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Способность некоторых представителей родов Clostridium spp. и Bacillus spp. к спорообразованию в экстремальных внешних усло-
виях давно стала предметом медико-биологических исследований. Бактериальные споры представляют собой дормантные клеточ-
ные формы грамположительных бактерий, обладающие высоким потенциалом устойчивости и способностью выдерживать экстре-
мальные условия среды обитания. Благодаря этим свойствам споры признаны самыми устойчивыми биологическими системами 
на планете, а спорообразующие микроорганизмы получили широкое распространение в различных экосистемах.

Спорообразующие бактерии уже долгие годы вызывают повышенный научный интерес из-за своей эпидемиологической опас-
ности. В течение десятков или сотен лет бактериальные споры могут пребывать в покоящемся состоянии, а после попадания в 
благоприятные условия организма человека или животных превращаются в вегетативные формы, которые вызывают инфекцион-
ный процесс. Наибольшую угрозу среди болезнетворных спорообразующих бактерий представляют возбудители сибирской язвы 
(B. anthracis), пищевой токсикоинфекции (B. cereus), псевдомембранозного колита (С. difficile), ботулизма (С. botulinum), газовой 
гангрены (С. perfringens).

Для эффективной профилактики тяжелых инфекционных заболеваний в первую очередь необходимы исследования молеку-
лярной структуры бактериальных спор и биохимических механизмов споруляции, разработка инновационных методов обнаружения 
и обезвреживания дормантных клеток. Другая сторона проблемы — необходимость изучения экзо- и эндоспор с позиций получения 
аналогичных искусственно синтезированных моделей с перспективами использования в современных медицинских технологиях 
для разработки термостабильных вакцин, доставки биологически активных веществ к тканям и внутриклеточным структурам. В по-
следние годы бактериальные споры стали интересным объектом изучения с позиции новой парадигмы одноклеточной микробиоло-
гии для исследования микробной гетерогенности с помощью современных аналитических инструментов.
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The capability of some representatives of Clostridium spp. and Bacillus spp. genera to form spores in extreme external conditions long ago 
became a subject of medico-biological investigations. Bacterial spores represent dormant cellular forms of gram-positive bacteria possessing 
a high potential of stability and the capability to endure extreme conditions of their habitat. Owing to these properties, bacterial spores are 
recognized as the most stable systems on the planet, and spore-forming microorganisms became widely spread in various ecosystems.

Spore-forming bacteria have been attracted increased interest for years due to their epidemiological danger. Bacterial spores may be in 
the quiescent state for dozens or hundreds of years but after they appear in the favorable conditions of a human or animal organism, they 
turn into vegetative forms causing an infectious process. The greatest threat among the pathogenic spore-forming bacteria is posed by the 
causative agents of anthrax (B. anthracis), food toxicoinfection (B. cereus), pseudomembranous colitis (C. difficile), botulism (C. botulinum), 
gas gangrene (C. perfringens).

For the effective prevention of severe infectious diseases first of all it is necessary to study the molecular structure of bacterial spores 
and the biochemical mechanisms of sporulation and to develop innovative methods of detection and disinfection of dormant cells. There is 
another side of the problem: the necessity to investigate exo- and endospores from the standpoint of obtaining similar artificially synthesized 
models in order to use them in the latest medical technologies for the development of thermostable vaccines, delivery of biologically active 
substances to the tissues and intracellular structures. In recent years, bacterial spores have become an interesting object for the exploration 
from the point of view of a new paradigm of unicellular microbiology in order to study microbial heterogeneity by means of the modern 
analytical tools.

Key words: bacterial spores; biotechnologies; sporulation; exospores; endospores; atomic-force microscopy; Raman spectroscopy; 
plasma chemical techniques.

Введение

В зависимости от наличия наружной мембраны и 
толщины пептидогликанового слоя бактерии разде-
ляют на грамположительные и грамотрицательные. 
Попадая в неблагоприятные условия обитания, не-
которые грамположительные бактерии реализуют 
свою способность формировать споры. Эти шаро-
образные или слегка удлиненные плотные структуры 
обладают чрезвычайной стойкостью к физическим и 
химическим факторам окружающей среды и призна-
ны самой устойчивой формой жизни на планете [1, 2]. 
Поскольку формирование спор происходит внутри ма-
теринской клетки (спорангия), они получили название 
эндоспор. Способность патогенных микроорганизмов 
формировать эндоспоры обусловливает их широкую 
распространенность. В некоторых случаях споры воз-
будителей болезней способны выступать в качестве 
самостоятельного инфекционного агента [1, 3, 4]. 

Например, споры возбудителя сибирской язвы 
Bacillus anthracis могут существовать в почве в тече-
ние десятилетий, сохраняя потенциальную эпизооти-
ческую и эпидемиологическую опасность и способ-
ность, оказавшись на поверхности, стать источником 
заражения людей и животных. По этой причине сиби-
реязвенные скотомогильники в течение длительного 
времени сохраняют статус режимного биологического 
объекта [2, 4]. Кроме того, вызывает серьезную озабо-
ченность возможность спор B. anthracis выступать в 
качестве одного из наиболее вероятных агентов био-
терроризма [4–6]. Трагический случай преднамерен-
ного распространения спор возбудителей сибирской 
язвы, зафиксированный в США в 2001 г. (они в виде 

порошкообразных форм были отправлены в почтовых 
конвертах), продемонстрировал очевидную легкость, 
с которой споровые формы этого опасного патогена 
могут стать причиной вспышки инфекционного забо-
левания [3, 5, 7].

Исследование внешней архитектоники и морфоло-
гического строения спор у различных спорообразую-
щих бактерий выявило ряд особенностей [2, 4, 6]. По 
структуре эндоспоры делятся на две категории: те, ко-
торые заключены в плотную наружную оболочку — эк-
зоспориум; и те, которые ее не имеют. Так, почвенные 
бактерии Bacillus subtilis — наиболее изученный при-
мер формирования спор, не образующих экзоспориу-
ма [3, 5, 7]. Если за десятилетия изучения дормантных 
клеточных форм бактерий микробиологи накопили до-
статочно знаний о строении и функции эндоспор, то в 
отношении экзоспор до настоящего времени остается 
немало вопросов [5, 6–8].

Большинство сведений о молекулярных механиз-
мах формирования и функциях спор у спорообразу-
ющих грамположительных бактерий были изучены и 
хорошо охарактеризованы на штаммах Bacillus spp. 
и Clostridium spp., в основном с использованием мо-
лекулярно-генетических методов и трансмиссионной 
электронной микроскопии [3, 5, 8]. Например, изоляты 
B. subtilis в течение многих лет были и остаются од-
ной из распространенных моделей для изучения ге-
нетической регуляции и биохимической структурной 
организации бактериальных спор [3, 6, 9]. Кроме уже 
упоминавшихся B. anthracis среди патогенных споро-
образующих бактерий особое внимание привлекают 
Bacillus cereus, вызывающие токсикоинфекции, а так-
же представители рода Clostridium spp.: С. botulinum 
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(возбудитель ботулизма), С. perfringens (этиологичес-
кий агент газовой гангрены) и С. difficile (наиболее ча-
стый в мире источник внутригоспитальных инфекций) 
[8–11].

Актуальность исследования структуры и простран-
ственной организации этих дормантных бактериаль-
ных форм с помощью современных аналитических 
технологий молекулярной микробиологии связана в 
первую очередь с их эпидемиологическим значением.

В настоящее время ведется поиск высокочувст-
вительных и быстрых диагностических технологий 
обнаружения бактериальных спор, что является акту-
альной проблемой для медицинской диагностики, эпи-
демиологии, а также решения задач биобезопасности. 
Кроме того, до сих пор остаются нерешенными во-
просы эффективной стерилизации медицинского обо-
рудования и изделий медицинского назначения, что 
важно для профилактики нозокомиальных инфекций, 
вызванных патогенными спорообразующими возбуди-
телями [3, 6, 7]. 

