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Н ебольшая группа выпускников биофака Днепропет
ровского университета прибыла по распределению во 

Всесоюзный научно-исследовательский институт приклад-
ной микробиологии (ВНИИ ПМ) в начале августа 1976 г. 
В  этот год таких прибывших было сотни полторы. Весь 
институт помещался в одноэтажном здании барачного типа 
на окраине подмосковного поселка Протвино. Градообра
зующим предприятием поселка с 25-тысячным населением 
(а ныне наукограда) был Институт физики высоких энергий.

Трудоустройством научных сотрудников занимался Кон
стантин Иванович Волковой, возглавлявший тогда отдел 
генетики. Значительную часть сотрудников направляли на 
стажировку или в аспирантуру в крупные научно-исследо
вательские центры медико-биологического профиля в Моск
ву, Ленинград, Саратов, Волгоград, Пущино-на-Оке и др. 
Остальные должны были осваивать строящийся институт.

Первые корпуса вспомогательного лабораторного город-
ка (ВЛГ) мы увидели лишь в октябре. До этого несколько 
бригад будущих ученых и специалистов трудились на сель-
хозработах в совхозе «Большевик» Серпуховского района.

Меня направили в лабораторию №5 под руководством 
к.б.н. В.В.Перелыгина (в настоящее время ведущий научный 
сотрудник отдела биологических технологий), в группу с.н.с. 

Е.О.Пучкова (ныне доктор биологических наук, ведущий на-
учный сотрудник Всероссийской коллекции микроорганиз-
мов, ИБФМ РАН). В разное время в группе работали 
Н.В.Косарев, С.А.Иванов, Т.Ю.Кудрявцева, до сих пор рабо-
тающие в институте, Н.В.Петухова, В.А.Пинчукова, Н.В.Тро
фименко, М.М.Спирин. Группа занималась изучением обо-
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лочечного комплекса бактерий и исследованием влияния 
на  него различных повреждающих агентов: детергентов, 
высушивания, замораживания-оттаивания. Традиционным 
объектом исследований была E. coli. Использовался широ-
кий спектр методов исследования: флуориметрия и фото-
метрия, ионометрия, различные модификации световой 
микроскопии. Многие работы выполнялись в содружестве 
с  сотрудниками лаборатории №6 под руководством 
В.Я.Волкова (ЯМР-спектроскопия), вычислительного центра 
и др. Мне поручили заниматься изучением криовоздействий 
на микробную клетку. 

Криобиология тогда была на пике своего развития. 
В  Харькове был создан Институт проблем криобиологии 
и  криомедицины, издавался журнал «Криобиология», 
в  Институте биофизики (Пущино-на-Оке) Б.Н.Вепринцев 
развернул работы по сохранению генофонда редких живот-
ных путем криоконсервации. Он же организовал ряд семи-
наров по криобиологии и издание брошюр серии «Кон
сервация генетических ресурсов». 

Что же касается тематики лаборатории №5, то с теорети-
ческой точки зрения считалось, что наиболее перспектив-
ным методом хранения бактерий является низкотемператур-
ное замораживание, поскольку при температурах кипения 
сжиженных газов скорости химических реакций практически 
равны нулю. Существенным недостатком криоконсервации 
была инактивация части бактериальной популяции под дей-
ствием повреждающих факторов замораживания-оттаи
вания. В связи с этим необходимо было разработать эффек-
тивные режимы хранения бактерий и способы их защиты 
от  криоповреждений на основе исследования механизмов 
возникновения этих повреждений.

Известно, что при замораживании бактерий повреждают-
ся главным образом их мембраны, поэтому передо мной 
поставили задачи разработки методов выявления повреж-
дений барьерных свойств мембран после замораживания-
оттаивания, исследования повреждений мембран с помо-
щью этих методов и выявления влияния этих повреждений 
на жизнеспособность микробной клетки при различных хо-
лодовых воздействиях.

