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В данной работе проведено исследование вариабельности числа копий плаз-

мидной ДНК и антилизоцимной активности при действии акридинового оранжевого и 

препарата «Циклоферон» в клетках штамма E. coli 252 (ИКВС УрО РАН). Получен-

ные данные свидетельствуют в пользу различных механизмов ингибирования антили-

зоцимного признака бактерий под действием акридоновых соединений. 
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In this study we have investigated changes of a plasmid DNA copies and anti-

lysozime activity under influence of acridine orange and a «Cycloferon» in the cells of E. 

coli 252 (ICIS UrB RAS) strain. The obtained data testify in favour of various mechanisms 

of inhibition of anti-lysozime sign of bacteria under action of аcridines. 
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Введение. 

Известно, что хлорамфеникол, стимулируя  антилизоцимную активность 

[5, 2], в то же время оказывает неспецифический амплифицирующий эффект на 

копийность плазмид [6, 9]. Для соединений акридонового ряда показано обрат-

ное – ингибирующее действие акридонуксусной кислоты в отношении антили-

зоцимного признака [4], и  акридинового оранжевого на число копий плазмид-

ной ДНК в бактериальных клетках [8]. 
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Эти данные, с учетом опубликованных работ [1, 3], служат косвенным 

доказательством преимущественно плазмидной локализации генетических де-

терминант антилизоцимного признака у бактерий и его регуляции через меха-

низм дозы генов [7], при условии выраженной корреляции между концентраци-

ей препарата в среде и уровнем исследуемого признака. Данная корреляция бы-

ла отмечена нами ранее в отношении только стимулирующего эффекта хло-

рамфеникола, но не изучена в отношении ингибирующего действия акридоно-

вых соединений: акридинового оранжевого и акридонуксусной кислоты. В по-

следнем случае данные о влиянии акридонуксусной кислоты на копийность 

плазмидной ДНК в литературе отсутствуют, что важно для понимания меха-

низмов действия этого соединения – активного компонента препарата «Цикло-

ферон», – на персистентные свойства микроорганизмов. 

В связи с этим целью настоящего исследования явилось определение из-

менений числа копий плазмидной ДНК и уровня антилизоцимной активности 

плазмидосодержащего штамма Escherichia coli 252 под действием препаратов 

акридинового оранжевого и акридонуксусной кислоты. 

Материалы и методы. 

Моделью для исследования послужил штамм E. coli 252 из музейной кол-

лекции лаборатории биомониторинга и молекулярно-генетических исследова-

ний ИКВС УрО РАН,  выделенный ранее из кишечного биотопа человека, об-

ладающий антилизоцимной активностью (более 1 мкг/мл*ОП). 

У данного штамма было проведено определение биохимического профи-

ля (биовара) с помощью тест-системы «ЭНТЕРО-тест 24» (PLIVA-LaChema, 

Чехия), профиля резистентности (резистовара) к 5 стандартно используемым 

антибиотикам для культивирования плазмидосодержащих штаммов: ампицил-

лину, канамицину, стрептомицину, тетрациклину и хлорамфениколу с опреде-

лением минимальной подавляющей концентрации (МПК) и установлено нали-

чие двух плазмид величиной 4,3 и 7 т.н.п., получивших название pS252 и pL252 

соответственно. 

В работе был использован акридиновый оранжевый («Диа-М», ч.д.а., 

Россия), водный раствор 25 мг/мл, применявшийся в 0,5 и 1-кратной начальной 

ингибирующей концентрации (37,5 и 75 мкг/мл соответственно) по T.J. Tomas с 

соавт. [8] и акридонуксусная кислота в виде препарата «Циклоферон» («Поли-

сан», Россия), раствор для инъекций 125 мг/мл, взятый в конечной концентра-

ции 5 мг/мл LB-бульона, так как антимикробный эффект препарата не был вы-
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явлен. С целью повышения чувствительности применяемой методики для ам-

плификации числа копий плазмид и стимуляции антилизоцимной активности 

применялся хлорамфеникол («Panreac», pharm grade, Испания), раствор 34 

мг/мл в этиловом спирте, вносимый в 1-кратной МПК для E. coli 252 с учетом 

инокулюм-эффекта (612 мкг/мл).  

Культивирование и инкубация в среде с исследуемыми препаратами про-

водились по методике неспецифической амплификации плазмидной ДНК по Т. 

Маниатису с соавт. [6], с изменениями: объемы сред уменьшены на порядок, и 

время первого культивирования сокращено до 2,5 ч. С целью предварительного 

нормирования итоговых значений микробного числа, непосредственно перед 

внесением препаратов производилось добавление стерильного бульона Лурия-

Бертани (LB), в объемах, определенных эмпирически в пилотных эксперимен-

тах. В качестве контроля использовалась среда LB без добавления исследуемых 

препаратов. 