Другим перспективным инновационным биотехно-
логическим направлением является попытка искусст-
венного копирования архитектоники бактериальных 
спор для придания подобной устойчивости модель-
ным аналоговым системам, которые способны найти 
широкое научно-практическое применение в фарма-
кологии, медицине, экологии, сельском хозяйстве и в 
иных отраслях [8, 12]. 

В обзоре проведена оценка результатов изучения 
молекулярных механизмов устойчивости бактери-
альных спор с помощью современных аналитиче-
ских инструментов, а также выявлены направления 
применения полученных знаний в современных био-
технологиях.

Поиск источников проводился в ресурсах 
Кокрановской библиотеки (директория Wiley Online 
Library), EMBASE (EMBASE.com), PubMed, PubMed 
Central, EMBASE и MEDLINE, интегрированных на 
платформе Elsevier, CINAHL, Web of Science Core 
Collection (SCI-EXPANDED). Стратегия выборки опре-
делялась поиском научных публикаций, содержа-
щихся в тематических каталогах. Глубина поиска — 
2003‒2019 гг.

Эндоспоры и молекулярные механизмы  
их устойчивости

Споруляция у грамположительных бактерий. 
Ранние классификации бактерий базировались на их 
способности к споруляции [13]. Спорообразование у 
бактерий формировалось как защитный механизм, 
значительно повышающий возможность выживания в 
окружающей среде. Бактериальные споры могут вы-
держивать такие неблагоприятные внешние факторы, 
как высокие и низкие температуры, отсутствие пита-
тельного субстрата, воздействие антибактериальных 
препаратов и дезинфектантов, радиация, высокое 
давление, ультрафиолетовое излучение [14–17].

Ступенчатый процесс спорообразования достаточ-
но сложен, представляет собой последовательную 
генетическую регуляцию синтеза многочисленных 
специфических белков, сопровождающегося клеточ-
ной дифференциацией, и занимает около 8 ч [15, 18, 
19]. Итогом споруляции является формирование зре-
лой, метаболически бездействующей и репродуктив-
но неактивной эндоспоры, которая морфологически 
и структурно радикально отличается от материнской 
клетки [20–22].

Молекулярно-генетическая регуляция споро-
образования. Споруляция представляет собой гене-
тически детерминированный процесс формирования 
споры внутри вегетативной материнской клетки, кото-
рая находится в стационарной фазе жизненного ци-
кла. Под воздействием стрессорных факторов вклю-
чаются генетические механизмы, обеспечивающие 
синтез транскрипционных факторов. Они отвечают за 
биорегуляцию и последовательность морфофункцио-
нальных изменений, которые в конечном счете ведут к 
превращению вегетативной формы в спору [11, 23–26].

В значительной мере регуляция спорообразования 
и обеспечивающие ее сложные молекулярно-генети-
ческие системы были раскрыты только в начале XXI в. 
[13, 27–29]. Пусковым фактором споруляции являет-
ся отсутствие необходимого питательного субстрата. 
На этом фоне происходит активация гена spo0A, ко-
дирующего одноименную белковую молекулу [19, 30, 
31]. В результате реакции фосфорилирования белок 
Spo0A переходит в активную форму Spo0A~Р и вызы-
вает экспрессию целого ряда генов — около 200, сре-
ди которых sigH, spoIIE, ftsZ и др. Все эти гены кодиру-
ют синтез белков, обеспечивающих последовательное 
течение семи стадий споруляции (рис. 1). В частности, 
ген sigH модулирует синтез белковых σ-субъединиц 
транскрипции (σН, σF), регулирующих правильную 
стадийность спорообразования [31–33]. Этот паттерн 
регуляции дает определенные сигналы экспрессии 
генов в материнской клетке и передней части споры, 
которые управляют споруляцией (для ее завершения 
требуется несколько часов), и включает активацию 
набора альтернативных σ-факторов. Эти факторы 
придают каскаду однонаправленность, кульминацией 
которой является формирование эндоспоры [29, 34].

В результате клетка подвергается очень сложной, 
четко определенной последовательности морфоло-
гических и биохимических событий, которые в конеч-
ном итоге приводят к образованию зрелых эндоспор. 
Специальный белок за счет энергии АТФ с усилием 
помещает одну полную копию ДНК в будущую проспо-
ру, и деление завершается. После завершения фор-
мирования споры материнская клетка подвергается 
запрограммированному аутолизу, выпуская зрелую 
спору в окружающую среду [35].

Молекулярные механизмы термоустойчиво-
сти спор. Ключевое значение для сохранения эн-
доспор имеет их термоустойчивость, что отличает 
эти эндоспоры от вегетативных клеток. Механизмы 
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термо устойчивости эндоспор крайне сложны и в пол-
ной мере пока не изучены [15, 22, 36, 37]. 

Как правило, термическая стерилизация явля-
ется методом выбора для обеспечения надежной 
стерилизации. Однако исследования, проведенные 
Р. Scheldeman с соавт. [38] и W.W. Schubert с соавт. 
[39], показали, что эндоспоры способны сохраниться 
после стандартных термических методов стерилиза-
ции и для их уничтожения необходимы специальные 
режимы термической обработки.

Известно, что основой толерантности к высоким 
температурам является дегидратация спящей клетки 
[15, 37]. Итогом споруляции является образование эн-
доспор, находящихся в состоянии репродуктивного и 
метаболического покоя, сниженных ферментативной 
активности и содержания высокоэнергетических сое-
динений (АТФ и НАДН). Наличие нескольких дополни-
тельных оболочек по сравнению с обычной вегетатив-
ной клеткой служит барьером против проникновения 
воды и растворенных в ней веществ. Дегидратация 
предохраняет находящиеся внутри белки от денатура-
ции при экстремально высоких температурах и необра-
тимой агрегации, что опосредует способность спор вы-
живать в течение длительного времени (десятки, сотни 
и более лет) без запаса питательных веществ в услови-
ях, когда вегетативные клетки погибают [22, 36, 37, 40].

В медицинских учреждениях стандартно используют 
два варианта стерилизации оборудования и инстру-

ментария. Первый метод — паровой. Он заключается 
в обработке объекта 110-градусным паром в течение 
20 мин. Второй вариант — суховоздушный, он пред-
полагает выдерживание изделия в стерилизаторе при 
температуре от 120°C и выше не менее 45 мин. Тем не 
менее уже упомянутые работы [38, 39] демонстрируют 
недостаточную эффективность применяемых методов 
тепловой обработки, поскольку некоторые эндоспо-
ры способны сохраниться. Например, сухой жар при 
110°C убивает споры спустя 3 ч, а при 140°C — через 
1 ч. Исследователи считают, что необходимы более 
эффективные способы стерилизации, чтобы полно-
стью уничтожить дормантные формы бактерий.

Дегидратация эндоспор обеспечивается дипиколи-
новой (пиридин-2,6-дикарбоновой) кислотой (ДПК), 
которая образует хелатный комплекс с кальцием и 
другими двухвалентными катионами и снижает содер-
жание воды в спорах до очень низкого уровня [7, 15, 
22, 37, 41, 42]. ДПК составляет 5–15% от общей массы 
эндоспоры и не обнаруживается в вегетативных клет-
ках [15, 40, 43, 44] (рис. 2).

Роль ДПК в бактериальной клетке до настоящего 
времени не до конца понятна, хотя обнаружено это ве-
щество было уже давно и с тех пор активно исследо-
валось [22, 41, 42, 44]. Помимо выполнения ключевой 
роли в обеспечении дегидратации клетки [36] ДПК ак-
тивно участвует в сохранении метаболически неактив-
ного состояния [7], в стабилизации внутриклеточных 

Рис. 1. Последовательность морфологических изменений, происходящих на разных ста-
диях споруляции у грамположительных бактерий (рисунок авторов)
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протеинов [7, 36, 37, 41]. В данном случае 
клетка оказывается надежно защищенной 
от экстремального термического воздейст-
вия, поскольку процессы денатурации, аг-
регации и лизиса происходят в период до 
вегетативного прорастания [43, 44].

