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Аннотация. Получены кинетические зависимости концентрации аденозин-5′-
трифосфата (АТР) внутри (АТРin) и вне (АТРex) клеток Е. cоli от концентрации 
колистина и длительности инкубации в питательной LB-среде и в физиологи-
ческом растворе с помощью оптимизированного нами биолюминесцентного 
метода. С ростом концентрации колистина и длительности инкубации клеток 
в питательной среде значение АТРin быстро снижалось вплоть до нуля. При этом 
значение АТРex возрастало, достигая предела (20–30% от исходной величины 
АТРin) и не изменялось даже после полной гибели клетки. Существенное пониже-
ние ATPin можно объяснить снижением активности ферментов дыхательной цепи 
и ATP синтазы, функционирующих во внутренней мембране клетки, повреждение 
которой при инкубации с колистином приводит к уменьшению скорости и даже 
остановке синтеза ATP. Сравнение АТРin и АТРex при инкубации клеток в пита-
тельной среде и в физиологическом растворе в присутствии колистина показа-
ло, что колистин оказывает более сильный бактерицидный эффект на растущие, 
метаболически активные клетки, в то время как нерастущие клетки, лишенные 
питания, оказываются более устойчивыми к действию антибиотика.
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Колистин – антибиотик группы полимикси-
нов, которые из-за их потенциальной нефроток-
сичности не находили широкого применения, 
хотя известны уже около 80 лет [1, 2]. Однако в 
последние годы в связи с быстрым распростра-
нением мультирезистентных грамотрицатель-
ных микроорганизмов и повышением смертно-
сти от этих инфекций клиницисты обратились к 
упомянутым антибиотикам как лекарственным 
агентам глубокого резерва. Одновременно уси-
лился интерес исследователей к более деталь-
ному изучению механизма действия полимик-
синов [3, 4]. Основной мишенью этих катион-
ных полипептидов является внешняя мембрана 
микробных клеток [5, 6]. За счет положитель-
ного заряда аминокислотных остатков и гидро-
фобных липидных хвостов молекула антибио-
тика связывается с липополисахаридами внеш-
ней мембраны клетки, конкурентно вытесняя 
ионы Са2+ и Mg2+ из отрицательно заряженной 
фосфатной группы липида А. Мембрана клет-
ки ослабляется, увеличивается ее проницае-
мость в обе стороны, происходит вытекание 
в среду содержимого клетки, вследствие чего 

она гибнет. Однако бактерицидная активность 
полимиксинов, вероятно, обусловлена не толь-
ко разрушением внешней клеточной мембраны 
[7], но и пертурбациями в структуре внутренней 
мембраны, которая окружает цитоплазматиче-
ское пространство. В результате осуществляет-
ся фосфолипидный обмен между внутренней и 
внешней мембранами, теряется специфичность 
фосфолипидной композиции, что приводит к 
осмотической разбалансировке и смерти клет-
ки [8, 9]. Нарушение клеточного дыхания рас-
сматривается в качестве одной из возможных 
мишеней воздействия полимиксинов [10]. Ве-
роятно, помимо воздействия на клеточную мем-
брану колистин влияет на многие внутриклеточ-
ные процессы, что нуждается в выяснении. Ис-
пользование кинетических методов позволяет 
получить не только новые данные о механизме 
действия полимиксинов, но и найти условия их 
безопасного применения на практике.

Известны различные методы изучения кине-
тики действия антимикробных агентов на жи-
вые клетки микроорганизмов, однако не все они 
пригодны для быстрой регистрации изучаемого 