Для регистрации целостности барьерных свойств цито-
плазматической мембраны было решено использовать реак-
цию плазмолиза – осмотическую реакцию клеток при поме-
щении в гипертоническую среду, сопровождающуюся сжа-
тием протопласта и отслоением цитоплазматической мем-
браны от клеточной стенки. В университете на кафедре 

физиологии растений я впервые увидел плазмолиз на пре-
парате кожицы лука. Возможно, самое первое наблюдение 
этой реакции у бактерий описал доктор А.Иванов в 1901 г. 
[К  вопросу о плазмолизе бактерий [Из Бактериол. ин-та 
Моск. ун-та]; [Соч.] Д-ра мед. Александра Иванова. – Санкт-
Петербург: К.Л. Риккер, 1901. – 15 с.; 24]. 

Реакция плазмолиза сопровождается изменением опти-
ческих свойств клеточной суспензии – возрастает светорас-
сеяние. Вслед за этим может наступить деплазмолиз – набу
хание протопласта, сопровождающееся уменьшением опти-
ческой плотности (светорассеяния) суспензии клеток. 
Параметры этой реакции и, в частности, их практическое 
использование на тот момент были слабо изучены. 

Поскольку лаборатория №5 только организовалась, 
то оборудования в ней еще не было. Многие установки и при-
боры мы делали или модифицировали самостоятельно. Под 
руководством Е.О.Пучкова я смонтировал установку на базе 
флуориметра ЭФ-3М, дополнив его стабилизатором напря-
жения ртутной лампы и самописцем КСП-4. Сильный разо-
грев от ртутной лампы компенсировали термостатированием 
измерительной ячейки. Прибор позволял регистрировать как 
светорассеяние, так и флуоресценцию. Позднее работы 
были продолжены на флуориметре Perkin-Elmer 1000.

В результате проведенных исследований были опре
делены оптимальные условия регистрации оптических из-
менений суспензии бактериальных клеток при плазмолизе, 
а  также была установлена зависимость этой реакции от 
физиологического состояния клеток (фаза роста, среда 
культивирования). Для количественной оценки регистрации 
реакции плазмолиза бактерий по светорассеянию были 
предложены параметры: интенсивность плазмолиза, сте-
пень и скорость деплазмолиза. А по изменению первого па-
раметра в средах с различной осмолярностью можно было 
определять внутриклеточное осмотическое давление. 

Опыты по селективному (грамицидин D) и неселективно-
му (толуол) повреждению барьерных свойств мембран бак-
терий показали, что по мере разрушения мембран интенсив-
ность плазмолиза падала, причем светорассеяние суспен-
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зии в воде не изменялось. Поскольку цитоплазматическая 
мембрана, в отличие от наружной мембраны грамотрица-
тельных бактерий, представляет барьер проницаемости для 
низкомолекулярных веществ (неорганические соли, сахара), 
то отсутствие реакции плазмолиза и соответствующего 
уменьшения светорассеяния суспензии в гипертоническом 
растворе может быть показателем нарушения ее барьерных 
свойств. На этом был построен метод регистрации наруше-
ния барьерных свойств цитоплазматической мембраны. 

В основу регистрации повреждений внешней мембраны, 
непроницаемой для ряда красителей, мы положили взаимо-
действие клеток с бромистым этидием. Этот краситель при 
связывании с нуклеиновыми кислотами сильно флуоресци-
рует, что обусловлено интеркаляцией молекул красителя 
между азотистыми основаниями нуклеиновых кислот и воз-
растанием квантового выхода флуоресценции. Было обна-
ружено, что с  интактными клетками E. coli краситель не 
взаимодействует. В то же время в присутствии ЭДТА и де-
тергентов краситель диффундирует через цитоплазматиче-
скую мембрану бактерий, связывается внутриклеточной 
ДНК, что сопровождается увеличением флуоресценции. 
Поскольку ЭДТА избирательно повреждал только внешнюю 

мембрану, то мы использовали этот феномен для оценки 
повреждения именно внешней мембраны. 

В дальнейших исследованиях мы оценивали поврежде-
ния внешней и цитоплазматической мембраны E. coli при 
низкотемпературном замораживании и других экстремаль-
ных воздействиях.

