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В последние десятилетия все большее внима�
ние привлекает к себе группа патогенных микро�
организмов, жизненная программа которых со�
стоит в непрерывном переходе из окружающей
среды, где они ведут сапрофитный образ жизни, в
организмы человека и теплокровных животных, в
которых они проявляют паразитические свой�
ства, вызывая инфекционный процесс, и ревер�
сии к сапрофитизму при возврате в окружающую
среду. Возможность сапрофитного существова�
ния ряда патогенных микроорганизмов в окружа�
ющей среде, совершенно отрицаемая в недавнем
прошлом, находит все большее признание [1–6].

Научно�технический прогресс и связанная с
ним урбанизация нарушили экологическое рав�
новесие и открыли пути для проникновения па�
тогенных микроорганизмов из внешней среды в
окружение человека. Ярким примером в этом от�
ношении являются Yersinia pseudotuberculosis – воз�
будитель псевдотуберкулеза (или дальневосточной
скарлатиноподобной лихорадки) и Listeria monocy�
togenes – возбудитель листериоза [7–13].

Анализ многочисленных вспышек этих забо�
леваний показал, что чаще всего факторами пере�
дачи бактерий человеку являются овощи и корне�
плоды (блюда, приготовленные из них) и, прежде
всего свежие капуста и морковь для иерсиний, ку�
куруза и салат для листерий, в которых эти бакте�
рии активно размножаются и накапливаются в
значительных количествах, поддерживая высо�
кую степень вирулентности [14–18].

Внутри сложных ассоциаций, формируемых
микроорганизмами с растениями в естественных
и искусственных системах, складываются различ�
ные взаимоотношения [19–20]. В любом сообще�

стве эти взаимоотношения сложны и многооб�
разны. Выделяемые растениями биологически
активные вещества могут играть роль регулятора
численности бактерий в сообществе “растение–
микроорганизм”. Среди них особый интерес вы�
зывают летучие метаболиты, так как известно,
что летучие органические выделения прорастаю�
щих семян благодаря высокой проникающей
способности и доступности для усвоения, могут
быть источником углерода и энергии для микро�
организмов. В настоящее время доказано, что ряд
бактерий и грибов могут потреблять летучие ме�
таболиты прорастающих семян в качестве един�
ственного источника углерода [21–28].

Известно, что растения являются ведущим
компонентом биосферы и определяют главную
форму жизни на Земле, поэтому раскрытие зако�
номерностей взаимодействия растений и бакте�
рий важно для пониманиея распространения па�
тогенных микробов вне теплокровного организма,
а также для обоснования механизмов адаптации
эукариотических организмов к изменению усло�
вий существования, особенно при действии экс�
тремальных факторов.

Цель работы – изучение использования бакте�
риями видов Listeria monocytogenes и Yersinia
pseudotuberculosis летучих метаболитов прораста�
ющих семян растений.

МЕТОДИКА

Культуры. В качестве объектов исследования
использовали следующие штаммы бактерий из
музея НИИ ЭМ СО РАМН: грамположительные
Listeria monocytogenes (штамм 2L, 1/2а) и грамот�
рицательные Yersinia pseudotuberculosis (штамм
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512, 3515). В опыте также использовали проро�
щенные семена растений, являющиеся фактора�
ми передачи для иерсиний, – капуста (Brassica
oleacia L), морковь (Daukus carota L.) и листерий –
салат (Lactuca sativa L.), кукуруза (Zea mays L.) [2, 7].

В качестве источника летучих метаболитов ис�
пользовали смесь из семян растений (салат, куку�
руза, капуста, морковь). Кроме того, культивиро�
вали отдельно иерсиний на метаболитах капусты
или моркови, а листерий – на метаболитах куку�
рузы или салата.

Среда. Культивирование микроорганизмов
проводили на жидкой минеральной среде без ис�
точника углерода, содержащей (%): NH4NO3 –
0.3, КН2РО4 – 0.1, MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.05, КС1 –
0.025, рН 6.8–7.0.

Летучие метаболиты. Изучение влияния лету�
чих метаболитов прорастающих семян на размно�
жение бактерий проводили с помощью специаль�
но сконструированной установки по схеме Шенк
и Стоцкого [5] в нашей модификации (рис. 1).
Обработанные семена помещали в сосуд со сте�
рильной почвой (3), который плотно закрывали
для того, чтобы в него не поступал воздух извне.
Через сосуд при помощи насоса (5) прокачивали
стерильный и очищенный от СОг воздух. Степень
удаления углекислого газа из воздуха проверялась
пред постановкой эксперимента с помощью пор�
тативного газоанализатора Дукат�В (“Дельта”,
Россия). Стерилизацию воздуха осуществляли
ватными фильтрами (2), а очистку воздуха от СО2

проводили в ловушке (1) заполненной 30%�ным
раствором КОН. Воздух, проходящий через сосуд
с почвой и семенами, увлекал летучие метаболи�
ты и поступал в колбу с жидкой минеральной сре�
дой (4), инокулированной культурой исследуемо�
го микроорганизма. В сосуд с почвой помещали
20–40 семян, в зависимости от вида растения. Си�
стему выдерживали при комнатной температуре
20–22°С.