Abstract. The kinetics dependences of the ATP concentration inside (АТРin) and out-
side (АТРex) of Е. cоli cells on the colistin concentration and duration of incubation 
in the LB medium and in saline were obtained using our optimized bioluminescent 
method. With increasing colistin concentration and duration of cell incubation in the 
nutrient medium, АТРin rapidly decreased to zero. At the same time, АТРex increased, 
reached the limit (20–30% of the initial value of АТРin ) and did not changed even after 
complete cell death. The loss of a signifi cant part of АТРin seems to be due to a decrease 
in the activity of respiratory chain enzymes and ATP synthase functioning in the inner 
cell membrane, damage of which during incubation with colistin leads to a decrease in 
the rate and even a stop in ATP synthesis. Comparison of ATPin and ATPex during incuba-
tion of cells in the nutrient medium and in saline in the presence of colistin showed that 
colistin has a stronger bactericidal effect on growing, metabolically active cells, while 
non-growing cells deprived of nutrition are more resistant to the action of the antibiotic. 
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Использованные в статье сокращения: Luc – люцифераза светляков, 
ATP – аденозин-5′-трифосфат, AMP – аденозин-5′-монофосфат, PPi – пи-
рофосфат, RLU – относительные световые единицы (relative light units), 
DMSO – диметилсульфоксид, ATPtot – концентрация общего ATP в суспен-
зии клеток, ATPin – концентрация внутриклеточного ATP в суспензии кле-
ток, ATPex – концентрация внеклеточного ATP в суспензии клеток, КОЕ – 
колониеобразующая единица.



57
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2022. Т. 63. № 1  
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2022. T. 63. № 1

эффекта. Методы классической микробиологии 
(определение КОЕ методом посевов) слишком 
длительны и трудоемки. Простые и быстрые 
методы спектрофотометрии (определение чис-
ленности клеток по оптической плотности) 
применимы в узком диапазоне концентрации 
клеток и требуют дополнительных калибровок 
для правильного расчета [11, 12]. В настоящей 
работе для изучения кинетики взаимодействия 
живых клеток с колистином использован метод 
ATP-метрии. ATP – важнейший метаболит как 
прокариотических, так и эукариотических кле-
ток. Концентрация АТР пропорциональна кон-
центрации жизнеспособных клеток в образце 
[13]. Наиболее быстрым и высокочувствитель-
ным методом определения ATP служит метод 
биолюминесцентной ATP-метрии, основанный 
на использовании люциферин-люциферазной 
системы светляков [13]:

D-люциферин + О2 + ATP + Мg+2 → 
→ оксилюциферин + 
+ AMP + РРi + квант света (~560 нм).

Биолюминесцентный метод успешно ис-
пользовали для быстрого определения жиз-
неспособности клеток противотуберкулезной 
вакцины на основе живых клеток микобактерий 
[14, 15]. Этим методом можно контролировать 
концентрацию ATP как внутри, так и вне клеток. 
Это дает возможность наблюдать за процессом 
высвобождения ATP из клеток под действием 
мембранно-активного колистина и изменением 
концентрации внутриклеточного ATP, т.е. за из-
менением концентрации живых клеток в образ-
це. Изучение кинетических зависимостей для ATP 
вне и внутри клеток Е. соli в присутствии различ-
ных концентраций колистина, проведенное в дан-
ной работе, позволило получить новую инфор-
мацию о механизме действия рассматриваемой 
группы антибиотиков на грамотрицательные 
патогены. Сделан вывод, что система синтеза 
ATP в микробной клетке является важной ми-
шенью действия данного антибиотика.

Материалы и методы

 Приготовление суспензии клеток для экс-
периментов. Штамм E. coli BL-21 (DE3)  кодон 
плюс («Novagen», СШA) использован для полу-
чения ночной культуры, которую растили в 
LB-среде (37 °C, 250 об/мин) до A590 = 3,0 ± 0,2 
в течение 17–18 ч, используя шейкер-инкуба-
тор «ES-20» («Biosan», Латвия). Полученную 
суспензию клеток разбавляли в 200–1000 раз 
свежей LB-средой или физиологическим рас-

твором (0,9%-й NaCl) и немедленно использо-
вали в экспериментах с колистином. Запасный 
раствор колистина («Hebei Shengxue Dacheng 
Pharmaceutical», Китай) в физиологическом 
растворе (или физиологический раствор в ка-
честве контроля) добавляли к суспензии клеток 
в отношении 1:4 до конечной концентрации 
0,001–1,000 мг/мл. Образцы инкубировали, 
используя орбитальный шейкер, при 37 °С и 
250 об/мин в течение 1 ч. В процессе инкуба-
ции  отбирали пробы для измерения концентра-
ции ATP внутри и вне клеток каждые 10–15 мин. 

Для определения КОЕ клетки высевали на 
чашки с агаром (5 г/л дрожжевой экстракт, 10 г/л 
триптон, 10 г/л NaCl и 11 г/л агар) и инкубирова-
ли в течение 20 ч (37 °C, 250 об/мин).