По мнению исследователей A. Driks [45] 
и P. Setlow [29], c включением ДПК в струк-
туру молекул ДНК и РНК образуется геле-
образная полимерная матрица и повыша-
ется устойчивость нуклеиновых кислот в 
условиях гипертермии.

При наступлении благоприятных внеш-
них условий начинается прорастание спо-
ры и образование вегетативной бактери-
альной формы. При этом ДПК выходит во 
внешнюю среду, а в клетку поступает вода, 
запуская метаболические реакции [22, 36].

Уникальные свойства ДПК эндоспор 
позволили современным биотехнологам 
рассматривать ее в качестве перспектив-
ного наполнителя (эксципиента) для по-
вышения стабильности жидких биофар-
мацевтических высококонцентрированных белковых 
препаратов (например, антител) для повышения их 
эффективности и профилактики неспецифической 
агрегации [37]. Кроме того, в последние годы ДПК 
рассматривается как уникальный и надежный биоло-
гический маркер бактериальных эндоспор и поэтому 
представляет значительный интерес для разработчи-
ков колориметрических и флюорометрических диаг-
ностических систем [22, 41]. В настоящее время для 
надежной, быстрой и однозначной идентификации 
этой маркерной молекулы в режиме реального вре-
мени все бóльшую популярность при обретает метод 
комбинационного рассеяния (когерентная раманов-
ская спектроскопия) [22, 43, 46–49]. 

Молекулярная структура и морфология эндо-
спор. Формирование сложной клеточной стенки про-
исходит еще на стадии проспоры внутри материнской 
клетки. Внутренней оболочкой дочерней клетки яв-
ляется пептидогликан, который впоследствии, после 
прорастания споры, становит ся основной клеточной 
стенкой. Над ним надстраивается кортекс — допол-
нительный слой пептидогликана, который несколько 
отличается составом от внутреннего слоя [13, 23, 25, 
50]. В частности, между гликановыми цепями имеют-
ся измененные поперечные пептидные и мурамико-δ-
лактамные связи [15, 41, 51, 52].

Снаружи формируются плотные белковые обо-
лочки, количество которых варьирует у разных видов 
бактерий. Изучение химической структуры наружной 
оболочки споры длительное время было затрудне-
но из-за плотной сшивки белковых молекул. Именно 
благодаря этим прочным связям дормантная форма 
получает устойчивость к гидролазам и другим агрес-
сивным внешним факторам. После появления мето-
да масс-спектрометрии в наружной оболочке уда-

лось установить наличие 70 различных белков [51, 
53, 54].

Все перечисленные структуры характеризуются 
низкой проницаемостью для воды и других неоргани-
ческих и органических молекул. Благодаря особен-
ностям сборки и пространственного расположения 
молекул оболочек эндоспоры могут длительно со-
хранять жизнеспособность в ожидании благоприят-
ных для прорастания условий окружающей среды [7, 
15, 55, 56].

Протопласт споры представлен дегидратированной 
цитоплазмой, в которой расположены хромосомный 
материал и белковосинтезирующие системы. В хи-
мической структуре протопласта можно выделить 
нуклеиновые кислоты, дипиколинаты, ионы магния, 
кальция и марганца, а также SASP (small acid-soluble 
protein)  — небольшие молекулы кислоторастворимых 
протеинов. Их молекулярная масса не превышает 
12 кДа, при этом SASP составляют 20% от всех белков 
споры [20, 22, 34, 36]. Кислотоустойчивые белки име-
ют в первую очередь защитную функцию, предотвра-
щая разрушающее воздействие на спору ультрафи-
олетовых лучей и свободных радикалов [20, 53, 54]. 
На стадии прорастания бактериальных спор SASP ис-
пользуются в качестве донатора аминокислот [7, 54].

Влияние на споруляцию факторов окружаю-
щей среды. Выполняя роль защитного приспосо-
бления для выживания бактериальных популяций, 
споры опосредуют механизмы для обеспечения соб-
ственной чрезвычайной устойчивости и сохранения 
целостности макромолекул (белки, ДНК) в период 
длительного покоя. Структурные детали эндоспор 
(например, устройство внешних оболочек) и их хими-
ческий состав могут у разных бактерий различаться 
вследствие разнообразия молекулярных механизмов 

Рис. 2. Визуализация и рамановская спектроскопия спор:
а, б — эндоспоры В. subtilis (атомно-силовая микроскопия); в — рама-
новский спектр эндоспоры В. subtilis и биомаркер «дипиколиновая кис-
лота» (фото и рисунок — авторов)

а б

в
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их формирования, а также влияния на эффективность 
споруляции факторов окружающей среды [48, 50]. 

Например, выявлено, что эффективность споруля-
ции у изолятов B. subtilis, B. anthracis и B. cereus была 
максимальной при оптимальных значениях концен-
трации кислорода, ионного состава среды, темпера-
туры и pH, а изменения этих параметров приводили 
к удлинению процесса формирования спор, вплоть 
до его полного ингибирования, и к снижению их тер-
моустойчивости, а также резистентности к химическо-
му и физическому воздействиям [5, 48, 50, 57]. Так, 
С. Bressuire-Isoard с соавт. [57] показали, что споры 
B.  cereus, сформировавшиеся при неоптимальных 
температурах, имели меньшую степень дегидрата-
ции и были менее устойчивы к влажному теплу. Кроме 
указанных факторов на эффективность споруляции 
влияют и другие. Так, N. Widderich с соавт. [31] обна-
ружили, что высокая соленость (около 7%) вызыва-
ет ингибирование споруляции B. subtilis на ранней 
стадии из-за нарушения координации переключения 
σ-факторов и блокирования сигналов экспрессии ге-
нов в материнской клетке, регулирующего процесс 
формирования спор.

Молекулярные механизмы регуляции прора-
стания бактериальных спор. Научный и практи-
ческий интерес представляет не только спорообра-
зование, но и обратный ему процесс прорастания 
бактериальных спор, который не менее сложен с пози-
ций молекулярных механизмов регуляции всех после-
довательных стадий. Запускается процесс прораста-
ния в благоприятных для конкретного бактериального 
вида внешних условиях. Для патогенных микроорга-
низмов наиболее благоприятной средой является ор-
ганизм животного либо человека, где они могут раз-
виваться, размножаться и вызывать инфекционное 
заболевание. В частности, эндоспоры B. anthracis пе-
реходят в активную форму после попадания в ткань 
легких и вызывают развитие легочной формы сибир-
ской язвы [24, 58–60].

Механизм герминации бактериальных спор ини-
циируется при появлении в окружающей среде пи-
тательных субстратов: углеводов, аминокислот, 
пуриновых оснований, а также при достаточной 
влажности, аэрации и благоприятной температуре. 
Этот процесс протекает в несколько этапов, которые 
строго регулируются биохимическими механизма-
ми [36, 42, 61]. Вещества, составляющие основу пи-
тания бактерии, раздражают рецепторный аппарат 
наружной мембраны эндоспор. Рецепторы в свою 
очередь активируют процесс прорастания, который 
на определенном этапе становится необратимым. 
Начальной стадией прорастания является выход 
наружу дипиколината кальция, ионов Н+, Mn2+, Ca2+, 
Mg2+. Внутрь клетки в этот момент поступает вода, 
показатель рН повышается до 7,7, гидролизируется 
гликопептидный кортекс [36, 60, 61].

На фоне изменения pH активируются внутрикле-
точные ферменты, запускаются процессы обмена 

веществ, белковосинтезирующий механизм. Клетка 
активно растет, набухает, увеличивается в объеме [5, 
42, 57, 62]. Когда внутриклеточное давление доходит 
до критического уровня, происходит разрыв оболочки 
эндоспоры и наружу выходит вегетативная бактери-
альная форма [56].

Эти генетически детерминированные молекуляр-
ные механизмы прорастания спор положены в осно-
ву метода дробной стерилизации (тиндализации): 
объект в течение получаса подвергается воздей-
ствию пара температурой в 100°C. Затем делается 
перерыв на сутки, в течение которых сохраняется 
температурный режим, оптимальный для роста и 
размножения микроорганизмов. Через сутки объект 
вновь нагревают горячим паром. Такую процедуру 
повторяют несколько раз. При этом бактерии, успев-
шие выйти из спящего состояния, разрушаются под 
воздействием гипертермии [42, 55].