Инокуляцию 100 мл минеральной среды осу�
ществляли 0.1 мл 1�суточной культуры бактерий,
выращенных на агаризованной среде, содержа�
щей 102 колониеобразующих единиц (КОЕ). Че�
рез определенные промежутки времени отбирали
пробы для подсчета количества колоний. Для это�
го по 0.1 мл инокулированной жидкости с учетом
необходимых разведений высевали на плотные
среды. Для индикации иерсиний использовали
среду Серова, для листерий � казеиново�дрожже�
вой агар с глюкозой. Количество подсчитанных
колоний выражали в общепринятых единицах lg
КОЕ/ 0.1 мл. В качестве контроля использовали
сосуд с почвой без семян.

Стерилизация. Внутренние поверхности стек�
лянных частей установки тщательно обрабатыва�
ли 70%�ным раствором этилового спирта, осталь�
ные детали – автоклавированием. Семена обра�
батывали раствором марганцовокислого калия и
промывали стерильной дистиллированной во�
дой. Почву обрабатывали текучим паром трижды
по 30 мин. После обработки проводили контроль
всех частей установки, семян и почвы на наличие
посторонней микрофлоры с использованием пи�
тательного агара.

ГЖХ. Определение летучих выделений про�
растающих семян осуществляли методом газо�
жидкостной хроматографии. Для хроматографи�
ческого анализа семена проращивали в плотно
закрытых сосудах. Через 24, 48, и 72 ч воздух из
сосудов отбирали через резиновые колпачки при
помощи 1 мл шприца и вводили его в дозатор хро�
матографа.

ГЖХ летучих метаболитов прорастающих се�
мян проводили на газовом хроматографе Shimad�
zu�16A (“Shimadzu”, Япония) газ�носитель – ге�
лий, неподвижная фаза – полиэтиленгликоль, ко�
лонка стеклянная, диаметр 0.32 см, длина 10 м,
температура колонки – 35°С, испарителя – 100°С,
детектора (пламенно�ионизационный) – 100 С,
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Рис. 1. Схема установки для изучения использования патогенными бактериями летучих метаболитов прорастающих
семян: 1 – колба с КОН, 2 – ватные фильтры, 3 – сосуд с почвой и прорастающими семенами, 4 – колба с жидкой сре�
дой, инокулированной патогенными бактериями, 5 – перистальтический насос.



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 48  № 3  2012

ВЛИЯНИЕ ЛЕТУЧИХ МЕТАБОЛИТОВ ПРОРАСТАЮЩИХ СЕМЯН 3

давление водорода и воздуха на детекторе –
0.5 кг/см. Расчет и обработку хроматограмм про�
водили на специализированном компьютере Shi�
madzu�cR�4A (“Shimadzu”, Япония). Определе�
ние качественного состава летучих органических
веществ производили путем сравнения получен�
ных хроматографических пиков с пиками чистых
летучих органических веществ (эталоны).

Повторность опытов – трехкратная, результа�
ты обрабатывались статистически в компьютер�
ной программе электронных таблиц Excel 7 с ис�
пользованием критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Изучали влияние летучих метаболитов смеси
семян растений (салат, кукуруза, морковь, капу�
ста) на размножение L. monocytogenes и Y. pseudot�
uberculosis с помощью специально сконструиро�
ванной установки. В результате эксперимента
было показано, что летучие метаболиты прорас�
тающих семян стимулировали размножение ис�
следуемых бактерий в 10�100 раз по сравнению с
контролем (рис. 2). Анализ полученных данных
позволил сделать заключение, что интенсивность
размножения листерий и иерсиний на летучих
метаболитах смеси растений зависела от вида
бактерий. Так, количество бактерий Y. pseudotu�
berculosis в минеральной среде увеличилось в 2 ра�
за на 7 сут роста, по сравнению с листериями. По�
лученные результаты подтверждаются данными
литературы, где имеется указание на то, что не все
бактерии способны усваивать летучие метаболи�
ты прорастающих семян [19]. Следует отметить
также, что иерсиний размножались на летучих
метаболитах на протяжении всего срока наблюде�
ния (8 сут), а у листерий на шестые сутки интен�
сивность размножения значительно снизилась
(рис. 2).

Известно, что использование летучих органи�
ческих соединений, зависит от вида бактерий и
проращиваемых семян [24]. В связи с этим нами
был изучен рост листерий и иерсиний на метабо�

литах растений в зависимости от вида проращи�
ваемых семян. Для этого исследуемые бактерии
культивировали на летучих метаболитах прорас�
тающих семян отдельных видов растений, являю�
щихся для них факторами передачи: листерий –
на кукурузе и салате, а иерсиний – на метаболи�
тах моркови и капусты.