Измерение концентрации ATP биолюми-
несцентным методом. Использованы ATP-
реагент и ATP-контроль, состав которых был 
разработан нами ранее [13]. Лиофилизованный 
ATP-реагент [16], содержащий термостабиль-
ную люциферазу светляков Luciola mingrelica 
[17] и все необходимые компоненты для люци-
феразной реакции (D-люциферин («БХМ СТ», 
Россия), сульфат магния, сахарозу, («Хеликон», 
Россия), пирофосфат натрия, BSA («Sigma», 
США), компоненты буфера) реконструирова-
ли в 4 мл деионизированной воды за 1 ч перед 
началом измерений. Лиофилизованный ATP-
контроль содержал известную порцию чистого 
ATP («Sigma», США). 

При измерении общей конц ентрации ATP 
(ATPtot) 20 мкл суспензии клеток вносили в 
180 мкл диметилсульфоксида (DMSO), переме-
шивали и инкубировали в течение 1 мин. Затем 
20 мкл полученного  экстракта вносили в полисти-
рольную микрокювету (cat. N507050, Grenier), до-
бавляли 100 мкл раствора ATP-реагента, быстро 
перемешивали и измеряли интенсивность биолю-
минесценции (Iextract) на люминометре «ЛЮМ-1» 
(Россия). Параллельно лиофилизован  ный ATP-
контроль реконструировали в 0,2 мл 90% DMSO 
и измеряли интенсивность биолюминесценции 
(Icontrol) так же, как выше описано для экстракта 
клеток. Общую концентрацию ATP (нM ) в об-
разце ATPtot вычисляли по формуле (1):

   [ATPtot] = 10·[ATPcontrol ]·(Iextract/Icontrol),     (1)

где коэффициент 10 учитывает разбавление 
суспензии клеток при получении экстракта в 
DMSO. 

При измерении концентрации внеклеточ-
ного ATP (ATPex) 20 мкл суспензии клеток в 
LB-среде или в физиологическом растворе 
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вводили в полистирольную кювету, добавляли 
100 мкл раствора ATP-реагента, быстро пере-
мешивали и измеряли интенсивность биолю-
минесценции на люминометре «ЛЮМ-1». Од-
новременно лиофилизованный ATP-контроль 
реконструировали в 0,2 мл LB-среды или 
физиологического раствора и измеряли ин-
тенсивность биолюминесценции (Icontrol), как 
описано выше. Концентрацию ATPex вычис-
ляли по формуле (1), используя коэффициент, 
равный 1.

Концентрацию внутриклеточного ATP (ATPin) 
рассчитывали по формуле (2):

                      ATPin = ATPtot – ATPex.                        (2)

Все работы с клетками и измерения биолю-
минесценции проводили в ламинарном боксе.

Обработка результатов измерений. Ре-
зультаты трех независимых экспериментов оце-
нивали по Стьюдент-тесту. Величина р < 0,05 
рассматривалась как статистически значимая. 
Статистическую обработку выполняли с помо-
щью программ MS Excel Microsoft Office 2019 
и Origin 8.

Результаты и обсуждение

Корреляция между биолюминесцентным 
методом и методом посевов. Возможность ис-
пользования метода биолюминесцентной ATP-
метрии для изучения кинетики взаимодействия 
колистина с живыми клетками E. coli была по-
казана в следующем эксперименте. Суспензию 

клеток инкубировали при содержании колисти-
на в разной концентрации. Через 1 ч после нача-
ла инкубирования одновременно отбирали про-
бы для измерения концентрации ATPtot биолю-
минесцентным методом и для определения чис-
ла живых клеток методом посевов разведений 
на чашки Петри с агаризованной питательной 
средой. Через 24 ч проводили подсчет колоний. 
Зависимости, полученные двумя методами, 
хорошо коррелировали между собой (рис. 1). 
Уменьшение значения ATPtot свидетельствовует 
о снижении содержания жизнеспособных кле-
ток в реакционной среде. Преимущество био-
люминесцентного метода заключается в том, 
что эти измерения проводятся в течение не-
скольких минут, тогда как результаты методом 
посевов получают через сутки. 