У некоторых бактерий процесс прорастания имеет 
дополнительные особенности. Речь идет о микроорга-
низмах, способных к формированию экзоспориума — 
наружной оболочки спор, имеющей специфические 
морфофункциональные особенности.

Морфофункциональные особенности 
экзоспориума

Пространственная структура экзоспориума. 
Как уже указывалось, у некоторых эндоспор грампо-
ложительных бактерий в процессе споруляции обра-
зуется дополнительный наружный белковый слой — 
экзоспориум (экзоспорий, экзоспора), который служит 
барьером между эндоспором и окружающей средой 
[21, 63, 64].

Ни Роберт Кох, впервые описавший «шаровидную 
стеклянную массу» (цит. по [21]), окружающую спору, 
ни Карл Флюгге, предложивший название «экзоспо-
риум» (цит. по [14]), не предполагали, что это «легкое 
узкое кольцо, окружающее споры» (Р. Кох), окажется 
настолько сложным и интересным объектом исследо-
вания с многовекторными функциями при изучении 
его с помощью современных методов молекулярной 
биологии.

Исследования экзоспориума в последние годы 
проводились в основном на изолятах трех основных 
близкородственных видов спорообразующих грам-
положительных бактерий (тип Firmicutes), входящих 
в группу B. cereus sensu lato: B. anthracis, B. cereus и 
B. thuringiensis (бактериальный инсектицид) [3, 64–
67]. Кроме того, экзоспоры образуют некоторые виды 
Clostridium spp. [9, 32, 68–73]. 

Экзоспоровая архитектура бактерий, входящих в 
указанные группы, не сильно различается и имеет 
сходную морфологию [32, 69, 74]. Обычно она пред-
ставляет собой гибкую, но прочную оболочку — тон-
кий непрерывный белковый базальный слой, который 
имеет наружный волосяной и внутренний кристалли-
ческий слои. Тонкие структуры экзоспориума могут из-
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меняться в различных условиях роста и у разных ви-
дов бактерий [14, 66–68].

Применение современных методов молекулярной 
биологии позволило значительно расширить пред-
ставления о биохимической структуре и простран-
ственной организации экзоспориума. У бактерий се-
мейства Bacillus spp. и Clostridium spp. экзоспориум 
представляет собой тонкую и гибкую оболочечную 
структуру, объем которой обычно значительно боль-
ше, чем находящейся внутри эндоспоры [5, 57, 67].

Как уже указывалось, основным структурным эле-
ментом экзоспор у разных видов бактерий является 
тонкий кристаллический базальный белковый слой 
[65, 70, 75–77]. Наружная поверхность базального 
слоя имеет ворсистое покрытие (hairy nap), представ-
ленное коллагеноподобными нитями у экзоспориума 
бактерий группы B. cereus sensu lato — протеином 
BclA [32, 78–82]. Оказалось, что этот гликопротеин 
играет значительную роль в защите спор от фагоци-
тоза [78, 83–85]. Кроме того, недавно было показано, 
что он опосредует механизм иммунного ингибирова-
ния, который способствует сохранению спор в легких 
мыши [80, 86, 87]. 

У бактерий группы B. cereus sensu lato основные 
элементы структуры экзоспориума оказались сходны 
[78, 81, 84]. Как правило, экзоспоры имеют неправиль-
ную баллоноподобную форму с многочисленными де-
формациями, складками и расположенной внутри эн-
доспорой.

Область между базальным слоем экзоспориума и 
внешней оболочкой эндоспоры называется промежу-
точным пространством [78, 80] и у B. anthracis состав-
ляет примерно 500 нм [77, 81]. В некоторых местах 
базальный слой располагается в непосредственной 
близости от внешнего слоя оболочки эндоспоры. 
Базальный слой экзоспориума имеет толщину прибли-
зительно 12–16 нм (B. anthracis) и, по-видимому, со-
стоит из двух подслоев толщиной примерно 5 нм [20, 
67, 85].

Кроме того, базальный слой имеет кристалличе-
скую структурную организацию с 6-кратной симме-
трией и периодическим интервалом 7 нм. Внешняя 
поверхность этой структуры состоит из серии шести-
угольных вогнутых чашек в виде сот, с открытыми кон-
цами, ориентированными кнаружи [67, 84, 85]. Между 
чашками располагаются полупроницаемые каналы 
диаметром 20–34 нм [20, 67], чего достаточно для 
проникновения низкомолекулярных веществ, но слиш-
ком мало для диффузии крупномолекулярных белков. 
Такое строение каналов обеспечивает барьерные 
свойства экзоспориума [20, 67, 84].

Ворсовые нити экзоспоры, обычно состоящие из 
белка BclA, имеют длину 14–70 нм и покрывают всю 
поверхность внешней оболочки базального слоя [32, 
84, 86–88]. Исследования [84, 88–91] показали, что в 
отличие от других бактерий группы B. cereus sensu lato 
у экзоспориума B. megaterium (штамм QM B1551) вор-
совые нити локализовались только на одном полюсе 

и состояли из белков-ортологов BclA и BclB, а также 
белка BxpB (ExsFA).

Синтез экзоспориума и его биохимическая 
структура. Биохимическая структура экзоспориума, 
значительно отличающаяся от структуры эндоспор, 
была предметом многих исследований [14, 24, 88, 92]. 
Общий процесс его биосинтеза проиллюстрирован 
на концептуальной модели bottle cap («бутылочный 
колпачок») и применительно к B. anthracis включает 
два этапа [89–91]. Инициация синтеза происходит на 
центральном полюсе споры. Сначала в спорообразу-
ющей материнской клетке появляется зародыш буду-
щей экзоспоры в виде маленькой слоистой структуры. 
Сборка экзоспоры происходит путем последующего 
осаждения белков: начинается от синтеза «колпач-
ка» — области, расположенной вблизи центрального 
полюса материнской споры, включающей пример-
но 25% поверхности базального слоя, и заканчива-
ется формированием оставшейся «неколпачковой» 
(«бутылочной») части экзоспориума (около 75%). 
Завершается синтез на противоположном полюсе спо-
ры прикреплением базального слоя экзоспоры к внеш-
ней оболочке споры. Исследования, проведенные за 
последние годы на штаммах B. anthracis и B. cereus, 
показали, что в разных этапах биосинтеза отдельных 
областей экзоспориума принимают участие ряд бел-
ков, что в конечном итоге опосредует его сложную 
био химическую структуру [60, 75, 92–94]. 

При исследовании мутантных изолятов B. anthracis 
J.A. Boydston с соавт. [74] и C. Steichen с соавт. [16] 
впервые обнаружили, что базальный слой экзоспориу-
ма не является биохимически однородной структурой: 
его «колпачковые» и «неколпачковые» области раз-
личаются по белковому составу. Так, CotY является 
белком, специфичным для «колпачка», тогда как про-
теины BclB, ExsY, ВхрВ (также известный как ExsFA), 
ExsFВ и BclA специфичны для остальной области эк-
зоспориума [16, 74, 75, 92]. Из перечисленных белков 
CotY и ExsY участвуют в биосинтезе экзоспориума на 
начальных этапах формирования основы базального 
слоя, в то время как ExsFA и ExsFВ — на завершаю-
щих [74, 88]. При этом ExsFA (экзоспориевый белок 
массой 17 кДа) обнаруживается как в «колпачковой» 
области, так и вне ее, тогда как его аналог — BxpB — 
выявляется преимущественно в «неколпачковой» 
части экзоспориума [82, 90, 92]. Оба этих белка (не-
которые авторы ставят между ними знак равенства) 
необходимы на этапе формирования филаментов 
ворсистого слоя [16, 67, 82, 90]. 