В целях выделения отдельных повреждающих факторов 
мы разбили процесс замораживания-оттаивания на отдель-
ные этапы, прохождение которых контролировали при по-
мощи откалиброванной термопары, помещаемой в замора-
живаемый образец. Использование этого методического 
приема позволило выявить различия в чувствительности 
внешней и цитоплазматической мембран бактерий к холодо-
вым воздействиям.

1)	Холодовой шок вызывал временные повреждения 
цитоплазматической мембраны, зарегистрированные по вы-
ходу внутриклеточного К+, которые восстанавливались 
при отогреве. Дыхательная активность клеток, способность 
к плазмолизу и жизнеспособность оставались без измене-
ний. При этом барьерные свойства внешней мембраны для 
бромистого этидия не изменялись – внешняя мембрана не 
повреждалась.

2)	Внеклеточная кристаллизация льда приводила к по-
вреждению внешней мембраны. Поскольку по мере кристал-
лизации льда в водном растворе происходит концентрирова-
ние присутствующих солей, то мы предположили, что это и 
есть причина повреждения целостности внешней мембраны. 
Это подтверждалось опытами с кратковременным выдержи-
ванием бактерий в растворе NaCl. Конкурентное взаимодей-
ствие одновалентных катионов (К+, Na+) с ионами Mg+2, ста-
билизирующими липополисахарид внешней мембраны, 
было аналогично действию ЭДТА на клетки. 

3)	Низкотемпературное замораживание, при котором 
происходит и внутриклеточная кристаллизация воды, при
водило к устойчивому повреждению и цитоплазматической 
мембраны, о чем свидетельствует снижение интенсивности 
плазмолиза.

I1

τ½

I2

I3

Ip БА

Плазмолиз бактерий E. coli. А – микрофотография, фазовый контраст. Б – светорассеяние суспензии клеток E. coli при плазмолизе 
(слева – водная суспензия, справа – суспензия в концентрированном растворе KCl).

Флуориметр ЭФ-3М.
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Известно, что стойкое нарушение барьерных свойств цито-
плазматической мембраны бактерий, в отличие от таковых 
внешней мембраны, существенным образом влияет на жизне-
способность бактериальной клетки. В связи с этим мы изучи-
ли корреляцию между изменениями плазмолитической реак-
ции и жизнеспособностью бактерий, определяемой после вы-
сева на чашки Петри с питательной средой (КОЕ). Варьируя 
условия замораживания (присутствие/отсутствие криопротек-
торов, добавки NaCl), мы получали образцы с различным 
уровнем инактивации бактерий. При этом оказалось, что жиз-
неспособность популяции коррелирует с интенсивностью 
плазмолиза, определяемой по светорассеянию. На этом был 
построен экспресс-метод оценки жизнеспособности бактерий. 

По результатам этих исследований под руководством д.б.н. 
Ю.В.Евтодиенко (Институт биофизики АН, Пущино-на-Оке) и 
Е.О.Пучкова я подготовил и защитил кандидатскую диссерта-

цию. Кроме руководителей, в оформлении и собственно за-
щите мне, как и многим другим соискателям и аспирантам, 
оказал неоценимую помощь тогдашний ученый секретарь 
института Юрий Михайлович Помыткин. За время его работы 
в центре было защищено более 50 докторских и 200 канди-
датских диссертаций. Закончили аспирантуру более 120 со-
трудников. Практически все защиты прошли без замечаний.

В технологии приготовления и хранения лиофильно вы-
сушенных бактериальных препаратов существует проблема 
контроля качества, в частности, содержания (концентрации) 
жизнеспособных клеток. Это актуально также при поддер-
жании музейных коллекций. 

Использовать реакцию плазмолиза для оценки жизнеспо-
собности лиофильно высушенных бактерий было нецелесоо-
бразно, поскольку после этой процедуры в суспензии присут-
ствовали наряду с жизнеспособными клетками мертвые 
клетки, остатки клеточной стенки и пр., что существенно ис-
кажало данные светорассеяния. Использование фазово-
контрастной микроскопии было невозможно по тем же при-
чинам. Основываясь на ранее полученных данных о возмож-
ности определения общей концентрации бактериальных кле-
ток в суспензии, а также жизнеспособности популяции после 
замораживания-оттаивания по флуоресценции бромистого 
этидия, мы исследовали взаимодействие красителя с лио-
фильно высушенными препаратами бактерий после их реги-
дратации с целью разработки экспресс-метода определения 
концентрации жизнеспособных клеток в этих препаратах. 