Биолюминесцентный метод позволил быстро 
сравнивать различия в кинетике роста клеток 
при инкубации в питательной LB-среде и физи-
ологическом растворе. Для суспензий с разной 
начальной концентрацией клеток (рис. 2) пока-
зано, что за 1 ч инкубации в физиологическом 
растворе практически не происходит изменения 
ATPtot  (рост клеток отсутствует, метаболиче-
ский статус снижен), а в питательной среде на-
блюдается рост ATPtot в 2,3–2,5 раза.

Кинетика взаимодействия колистина с 
клетками E. coli при инкубации в физиологи-
ческом растворе. Получены зависимости ATPtot, 
ATPex и ATPin от времени инкубации в физиоло-
гическом растворе при различных концентрациях 

Рис. 1. Концентрация клеток (1) и значение ATPtot (2) после инкубации су-
спензии клеток E. coli в присутствии различных концентраций колистина.
Условия инкубации: 1 ч, LB-среда, 37 °C. Стандартное отклонение ± 10% 

(n = 3)
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Рис. 2. Зависимости ATPtot от концентрации клеток в начальный момент време-
ни в физиологическом растворе (1) и в LB-среде (2) и через 60 мин инкубации 
при 37 оС в физиологическом растворе (3) и в LB-среде (4). Стандартное от-

клонение ± 10% (n = 3) 

колистина. Типичные данные для суспензии, со-
держащей 15 млн кл/мл, представлены в табл. 
1.

Согласно данным табл. 1, при концентрации 
колистина 0,01 мг/мл величины ATPin и ATPex 
изменяются незначительно, причем концентра-
ция ATPex не превышает 2% от ATPin. С ростом 
концентрации колистина несколько увеличи-
вается значение ATPex, но снижение ATPin про-
исходит гораздо быстрее, поэтому содержание 
ATPex по отношению к ATPin достигает 10% и 
более. На основании кинетических кривых 
были рассчитаны значения начальной скорости 
изменения ATPex и ATPin в зависимости от кон-
центрации колистина (рис. 3).

Скорость роста ATPex характеризует процесс 
увеличения проницаемости клеточной мембра-
ны для ATP. Скорость убыли ATPin характери-
зует снижение метаболической активности, а 
следовательно, численности жизнеспособных 
клеток в реакционной смеси. Наблюдаемое 
сильное (пятикратное) различие этих показа-
телей свидетельствует о том, что уменьшение 
концентрации жизнеспособных клеток проис-
ходит не только и не столько из-за вытекания 
АТР из клеток, но также из-за нарушения ба-
ланса между процессами синтеза/гидролиза 
ATP внутри клетки.

Кинетика взаимодействия колисти-
на с клетками E. coli при инкубации в пи-
тательной среде. Получены зависимости 
ATPtot, ATPin и ATPex от длительности инку-
бирования суспензии клеток в питательной 
LB-среде при содержании колистина в разной 

концентрации.  В табл. 2 в качестве типичного 
примера приведены результаты для суспензии, 
содержащей 15 млн кл/мл. 

Данные табл. 2 показывают, что в этих усло-
виях протекают два конкурирующих процесса: 
рост клеток и их гибель под действием коли-
стина. В отсутствие колистина клетки активно 
растут и через 1 ч инкубации ATPin увеличива-
ется в ~2 раза. При 0,02 мг/мл колистина рост 
продолжается первые 15 мин, но затем ATPin на-
чинает снижаться, а при более высоких концен-
трациях колистина (≥0,1 мг/мл) роста не наблю-
дается и ATPin быстро снижается до нуля. Полу-
ченные данные (табл. 1, 2) показывают, что ко-
листин оказывает более сильное бактерицидное 
действие на метаболически активные, растущие 
клетки по сравнению с клетками в физиологи-
ческом растворе, где питание клеток отсутству-
ет. Так, при одной и той же концентрации коли-
стина (0,1 мг/мл) через 1 ч в физиологическом 
растворе жизнеспособность сохраняют около 
40% клеток, в то время как в питательной сре-
де уже через 45 мин жизнеспособные клетки не 
регистрируются. 