Среди белков, принимающих участие в биосинтезе 
экзоспориума, особого внимания заслуживает колла-
геновый гликопротеин BclA. Экспериментальные ис-
следования С. Steichen с соавт. [16] и T.N. Brahmbhatt 
с соавт. [76] на модели рекомбинантного гликозилиро-
ванного белка BclA изолята B. anthracis обнаружили, 
что этот гликопротеин обеспечивает общую гидро-
фобность экзоспор, а также обладает иммунодоми-
нантными свойствами [16, 76, 77, 92]. Это определяет 
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потенциальную возможность использования BclA для 
разработки вакцины против сибирской язвы. В про-
веденных экспериментах специфический антиген 
rBclA повышал защиту мышей, зараженных спорами 
B. anthracis, и усиливал их фагоцитоз, одновременно 
снижая способность прорастания спор внутри макро-
фагов, что, как известно, является ключевым механиз-
мом патогенеза сибирской язвы [77, 78, 88, 92].

В промежуточном пространстве между экзо- и эн-
доспорой обнаруживаются белковые молекулы CotY, 
ExsA, ExsB, ExsM, ExsY, которые взаимодействуют с 
протеином эндоспоры CotE. Эти белки обеспечивают 
прочное прикрепление экзоспоры [33, 57, 66, 74, 88] и 
определяют ее химическое строение [66, 93–95].

Во время синтеза экзоспориальной оболочки бел-
ковые молекулы включаются в процесс не одновре-
менно. Через 4–5 ч от старта спорообразования фор-
мируются протеины BclA и ВхрВ. Они синтезируются 
в материнской клетке в виде сложной высокомолеку-
лярной структуры. Затем белки делятся на мономеры, 
и через 60 мин после этого запускается процесс син-
теза экзоспориума [89]. Интересным представляется 
факт, что белки BclA и ВхрВ соединяются между собой 
вследствие формирования ковалентных связей, после 
чего инициируется процесс гликозилирования [89, 90]. 
Сформировавшиеся связи между этими белками на-
столько прочны, что переносят кипячение в присутст-
вии 8 М мочевины, 1% SDS и восстановителей [89, 91].

Результаты исследований J. Manetsberger с коллега-
ми [18, 54] показали, что закодированные генами cotW 
и cotX одноименные протеины являются основным ком-
понентом базального слоя экзоспоры B. megaterium 
аналогично белкам CotY и ExsY в структуре B. cereus 
и B. anthracis [18, 54, 74, 88, 95]. В спорах бактерий 
вида B. subtilis эти белковые молекулы входят в со-
став плотной наружной оболочки, которая, по-видимо-
му, представляет собой рудимент экзоспоры [62, 96].

Существуют также работы, раскрывающие более 
тонкую молекулярную структуру экзоспор. В исследо-
ваниях В.М. Thompson с соавт. [90, 91] показано раз-
деление базальной части оболочки на два (а возмож-
но, и более) подслоя: внутреннего с гликопротеинами 
CotY и его паралогом ExsY и наружного, включающего 
белки ВхрВ и ExsFВ.

Расположение определенных белковых молекул 
в той или иной части клетки напрямую влияет на ее 
свойства [42]. Например, локализующийся в самых 
наружных структурах белок BclA обусловливает за-
щиту клетки от фагоцитов [84, 87] и иммунных агентов 
[86, 97]. Экзоспориальные ферменты инозин-гидрола-
за и аланиновая рацемаза [85, 88, 94] ингибируют не-
своевременное прорастание споры [98, 99].

Одним из кандидатов на роль ключевого белкового 
компонента, определяющего строение и физиологию 
экзоспориума, является ExsY. Это подтверждают на-
учные труды S. Jiang с соавт. [26] и С. Terry с соавт. 
[63]. Исследователи пришли к выводу, что за счет бел-
ка ExsY экзоспориум имеет шестигранное, сотовое, 

строение. По мнению авторов, это становится возмож-
ным благодаря формированию дисульфидных связей 
между цистеином белковой цепи и его субъединицами 
[21, 26, 63]. Эти связи придают оболочке Bacillus spp. 
и Clostridium spp. гибкость и вместе с тем высокую 
устойчивость к внешним воздействиям, а также дают 
возможность формировать складки, обеспечивая 
прочное прилипание к поверхности окружающих объ-
ектов [74, 88]. Способность к адгезии, как известно, 
является одним из ключевых факторов вирулентности 
у этих видов бактерий [8, 9, 20].

Однако в отношении бактерий рода Clostridium не 
все так однозначно. Интересные исследования струк-
туры экзоспор C. difficile — ведущего возбудителя 
нозокомиальной инфекции — провели P. Calderón-
Romero с соавт. [10]. Они наблюдали у эндоспор 
этих представителей рода Clostridium два морфоти-
па экзоспориума, различающихся по толщине [9, 10, 
69, 70, 74]. При этом наружные ворсинки присутст-
вовали у штаммов C. difficile в любом случае [9, 10, 
69]. Анализируя причины подобного явления, авторы 
предположили, что штаммы с разной толщиной экзо-
споры выполняют различные функции при развитии 
инфекционного заболевания [10, 69, 70].

Эта же группа исследователей, используя безгеле-
вый подход для анализа экзоспориевого слоя и комби-
нированные методы экстракции, выявила присутствие 
184 белков в слое экзоспория [10, 70]. Некоторые из 
идентифицированных белков оказались иммуноген-
ными (BclA, CdeC, CdeM, CotA, CotCB и CotE), они 
были определены в качестве потенциальных антиген-
ных субстанций для создания вакцин [65, 70, 99–101]. 
В этой группе белков особое внимание было уделено 
коллагеноподобным экзоспориевым протеинам BclA, 
которые формируют волосяные филаментные струк-
туры [69, 70, 73]. Геномы C. difficile кодируют три кол-
лагеноподобных паралога BclA (BclA1, BclA2 и BclA3) 
[65], которые локализуются исключительно в экзоспо-
риуме спор C. difficile [70, 73]. Учитывая тот факт, что 
BclA2 и BclA3 широко представлены в большинстве 
штаммов C. difficile, можно предположить, что вакци-
ны на их основе смогут обеспечить иммунную защиту 
против клинически значимых изолятов.

Важным компонентом экзоспориума клостридий 
являются протеины CdeC и CdeM, богатые цистеином 
[10, 30, 64]. CdeM встречается исключительно у вида 
C. difficile [10], а CdeC выявлен и у других представи-
телей семейства Peptostreptococcaceae  [30]. В усло-
виях отсутствия этих белков патогенность бактерии 
снижается [10].

Эксперименты доказали иммуногенность перечи-
сленных структурных экзоспориевых белков [30, 64, 
102, 103]. В организме мышей, которым был введен 
белок CdeM, активно вырабатывались IgG-антитела и 
развивался иммунный ответ [103].  Поствакцинальная 
защита после контаминации C. difficile достигала 
90%. Вакцинация хомяков была проведена бел-
ком CdeM, выделенным из рекомбинантного штам-
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ма 630 C. difficile. Ее эффективность составила 80% 
[102–104]. Исследования в данном направлении про-
должаются, учитывая уникальность белка CdeM для 
C. difficile. В частности, изучается эффективность кон-
струированной вакцины с добавлением адъювантов, 
призванных повысить скорость и продолжительность 
ее действия [102, 105–109].

Помимо CdeM для иммунизации лабораторных 
животных используется и другой белок C. difficile — 
CdeC. Активация гуморального иммунитета с выра-
боткой IgG была достигнута после трехкратной вак-
цинации [103]. Следовательно, этот протеин также 
является иммуногенным [3, 64]. Защита от инфициро-
вания C. difficile (штаммы 630, UK1) после вакцинации 
и выживаемость иммунизированных особей достигали 
100% [9, 69].

Роль экзоспориума в патологическом процес-
се. Основным объектом исследования роли экзоспо-
риума в инфекционном процессе является антропо-
зоонозный возбудитель сибирской язвы B. anthracis, 
способный образовывать споры в аэробных условиях 
[14, 84, 89–94].