Было установлено, что взаимодействие красителя с лио
филизированными-регидратированными культурами бакте-
рий позволяет выявить по крайней мере три субпопуляции 
клеток: 

а)	клетки, у которых отсутствует барьер проницаемости 
для бромистого этидия;

б)	клетки с поврежденной внешней мембраной (предпо-
ложительно);

в)	 неповрежденные клетки (предположительно).

БЭ КЛ Х-100

ЭДТА

F

В Р Е М Я

Влияние ЭДТА и тритона Х-100 на проницаемость оболочки 
E. coli для бромистого этидия. Стрелками показаны моменты вне-
сения в кювету красителя (БЭ), клеток (КЛ), детергента (Х-100) и 
ЭДТА.
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Взаимодействие лиофилизированных/регидратированных кле-
ток Y. pestis с бромистым этидием. Стрелками показаны моменты 
внесения в измерительную кювету: 1 – раствора бромистого этидия; 
2 – исследуемой суспензии клеток; 3 – раствора цетилтриметилам-
монийбромида (ЦТАБ).
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Гетерогенность популяции лиофилизированных-регидра
тированных культур подтверждалась данными фазово-
контрастной (морфологическая гетерогенность) и флуорес-
центной (по разной светимости клеток, окрашенных броми-
стым этидием) микроскопии, а также цитометрическими изме
рениями (флуоресценция и светорассеяние отдельных клеток).

Корреляционный анализ флуоресценции неповрежден-
ной части популяции с данными высева на плотную пита-
тельную среду (КОЕ) позволил выявить линейную связь 
(R2  >  0,88) между ними в отношении 17 произвольно ото-
бранных лиофильно высушенных препаратов авирулентных 
культур Yersinia pseudotuberculosis и Yersinia pestis. 

Данный подход было предложено использовать в каче-
стве экспресс-метода оценки концентрации жизнеспособ-
ных клеток в лиофилизированных/регидратированных пре-
паратах сухих живых вакцин и пробиотических препаратов 
грамотрицательных бактерий на этапах оптимизации про-
цесса лиофилизации, а также контроля препаратов при 
длительном хранении. Причем это можно делать только по 
данным флуориметрии, когда необходимы не абсолютные 
значения КОЕ, а данные о степени повреждения препарата 
от действия экстремальных факторов. Следует учесть, что 
для получения количественных данных (КОЕ) калибровоч-
ные кривые следует делать отдельно для каждого вида, 
а возможно, и штамма. 

Ряд данных об особенностях строения наружных слоев 
оболочечного комплекса грамотрицательных бактерий уда-
лось выявить при изучении проникновения в клетку броми-
стого этидия в присутствии детергентов различных клас-
сов. В частности, катионный детергент цетилтриметилам-
монийбромид (ЦТАБ) разрушал мембранный аппарат кле-
ток E.  coli, F. tularensis и Y. pestis. У капсулообразующих 
штаммов E. coli этот процесс замедлялся и носил s-образный 
характер. Этот же феномен наблюдался у мутантов E. coli 
по длине цепочки липополисахарида: чем она длиннее, тем 
более замедлялся процесс лизиса, и s-образность процес-
са носила более выраженный характер. В то же время кап-
сула Y. pestis, образованная F-антигеном, ускоряла про-
цесс лизиса клеток в присутствии ЦТАБ. Неионный детер-
гент тритон X-100 действовал на клетки E. coli только 
в присутствии ЭДТА, на F. tularensis – без ЭДТА, а клетки 
Y.  pestis были нечувствительны к детергенту и в присут-
ствии ЭДТА. Таким образом регистрация флуоресценции 
бромистого этидия в  бактериальных суспензиях на фоне 
действия детергентов различных классов позволила иссле-
довать особенности поверхностных структур оболочки гра-
мотрицательных бактерий.