Уровень ATPex служит не только индикато-
ром изменения проницаемости клеточной мем-
браны под действием разных эффекторов, вы-
зывающих вытекание внутриклеточного ATP 
во внеклеточное пространство, но и информа-
тивным показателем метаболического состоя-
ния живых клеток. В литературе неоднократно 
отмечалось, что рост и деление клеток сопро-
вождаются выбросом небольшого количества 
ATP из клетки в среду [18–20]. В нашем случае 
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Т а б л и ц а  1

Зависимости ATPtot, ATPex и ATPin от времени инкубации в физиологическом растворе при различных кон-
центрациях колистина. Условия: 15  млн кл/мл, 37 оС, с перемешиванием. Стандартное отклонение ± 10%

Концентрация 
колистина,     
мг/мл 

Время 
инкубации, мин

Концентрация ATP, нМ ATP/ ATPо

ATPtot ATPex ATPin ATPtot ATPex ATPin

0

0 38,7 0,2 38,5 1,0 1,0 1,0

23 34,6 0,2 34,4 0,9 1,2 0,9

84 28,8 0,3 28,5 0,7 1,8 0,7

0,01

0 38,7 0,2 38,5 1,0 1,0 1,0

31 32,9 0,4 32,5 0,9 2,0 0,8

72 26,7 0,4 26,3 0,7 2,4 0,7

0,02

0 38,7 0,2 38,5 1,0 1,0 1,0

4 36,8 0,3 36,5 1,0 1,8 0,9

15 35,2 0,4 34,8 0,9 2,2 0,9

45 29,2 0,5 28,7 0,8 2,6 0,8

70 24,9 0,6 24,3 0,6 3,3 0,6

0,1

0 38,7 0,2 38,5 1,0 1,0 1,0

3 33,7 0,7 33,0 0,9 4,1 0,9

13 30,2 1,0 29,2 0,8 5,7 0,8

28 21,4 1,3 20,1 0,6 7,3 0,5

67 15,8 1,4 14,4 0,4 7,9 0,4

0,2

0 38,7 0,2 38,5 1,0 1,0 1,0

2 33,2 1,1 32,1 0,9 6,1 0,8

12 22,2 1,2 21,0 0,6 6,8 0,5

25 18,1 1,4 16,7 0,5 8,1 0,4

40 13,2 1,6 11,6 0,3 8,9 0,3

49 11,3 1,5 9,8 0,3 8,5 0,2

в начальный момент времени значение ATPex 
составляло около 7% от значения ATPin. В от-
сутствие колистина в процессе роста ATPin на-
блюдался также рост ATPex. В течение 1 ч зна-
чение ATPex увеличилось в 7 раз и составило 21% 
от текущего значения ATPin (табл. 2). При кон-
центрации колистина 0,02 мг/мл в первые 15–30 
мин инкубации наблюдался рост АТРex в 3–5 
раз, далее уровень АТРex не изменялся даже 
после полного расходования АТРin. При более 
высокой концентрации колистина (0,1–1,0 мг/мл) 
роста клеток не наблюдалось, причем чем выше 
была концентрация колистина, тем раньше пре-
кращался рост АТРex. Можно было бы ожидать, 

что за счет увеличения под действием антибио-
тика проницаемости клеточной мембраны при 
резком снижении АТРin значительно возрастет 
АТРex. Но как показывают данные табл. 2 и 
кинетические кривые (рис. 4), этого не проис-
ходит. При инкубации с колистином АТРex воз-
растает, достигая предельной величины, кото-
рая не превышает ~30% от исходной величины 
АТРin .

ATP в клетках E. coli в основном продуци-
руется в цитоплазме с участием мембранных 
ферментных систем дыхательной цепи и АТР 
синтазы, затем транспортируется в периплаз-
матическое пространство, откуда может либо 
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Т а б л и ц а  2

Зависимости  ATPtot, ATPex и ATPin  от времени инкубации в питательной LB среде при различных концен-
трациях колистина. Условия: 15  млн кл/мл, 37 оС, с перемешиванием. Стандартное отклонение ± 10%