Начальный этап инфицирования организма в зна-
чительной степени происходит при активном участии 
экзоспориума, а именно при взаимодействии его по-
верхностного коллагенового гликопротеина BclA с ин-
тегрином Мас-1 (CR3) [26, 60, 110]. При попадании 
спор возбудителя в организм хозяина они поглоща-
ются макрофагами и дендритными клетками, которые 
инициируют клинические проявления и форму забо-
левания (легочную, кожную или желудочно-кишечную) 
[89, 90, 100, 111, 112]. При любой форме заболевания 
фагоциты мигрируют по лимфе, генерируя процесс. 
Споры прорастают внутри фагоцитов и дендритных 
клеток, размножаются и продуцируют токсины. В лим-
фатических узлах происходит лизис клеток и высвобо-
ждение вегетативных форм бактерий с последующей 
инвазией в кровоток, активным размножением и вы-
работкой токсина, опосредующего клинические прояв-
ления инфекции и приводящего к летальному исходу. 
Дальнейший этап образования спор происходит только 
в почве, в условиях достаточного доступа кислорода, 
который является индуктором споруляции [78, 79, 110].

Таким образом, ключевым звеном в инфекционном 
процессе являются связывание споры возбудителя с 
интегрином и их фагоцитоз. С.R. Oliva с соавт. [110] и 
J. Bozue с соавт. [78] показали, что споры B. anthracis, 
лишенные белка BclA, не связываются с интегри-
ном. Было показано, что рамноза, входящая в состав 
BclA, связывается с СD14 и действует в качестве ко-
рецептора при взаимодействии с интегрином Мас-1, 
способствуя фагоцитозу. Приведенные данные сви-
детельствуют о ведущей роли гликопротеина BclA эк-
зоспориума в патогенезе сибирской язвы.

Несмотря на то, что в последние годы достигнут 
значительный прогресс в выяснении структуры и 
функций экзоспор, наше понимание состава, механиз-
мов образования и роли этой внешней структуры бак-

териальных спор остается недостаточным [10, 14, 33, 
113]. Очевидно, что исследования, начатые в XIX в. 
Р. Кохом, стоит продолжить и еще многое предстоит 
раскрыть в отношении биологии экзоспор.

Использование в исследовании этих структур сов-
ременных аналитических инструментов из арсенала 
изучения микробиологии одиночных клеток (атомно-
силовой микроскопии, рамановской спектроскопии, 
генетики) может стать ключом к более полному пони-
манию морфологической, наномеханической и биохи-
мической характеристики экзоспориума [12, 113, 114].

Современные технологии выявления  
и изучения спор

Атомно-силовая микроскопия: от визуализа-
ции до атомной манипуляции. Сканирующая зон-
довая микроскопия — одна из наиболее динамично 
развивающихся и активно использующихся в совре-
менных научных исследованиях аналитических тех-
нологий. Одним из наиболее известных инструментов 
является атомно-силовой микроскоп, изобретенный 
в 1986 г. как сканирующий туннельный профилометр 
[28]. С 90-х гг. прошлого века атомно-силовая микро-
скопия (АСМ) стала наиболее активно использоваться 
в биомедицинских исследованиях благодаря простой 
процедуре пробоподготовки и возможности субми-
кронной визуализации объектов [28, 115–118]. В те-
чение короткого времени АСМ как метод трехмерной 
визуализации и исследования локальных микромеха-
нических свойств завоевала лидирующие позиции во 
многих областях науки, включая микробиологические 
исследования [28, 116, 119]. Этот аналитический ин-
струмент дополнил и расширил возможности главного 
для микробиологов метода визуализации — световой 
микроскопии, выйдя за пределы ее технического раз-
решения, а также электронной микроскопии, главным 
недостатком которой является сложность приготовле-
ния препаратов и необходимость проведения иссле-
дований в условиях высокого вакуума [116, 120, 121].

Привлекательность применения АСМ в микробио-
логии связана с некоторыми специфическими тех-
ническими особенностями этого диагностического 
метода, основанного не на свойствах линз, а на ис-
пользовании специального зонда (сенсора), анали-
зирующего поверхность образца с помощью иглы на 
тонкой и гибкой упругой консоли (кантилевера), уста-
новленной в держателе.

Этот инструмент визуализации сочетает микро-
скопию в привычном понимании с наномолекулярной 
детекцией механических, иммунохимических, адге-
зивных и электростатических свойств объекта (бак-
терий). Эти возможности сделали АСМ чрезвычайно 
полезным и незаменимым инструментом молекуляр-
ной микробиологии, а клетки прокариот, благодаря 
своим размерам и свойствам, стали благоприятным 
объектом для исследования [116, 122, 123]. В ре-
зультате сканирования АСМ представляет цифровое 
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трехмерное топографическое изображение поверхно-
сти микроорганизмов в нанометровом латеральном и 
пространственном разрешении в любой среде и при 
различной температуре [121, 123]. 

За короткий период времени АСМ превратилась из 
метода топографической визуализации в инструмент 
манипуляции отдельными атомами и исследования 
межмолекулярных взаимодействий. Рассмотрим воз-
можности АСМ в изучении бактериальных спор.

Периодические атомно-силовые наблюдения за 
бактериальными эндоспорами позволяют отслеживать 
динамические процессы, связанные со споруляцией 
или прорастанием в вегетативные клетки. Для микро-
биологических исследований дормантных клеточных 
форм бактерий существенным является возможность 
проведения АСМ в нескольких режимах. В топогра-
фическом режиме («постоянном усилии») отклонение 
консоли поддерживается постоянным с помощью кон-
тура обратной связи. При этом сила взаимодействия 
иглы с поверхностью образца значительно зависит от 
расстояния между ними и определяется адгезией, а 
также ван-дер-ваальсовыми и капиллярными взаимо-
действиями. Позиция Z консоли отражает топографию 
(высоту) образца по типу географической карты, где 
цвет изображения соответствует высоте рельефа [116, 
118, 123]. 

Будучи методом силового зондирования, АСМ по-
зволяет не только получать изображение топографии 
поверхности и многослойной архитектуры спор, но и 
определять их наномеханические характеристики, та-
кие как упругость, вязкость и адгезия [12, 121–123]. 
Одновременно можно получать информацию о топо-
графии поверхности образца с помощью модуля Юнга 
(модуля упругости) и адгезии в виде изображения с 
высоким разрешением [115, 118, 124]. Например, в ис-
следованиях R. Giorno с соавт. [24, 60] и R.L. Brunsing 
с соавт. [27], выполненных с помощью АСМ в водных 
растворах, выявлено, что поверхность спор Bacillus 
spp. имеет ряд круглых ребристых нанометровых вы-
ступов на внешней оболочке, ориентированных вдоль 
продольной оси, а R.A. Zolock с соавт. [125] показали, 
что на основании этих морфологических особенно-
стей можно дифференцировать четыре близкородст-
венных видов спор Bacillus. 

Визуализация спор в жидкости открывает широкие 
перспективы для мониторинга динамических процес-
сов, таких как споруляция и прорастание дормантных 
клеточных форм. Интересными недавними примерами 
являются исследования динамики прорастания спор 
Bacillus spp. в вегетативные клетки. После 30 мин ин-
кубации при комнатной температуре наблюдалось 
увеличение размеров (набухание) спор, а спустя 5–6 ч 
все споры проросли в вегетативные клетки, которые 
сразу же сформировали биопленку [121, 123].

Современные возможности использования АСМ 
при изучении наномеханических свойств внутренних 
структур спор B. anthracis продемонстрировали A.G. Li 
с соавт. [12] и T. Morisaku с соавт. [123]. На основе тер-

мозондовой АСМ (thermal scanning microscopy, SThM) 
они разработали метод нанохирургического разреза-
ния споры с помощью жесткого алмазного наконечни-
ка, а мягкий зонд использовали для визуализации и 
характеристики ее внутренних структур в нанометро-
вом масштабе. Выявлено, что показатели упругости и 
адгезии при повышенных температурах значительно 
варьируют в разных областях сечения спор [123], а 
также обнаружена ранее неизвестная пептидогликано-
вая ультраструктура коры спор B. anthracis, состоящая из 
стержнеобразных структур нанометрового размера, ори-
ентированных в поперечном направлении относитель-
но продольной оси споры [12, 123].