После завершения инкубации производилась верификация и, при необхо-

димости, заключительное нормирование контрольной и опытных проб бактери-

альной культуры по плотности с применением абсорбционного спектрофото-

метра «ELx808-I» (BioTek, США) при 630 нм до концентрации 0,5*10
9 

КОЕ/мл 

для дальнейших количественных анализов.  

Определение числа копий плазмид в клетках исследуемого штамма E. coli 

252 проводилось путем выделения плазмидной ДНК методом щелочного лизи-

са клеток из 3 мл культуры с последующей экстракцией пДНК с помощью 

miniprep комплектов (Axygen, США). 

Полученные растворы плазмидной ДНК  подвергались электрофорезу в 

агарозном геле [6]. Электрофорез проводился в TBE-буфере однократной кон-

центрации с 50 мкг/мл этидия бромида в качестве люминесцентного красителя 

при напряженности поля 5 в/см в течение 1,5 ч. Визуализация результатов элек-

трофоретического разделения нуклеиновых кислот проводилась на установке 

гель-документирования «Vilber Lourmat» (Франция). 

В качестве маркеров молекулярной массы и количества молекул нуклеи-

новых кислот использовался линейный маркер «1 kb» (ООО «Лаборатория Ме-

диген», Россия) в количестве 0,75 и 1,5 мкг. Оценка наличия или количества 

молекул плазмидной ДНК осуществлялась путем сравнения интенсивности по-

лос люминесценции контрольных и опытных проб ДНК с использованием про-
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граммного обеспечения «TotalLab 2.01» (Nonlinear Dynamics, Ltd, Великобри-

тания). 

Определение антилизоцимной активности полученных культур произво-

дилось фотометрическим методом по О.В. Бухарину с соавт. [2] после трех-

кратного промывания бактериальной массы стерильным физиологическим рас-

твором и 2,5-часовой инкубации в исходных количествах стерильного LB-

бульона. 

Результаты. 

Исследование динамики копий плазмид штамма E. coli 252 (рис. 1) под 

воздействием акридинового оранжевого показало снижение копийности плаз-

мидной ДНК от уровня 96±2,2 копий/клетку вплоть до полного отсутствия 

электрофоретически-визуализируемой плазмидной ДНК при достижении 1-

кратной начальной ингибиторной концентрации препарата. Однако исследова-

ние получаемых клонов показывало наличие всех имеющихся маркеров анти-

биотикорезистентности, что свидетельствовало о сохранности плазмид в клет-

ках. 

Рис.1.  Фореграмма плазмид штамма E. coli 252 после инкубации с 

акридиновым оранжевым и циклофероном. 

1 – пДНК при инкубации с 37,5 мкг/мл акридинового оранжевого; 

2 – пДНК при инкубации с 75 мкг/мл акридинового оранжевого; 

3 – пДНК при инкубации с 5 мг/мл циклоферона. 

При внесении в среду «Циклоферона», количество плазмидной ДНК, 

приходящееся на одну клетку не изменялось.  

Изучение динамики антилизоцимной активности исследуемого штамма  

при действии акридинового оранжевого выявило сходную картину: при повы-

шении концентрации акридинового оранжевого до уровня начальной ингиби-

рующей концентрации происходило уменьшение уровня антилизоцимной ак-

тивности: с 1,35±0,25 мкг/мл*ОП до нулевых значений (рис. 2).  
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Под действием препарата «Циклоферон» также наблюдалось снижение 

значений антилизоцимного признака вплоть до полного его отсутствия. 

 

Рис.2.  Уровни антилизоцимной активности (АЛА) штамма E. coli 252 после 

инкубации в среде с акридиновым оранжевым и циклофероном. 

Обозначения:  

1 – уровень АЛА при инкубации с 37,5 мкг/мл акридинового оранжево-

го; 2 – уровень АЛА при инкубации с 75 мкг/мл акридинового оранже-

вого; 3 – уровень АЛА при инкубации с 5 мг/мл циклоферона; 

по оси ординат – уровень АЛА, мкг/мл*ОП;  

* - достоверные отличия от контроля (p<0,05). 
 

Обсуждение. 

Ингибирование числа копий плазмидной ДНК и уровня антилизоцимной 

активности E. coli 252 под действием акридинового оранжевого позволяет 

предположить, что данный фенотипический эффект реализуется за счет эффек-

та дозы генов, локализованных в плазмиде. 

Уменьшение уровня антилизоцимной активности под действием «Цикло-

ферона» при отсутствии влияния его на  копийность плазмид показывает, что 
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механизм регуляции персистентных свойств препаратом «Циклоферон» нахо-

дится не на генотипическом уровне. 
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