Концентрация           
колистина,                  
мг/мл

Время 
инкубации, 

мин

Концентрация АТР, нМ ATP/ ATPо

ATPtot ATPex ATPin ATPtot ATPex ATPin

0

0 52,4 3,4 49,0 1,00 1,00 1,00

15 96,1 8,0 88,1 1,83 2,35 1,80

30 106,0 13,6 92,4 2,02 4,00 1,89

45 105,0 16,0 89,0 2,00 4,71 1,82

60 124,0 21,6 102,4 2,37 6,35 2,09

0,02

0 52,4 3,4 49,0 1,00 1,00 1,00

15 86,8 8,4 78,4 1,66 2,47 1,60

30 79,6 12,5 67,1 1,52 3,68 1,37

45 77,2 14,3 62,9 1,47 4,21 1,28

60 57,9 20,3 37,6 1,10 5,97 0,78

0,1

0 52,4 3,4 49,0 1,00 1,00 1,00

15 59,6 9,8 49,8 1,14 2,88 1,02

30 20,7 16,3 4,4 0,39 4,79 0,09

45 15,7 16,8 0 0,30 4,94 0

60 15,3 16,3 0 0,29 4,79 0

0,2

0 52,4 3,4 49,0 1,00 1,00 1,00

15 34,7 11,3 23,4 0,66 3,32 0,48

30 13,3 13,5 0 0,25 3,97 0

45 13,2 15,0 0 0,25 4,41 0

60 11,3 12,7 0 0,22 3,73 0

1,0

0 52,4 3,4 49,0 1,00 1,00 1,00

15 10,1 10,4 0 0,19 3,06 0

30 9,74 11,5 0 0,19 3,38 0

45 11,5 11,5 0 0,22 3,38 0

60 10,5 12,9 0 0,20 3,79 0

секретироваться из клетки, либо гидролизо-
ваться под действием ферментов до ADP, AMP 
и аденозина [19]. Разрушение внешней мем-
браны клетки приводит к вытеканию ATP из 
периплазматического пространства в среду и 
росту ATPex, однако наши данные показывают, 
что при инкубации суспензии клеток с коли-
стином бόльшая часть ATP из начального пула 
ATPin не детектируется ни вне, ни внутри кле-
ток. Нарушение проницаемости внешней мем-

браны клеток при инкубировании с колистином 
должно было бы приводить к высвобождению 
ферментов, утилизирующих ATP, во внекле-
точное пространство и вызывать деградацию 
ATP в реакционной среде. Однако наличие 
остаточной концентрации ATPeх в растворе по-
сле полного расходования ATPin указывает на 
то, что в данных условиях среда не содержит 
ферментов, утилизирующих АТР. В литературе 
есть указания на протекание гидролиза ATPeх в 
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Рис. 4. Зависимости ATPtot (1), ATPin (2) и ATPex (3) от времени инкубации в 
питательной LB-среде в присутствии 0,2 мг/мл колистина. Условия: 15 млн кл/

мл, 37 оС, перемешивание. Стандартное отклонение ± 10% 

Рис. 3. Зависимость начальной скорости изменения ATPin (1) и ATPex (2) при 
инкубировании суспензии клеток E. coli в физиологическом растворе при раз-
личных концентрациях колистина. Условия: 15 млн кл/мл, 37 оС, перемешива-

ние. Стандартное отклонение ± 10% (n = 3)

среде в присутствии компонентов клетки [18]. 
Для проверки возможной активности ATPаз во 
внеклеточном пространстве мы провели допол-
нительный эксперимент: в процессе инкубации 
клеток в присутствии 1 мг/мл колистина через 
20 мин после начала инкубации был добавлен 
ATP, его концентрация в клеточной суспензии 
удвоилась и не изменялась в течение последую-
щих 40 мин инкубации. Отсутствие гидролиза 
внеклеточного АТР свидетельствует о том, что 
АТРазы клеток E. coli не функционируют во 
внеклеточном пространстве. Этим объясняется 
и тот факт, что накопившаяся ATPeх сохраняет-

ся в неизменной концентрации даже после пол-
ного лизиса клеток под действием колистина. 
Из всего сказанного следует, что ATP утилизи-
руется именно внутри клетки, причем скорость 
его расходования не компенсируется скоростью 
синтеза, и в результате концентрация ATPin рез-
ко снижается. Это можно объяснить сильным 
снижением активности ферментов дыхатель-
ной цепи и ATP синтазы, функционирующих 
во внутренней мембране клетки, повреждение 
которой при инкубации с колистином приводит 
к резкому снижению скорости и даже остановке 
синтеза ATP.
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