Кроме изучения взаимодействия бактериальных клеток 
с флуоресцентными зондами и метками (бромистый этидий, 
акридиновый оранжевый, флуоресцеин диацетат, ANS), мы 
исследовали и собственную флуоресценцию бактерий. 

В параллельных опытах измерения концентрации кисло-
рода в суспензиях покоящихся бактерий полярографиче-
ским методом и их флуоресценции было установлено, что 
в момент исчерпания кислорода в результате дыхательной 
активности клеток резко возрастала флуоресценция в об-
ласти 420–460 нм. Спектр флуоресценции соответствовал 
таковому восстановленной формы никотинамид динуклео-
тида (NADH). Этот феномен повторялся на культурах E. coli, 

F. tularensis и Y. pestis. Отличия были лишь в динамике и со-
отношении интенсивностей флуоресценции в присутствии 
кислорода и после его исчерпания. Присутствие различных 
источников углерода также влияло на параметры изменения 
собственной флуоресценции бактериальных клеток. Эти 
эксперименты, выполненные мной и Т.Ю.Кудрявцевой под 
руководством Е.О.Пучкова, легли в основу методики изме-
рения скорости дыхания бактерий по интенсивности их соб-
ственной флуоресценции.

Не могу не упомянуть метод рефрактометрической цито-
фотометрии, который внедрил и усовершенствовал в нашем 
центре к.м.н. В.Ф.Дащенко. Метод, разработанный Б.А.Фих
маном, основывается на аноптральной микроскопии (разно-
видность фазово-контрастной микроскопии) и использова-
нии специальной иммерсионной среды для приготовления 
микропрепаратов. Коэффициент преломления этой среды 
(желатин) подбирался близким к таковому микробной клет-
ки. При этом в препарате на темном фоне виден лишь ярко 
светящийся контур клеточной стенки. Повреждение клетки 
или ее гибель сопровождается изменением коэффициента 
преломления, что сопровождается либо полным засвечива-
нием клетки в случае ее гибели, либо появлением ярко све-
тящихся участков цитоплазмы у поврежденных клеток. 
Метод субъективен, поэтому В.Ф.Дащенко дополнил микро-
скоп фотометром, позволяющим измерять свечение клеток 
по сравнению с окружающей средой. В ходе опыта измеря-
лась светимость нескольких сотен клеток в препарате вруч-
ную, что в конечном итоге давало возможность определить 
процент живых особей. 

Ю.М.Помыткин, кандидат медицинских наук, ученый секретарь 
(1982–2005 гг.) До переезда в Оболенск работал в Хабаровском 
мединституте (заведовал кафедрой, был деканом факультета, 
проректором по учебной работе. [Юбилейная книга: 75 лет Дальне­
восточному государственному медицинскому университету. Хаба­
ровск: Издательство ГОУ ВПО Дальневосточный государственный 
медицинский университет, 2005, 326 с. ISBN 5-85797-110-1].
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Популяционный анализ бактериальных клеток актуален в 
биотехнологиях, основанных на культивировании микроор-
ганизмов, поскольку позволяет выявлять тонкие изменения 
структуры клеток, что важно как при отработке регламента 
культивирования, так для мониторинга процесса. С исполь-
зованием современных компьютерных технологий метод 
может быть модифицирован путем машинного анализа циф-
ровых изображений и дальнейшей их обработки (форма 
клеток, коэффициенты преломления и т.д.).

Таким образом, в ГНЦ ПМБ был разработан и активно ис-
пользовался в исследованиях целый арсенал инструмен-
тальных методов бесконтактного анализа структурно-
функционального состояния бактерий, включая возбудите-
лей особо опасных инфекций.

По итогам этих работ было защищено 4 кандидатских и 
одна докторская диссертация. Ниже представлен список 
основных опубликованных работ, выполненных сотрудника-
ми института по данной тематике.
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Динамика изменений флуоресценции (красная линия) и кон
центрации кислорода (синяя линия) в суспензии клеток E. coli 
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