За почти 30-летнюю историю использования в моле-
кулярной микробиологии силовая микроскопия стала 
мощным исследовательским инструментом в изучении 
спор, эффективно дополняя световую микроскопию, 
генетику и биохимические методы, традиционно при-
меняемые для анализа структуры клеточной стенки 
дормантных форм бактерий. Однако потенциальное 
использование этого метода в изучении бактериаль-
ных дормантных клеточных форм до сих пор иногда 
недооценивается и ограничивается лишь некоторы-
ми из его функциональных возможностей [114, 126]. 
Дальнейшее применение АСМ связано с использова-
нием динамических (многочастотных, мультигармо-
нических, бимодальных) методов, которые позволяют 
получать более быстрые количественные наномехани-
ческие характеристики сложной многослойной структу-
ры спор в более высоком разрешении [123, 127]. 

Интересной и перспективной является разработ-
ка и применение АСМ-биосенсоров для количествен-
ной визуализации отдельных молекул структурных 
белков эндоспор и экзоспориума с использованием 
G-квадруплекса ДНК-технологий либо функционали-
зированных зондов с иммобилизованными на них от-
дельными химическими группами или единичными 
молекулами, особенно в сочетании с другими аналити-
ческими инструментами, такими как рамановская спек-
троскопия (РС) комбинационного рассеяния [126–128].

Рамановская спектроскопия: новые возмож-
ности старого метода. Разработка высокочувст-
вительных и быстрых методов обнаружения бакте-
риальных спор является актуальной проблемой для 
медицинской диагностики, эпидемиологии, а также 
для решения задач биобезопасности.

Общественный резонанс, вызванный биотерро-
ристической атакой в 2001 г., в которой использова-
лись споры B. anthracis, обострил проблему их дли-
тельной детекции и идентификации. Материал было 
необходимо проращивать в питательных средах до 
вегетативных клеточных форм, накопления биомас-
сы и, наконец, проводить молекулярно-генетические 
исследования с целью выявления гена 16S рРНК, 
специфичного для этого вида патогена. Кроме того, 
требовалось выполнять аналогичные многочасовые 
исследования с другими подозрительными порошками 
для выяснения масштабов нападения [79, 129, 130]. В 
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итоге пришло осознание необходимости поиска новых 
информативных и значительно более быстрых мето-
дов детекции. Ранняя информация по идентификации 
патогена смогла бы ускорить начало проведения спе-
цифической профилактики, этиопатогенетического ле-
чения и свести к минимуму трагические последствия 
теракта, обусловленные количеством инфицирован-
ных и погибших людей [27, 131, 132].

Проблема быстрой идентификации осложняется 
рядом аспектов, связанных с минимальным количест-
вом исследуемого материала, — вдыхание всего 104 
эндоспор B. anthracis (100 нг порошка) является смер-
тельной дозой для 50% зараженных людей, а также 
с необходимостью дифференцировать патогенный 
биосубстрат от похожего, но безвредного для ликви-
дации панического страха, сопровождающего эпиде-
мические вспышки опасных инфекций [99, 129, 133]. 
Следовательно, новый метод индикации должен быть 
не только быстрым, но и высокоспецифичным, над-
ежно дифференцирующим опасные бактериальные 
эндоспоры от других биологических объектов в любых 
объектах окружающей среды.

Этим критериям соответствует спектроскопия ком-
бинационного рассеяния (рамановская спектроско-
пия, РС) — метод, известный уже более 80 лет, давно 
и широко используемый в качестве аналитического 
и прикладного инструмента в химических и техниче-
ских отраслях [52, 86, 117]. Низкая интенсивность сиг-
нала, получаемого от живых объектов, долгое время 
служила препятствием для применения РС в биоме-
дицинских исследованиях. Однако после появления 

в последние 10–20 лет нескольких усовершенствова-
ний этой технологии (в первую очередь — соединение 
РС с конфокальным микроскопом, а также различные 
способы усиления сигнала комбинационного рассе-
яния) метод стал широко использоваться в биомеди-
цинских исследованиях без затрат времени на этапы 
подготовки образцов и без необходимости особой 
маркировки или окрашивания [117]. В частности, этот 
мощный аналитический инструмент в последние годы 
стал активно использоваться для быстрого, недорого-
го и эффективного решения задач молекулярной ми-
кробиологии [52].

Привлекательность РС связана с неинвазивностью 
(возможностью исследовать бактерии, не разрушая 
их), минимальной пробоподготовкой, отсутствием не-
обходимости использования меток и зондов и скоро-
стью получения результата. Исследуемый образец по-
мещается в фокус лазера возбуждения и измеряется. 
Молекулярная информация, полученная с помощью 
РС, позволяет однозначно идентифицировать микро-
организм по специфическому спектру входящих в его 
состав химических и биохимических веществ [129, 
131, 132]. Кроме того, возможность получения данных 
о молекулярной структуре бактериальных клеток, на-
ходящихся в разных фазах жизненного цикла, а также 
изучения динамики некоторых клеточных процессов 
сделали этот метод мощным аналитическим инстру-
ментом для исследования спор (рис. 3).

Значительные различия в спектрах комбинацион-
ного рассеяния вегетативных и споровых клеточных 
форм бактерий были обнаружены достаточно давно 

Рис. 3. Поверхностно-усиленная спектроскопия комбинационного рассеяния  (SERS) яв-
ляется наиболее перспективным аналитическим инструментом для индикации спор: 
а — нанесение пробы на обработанную лазером SERS-активную подложку из золота или се-
ребра; б — обработка пробы возбуждающим лазерным лучом с определенной длиной волны; 
в — рассеяние рамановских лучей; г — регистрация рамановского спектра с помощью рама-
новского конфокального микроскопа (фото и рисунок — авторов)

а
б в

г

Бактериальные споры как мишень для современных технологий в медицине



116   СТМ ∫ 2020 ∫ том 12 ∫ №3

 ОбзОры 

при исследовании Bacillus spp. Эти различия связаны 
с преобладанием в резонансных спектрах бактери-
альных эндоспор дипиколината кальция, мажорные 
пики которого выявлялись на частотах колебаний 
1015–1017 см–1 при длине волны возбуждения 244 нм 
[22, 43, 44, 47, 133]. Как указывалось выше, содержа-
ние этого биомаркера составляет в среднем 10% су-
хой массы спор и варьирует в зависимости от вида, 
штамма споро образующих бактерий и условий спору-
ляции [37, 40, 43, 47]. Полученные рамановские спек-
тры спор B. cereus, B. anthracis и B. subtilis оказались 
очень похожими, и дипиколинат кальция был предло-
жен в качестве чувствительного биомаркера для быст-
рого обнаружения спор Bacillus spp. [134–136].

Исследования бактериальных спор в последние 
годы проводятся с применением усовершенство-
ванных модификаций РС, усиливающих сигнал (ис-
пользование резонансной частоты возбуждения, ла-
зерного оптического пинцета, наночастиц серебра и 
золота или когерентного антистоксового рассеяния 
света) [135]. Так, S. Wang c соавт. [1, 137] изучали ки-
нетику и уровни накопления алкалоида берберина 
в спорах Bacillus spp. и Clostridium spp., его влияние 
на их прорастание. Целью исследования был поиск 
средств минимизации потенциальной опасности про-
росших спор и способов уничтожения их после или во 
время прорастания. В этом исследовании лазерный 
пинцет РС в сочетании с флуоресцентной и диффе-
ренциальной интерференционной микроскопией были 
использованы для анализа локализации, уровня и ки-
нетики поглощения берберина в отдельной покоящей-
ся и прорастающей споре.

Для исследования бактериальных спор очень пер-
спективным представляется сочетание методов АСМ 
и РС. Такие интегрированные аналитические системы 
стали использоваться в молекулярной микробиологии 
в последние годы [48, 117]. Информация о структур-
но-топографических и наномеханических свойствах 
дополняется данными о субмикронном молекулярном 
профиле, что дает довольно полную картину и лучшее 
понимание дормантных систем [117]. Например, в ис-
следовании R. Boitor c коллегами [138] была проведе-
на количественная оценка РНК, ДНК и белков бакте-
риальных клеточных форм путем записи рамановских 
спектров и калибровочных моделей для каждого струк-
турного компонента и корректировки фокусных эффек-
тов с помощью топографического изображения AСM.

