λинтерлейкин-2 = –(1/[E]) ddtл г с – 0,029 0,020

Сопоставление эффективности лизиса лизоцимом и 
интерлейкином-2

Λлизоцим /Λинтерлейкин-2 – 141 13,5

Λлизоцим /Λ′лизоцим

Λинтерлейкин-2 /Λ′интерлейкин-2

– Λлизоцим (E. coli) / Λлизоцим (L. plantarum) = 15,1                     
Λ интерлейкин-2 (E. coli) / Λ интерлейкин-2 (L. plantarum) = 
= 1,45

Таким образом, предложен метод корректно-
го пересчета турбидиметрически определяемых 
величин –dA/dt (А/t) в эффективность лизиса 
–dΘ/dt и в абсолютные величины –dКОЕ/dt для 
разных клеточных субстратов, что позволяет срав-
нивать между собой эффективность их лизиса.

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского научного фонда (проект № 15-14-00012 
«Исследование бактериолитической активности интерлейкина-2»).
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IN TURBIDIMETRIC MEASURMENTS

D.A. Matolygina, N.S. Dushutina, E.D. Ovchinnikova, N.L. Eremeev,                                    
N.G. Belogurova, D.L. Atroshenko, S.A. Smirnov, S.S. Savin, V.I. Tishkov,                            
A.V. Levashov,  P.A. Levashov*

(Department of Chemical Enzymology, Faculty of Chemistry, M.V.Lomonosov Moscow 
State University; *e-mail: levashov@yahoo.com)

Turbidimetric measurerment data for enzymatic lysis of various living bacteria cells 
are analyzed. A method for the correct recalculation of turbidimetric data (–ΔA/Δt) into 
absolute values of living cells concentration change (–ΔCFU/Δt) is proposed. Dimensionless 
effi ciency of cell lysis –(1/CFU0) .ΔCFU/Δt for various bacteria cells is calculated to 
correctly compare the effi cacy of different bacteriolytic factors on various bacterial cells.
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