Обнаружено, что использование летучих со�
единений растений бактериями зависело как от
свойств самих бактерий, так и от вида растений.
При сопоставлении данных, полученных при
культивировании микроорганизмов на летучих
веществах смеси семян и отдельно взятых расте�
ниях, наблюдали избирательный рост бактерий
на метаболитах прорастающих семян в зависимо�
сти от вида растений (рис. 2). Так, иерсиний
практически одинаково размножались как на ле�
тучих метаболитах моркови, так и на летучих ме�
таболитах капусты, достигая максимальной кон�
центрации 400100 КОЕ/0.1 мл, при заражающей
дозе 130 КОЕ/0.1 мл, что несколько ниже (на
239900 КОЕ/ 0.1 мл), чем в опыте с использова�
нием смеси семян всех растений. Листерий
предпочтительно размножались на летучих ме�
таболитах кукурузы, достигая при этом значений
260200 КОЕ/ 0.1 мл при заражающей дозе
130 КОЕ/ 0.1 мл, что на 25759800 КОЕ/ 0.1 мл вы�
ше, по сравнению с ростом на летучих метаболи�
тах смеси растений. При этом регистрировали
увеличение численности листерий и иерсиний на
протяжении всего срока наблюдения (8 сут). В
опыте с одновременным использованием семян
всех растений увеличение численности листерий
не было отмечено, а в контроле интенсивность
размножения этих бактерий падала до нуля.

По данным некоторых авторов [19, 24], каче�
ственный состав летучих выделений может поло�
жительно либо отрицательно влиять на процесс
потребления этих соединений бактериями. Ряд
исследователей [20, 26] отмечает, что основными
компонентами, служащими источниками углеро�
да и энергии в выделениях прорастающих семян,
являются этанол и ацетальдегид. Другие авторы
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Рис. 2. Размножение Y. pseudotuberculosis шт. 512 (а) и L. monocytogenes шт. 10CN (б) на летучих выделениях прорастаю�
щих семян. 1 – смесь семян, 2 – контроль, 3 – морковь, 4 – капуста, 5 – салат, 6 – кукуруза.
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указывают на то, что летучие метаболиты прорас�
тающих семян содержат метанол, пропанол, му�
равьиный и пропионовый альдегиды, ацетон,
этилен. [21, 25].

Для выяснения зависимости между ростом
численности бактерий и качественным составом
летучих метаболитов прорастающих семян был
проведен газохроматографический анализ лету�
чих веществ. Из данных хроматографического
анализа прорастающих семян кукурузы, морко�
ви, салата, капусты, представленных на рис. 3,
видно, что их летучие вещества содержали в до�
статочно высоких концентрациях ацетальдегид,
метанол, этанол. При этом наибольшее количе�
ство метанола выделялось проростками кукуру�
зы, гораздо меньше его содержали летучие выде�
ления проростков моркови, капусты и салата. По�
скольку в присутствии прорастающих семян
кукурузы наблюдалось более интенсивное раз�
множение L. monocytogenes , чем в опытах с сала�
том и смесью семян, установлено, что одним из
основных веществ, влияющих на размножение
листерий, являлся метанол.

По данным хроматографических исследова�
ний, летучие выделения капусты и моркови со�
держали метанола меньше, чем ацетальдегида
(рис. 3). Кроме того, они выделяли меньшее ко�
личество метанола, чем кукуруза. Было показано,
что при культивировании Y. pseudotuberculosis от�
дельно на летучих метаболитах прорастающих се�
мян моркови и капусты бактерии размножались
хуже, чем на летучих метаболитах смеси семян, в
состав которых входила кукуруза. Полученные
данные позволяют предположить, что в условиях
лимитирования источника углерода, иерсинии
так же, как и листерий, используют для питания
метанол. В ранее опубликованных нами исследова�
ниях было показано, что метанол стимулирует раз�
множение иерсинии и листерий в физиологиче�
ском растворе и фосфатно�солевом буфере [29, 30].

Таким образом, установлен один из механиз�
мов адаптации листерий и иерсинии к условиям
окружающей среды: летучие метаболиты прорас�
тающих семян могут являться для них единствен�
ным источником углерода и энергии. Показано,
что основным летучим веществом, влияющим на
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Рис. 3. Хроматограммы летучих метаболитов прорастающих семян (показаны наиболее информативные участки), а –
ацетальдегид (контроль), б – метанол (контроль), в – этанол (контроль), г – морковь, д – кукуруза, е – капуста, ж –
салат. Цифры на максимумах указывают время выхода пика на хроматограмме данного соединения для определения
максимума его поглощения.
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рост и размножение изучаемых бактерий, являет�
ся метанол.
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