Одно из последних усовершенствований метода — 
сочетание РС с конфокальной микроскопией — спо-
собствовало появлению мощного инструмента для ис-
следования бактериальных спор, микрорамановской 
спектроскопии (микроРС). Этот перспективный метод 
предоставляет уникальную возможность для иссле-
дования отдельных клеток и клеточных элементов. 
В частности, недавние исследования бактериальных 
спор видов рода Bacillus с помощью микроРС [137–
139] дали возможность получить интересные резуль-
таты по их фенотипической гетерогенности, связанной 

с параметрами окружающей среды, а также проводить 
индивидуальное тестирование методов инактива-
ции этих клеточных форм. На уровне отдельных спор 
была оценена спорицидная способность нескольких 
физических и химических методов, в конечном итоге 
обработка 20% формальдегидом оказалась наиболее 
эффективной [138]. Кроме того, была показана высо-
кая эффективность и перспективность холодной ат-
мосферной плазмы для инактивации спор в медицин-
ской и пищевой промышленности [137, 139].

В последние годы при исследовании бактериаль-
ных спор спектроскопические методы особенно при-
влекали внимание в качестве основного элемента для 
комбинации с другими аналитическими инструмента-
ми [52, 117, 139]. Такой междисциплинарный подход 
отражает новую современную тенденцию и является 
незаменимой исследовательской технологией мно-
гопараметрического исследования гетерогенности 
одиночных клеток в микробиологии (парадигма одно-
клеточной микробиологии), включая бактериальные 
споры. И в этом смысле АСМ и РС служат примерами 
новых аналитических инструментов и методов, кото-
рые предоставляют уникальную возможность наблю-
дать дискретные микробиологические явления, недо-
ступные с использованием традиционных подходов.

Плазмохимические технологии  
и бактериальные споры

Бактериальные споры известны со времени возник-
новения микробиологии как науки. Долгие годы они 
рассматривались с точки зрения их эпидемиологиче-
ской и патогенетической важности для возникновения 
инфекций. Как уже указывалось выше, чрезвычайная 
устойчивость во внешней среде сделала бактериаль-
ные споры серьезной проблемой здравоохранения. 
Существующие методы стерилизации (сухой и влаж-
ный пар, хлорсодержащие вещества, γ-облучение и 
др.) недостаточно эффективны, особенно при декон-
таминации хирургических инструментов, медицин-
ского оборудования или лекарственных препаратов. 
Поэтому поиск средств и методов уничтожения бакте-
риальных спор был и остается актуальной научной за-
дачей, на решение которой направлены многочислен-
ные междисциплинарные исследования.

С этой целью в последнее время активно иссле-
дуется возможность применения нетепловой (холод-
ной) плазмы, которая имеет температуру окружающей 
среды, может использоваться для обработки термо-
чувствительных объектов и рассматривается как по-
тенциальная альтернатива традиционным методам 
стерилизации [137, 139, 140]. Такая плазма генери-
руется воздействием на газ (например, какой-либо 
из инертных) электрического или электромагнитного 
полей. Энергия поля вызывает ускорение свобод-
ных электронов и ионизирует атомы и молекулы газа. 
Возбужденные атомы и молекулы, возвращаясь к 
более стабильному состоянию, выделяют избыточ-
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ную энергию в виде электромагнитного и ультрафио-
летового излучения, а также в виде генерированных 
активных форм кислорода и азота с широким, в том 
числе мощным антимикробным, спектром действия 
[141–143]. Наиболее изученными приложениями этой 
технологии в области биологии и медицины являются 
стерилизация продуктов, деконтаминация медицин-
ского оборудования, хирургических имплантатов и об-
работка раневых поверхностей [142, 144–146]. 

Возможность быстрого (секунды–минуты) и эффек-
тивного воздействия холодной плазмой на дормант-
ные и вегетативные клеточные формы патогенных 
грам отрицательных и грамположительных бактерий, в 
том числе споры Bacillus spp. и Clostridium spp., вызва-
ла значительный интерес у микробиологов [145, 147, 
148]. Он сфокусирован прежде всего на изучении и ха-
рактеристике антимикробной эффективности плазмы, 
а также механизмов микробной инактивации и споро-
цидного действия, которые в настоящее время изуча-
ются очень активно [141, 149, 150]. 

Заключение
Бактериальные споры представляют собой уни-

кальную и чрезвычайно инертную биологическую 
систему, механизмы противостояния которой экстре-
мальным условиям до конца не изучены. Понимание 
механизмов устойчивости этих дормантных форм 
имеет важное биомедицинское значение и потенци-
ально может привести к разработке новых методов 
профилактики и стерилизации, которые будут направ-
лены на уязвимые структуры эндо- и экзоспор.

Многолетняя история изучения эндоспор позволи-
ла сделать детальный анализ и описание процесса 
споруляции и прорастания у отдельных модельных 
организмов, создать прочную основу для понимания 
клеточных процессов, ведущих к образованию этих 
дормантных форм, частично познать многообразные 
механизмы их устойчивости. Результатом исследова-
ний стало концептуальное убеждение в том, что вы-
сокая устойчивость бактериальных спор может иметь 
значение и непосредственное применение в самых 
разных областях биотехнологии. 

В настоящее время исследования спор продолжа-
ются на новом, наноструктурном уровне. В частности, 
споры представляют научный интерес как биологиче-
ская модель для изучения механизмов образования 
сложных надмолекулярных структур и становятся ми-
шенью для современных биотехнологий по принци-
пу «учиться у природы» [150–152]. Например, очень 
перспективными являются разработки по использо-
ванию моделей природной архитектоники эндоспор 
для создания самоорганизующихся надмолекулярных 
структур, используемых в качестве наноразмерных 
подложек для упаковки и адресной доставки фермен-
тов, нуклеиновых кислот, антигенов и лекарственных 
средств к определенным тканям, клеткам и даже вну-
триклеточным органеллам [153–155]. Эти поверхности 

можно использовать в качестве биопокрытий или мо-
лекулярных переключателей, приводимых в действие 
химическими веществами, электронами или светом 
[156, 157]. 

Рассматривается и прямое использование эндо-
спор, однако существует значительный риск, свя-
занный с прорастанием и вегетативным ростом бак-
терий до достижения ткани-мишени. Тем не менее 
N.J. Roberts с соавт. [154] в эксперименте использо-
вали эндоспоры C. histolyticum и C. novyi и выявили, 
что при прорастании и вегетативном росте эти виды 
вызывают лизис опухолевых клеток или регрессию 
опухоли.

Другим направлением, связанным с использовани-
ем спор при лечении раковых опухолей, является се-
лективная экспрессия специфических ферментов при 
преимущественном прорастании дормантов в гипокси-
ческих опухолях [155].

С начала XXI в. проводятся исследования по ис-
пользованию рекомбинантных бактериальных спор 
для создания термостабильных вакцин [149, 151, 
158–160]. В 2007 г. N.Q. Uyen с коллегами [153] прове-
ли успешный эксперимент по защите мышей от столб-
няка при оральном или назальном введении вакцин, 
сконструированных на основе антигена C. tetani TTFC 
на поверхности спор В. subtilis. О перспективности 
этих биотехнологий свидетельствуют проведенные пи-
лотные исследования [156, 157, 161].

В недавних публикациях [10, 36, 152, 162] выска-
зано предположение, что споры и спорообразующие 
бактерии могут играть важную роль в развитии и рас-
пространении резистентности к антибиотикам благо-
даря их биологическим свойствам, способности к рас-
сеиванию и тем самым — к распространению генов 
устойчивости к антимикробным веществам в состоя-
нии метаболического покоя (10, 36, 152].

Уникальные свойства бактериальных спор в бли-
жайшее время могут найти применение в других эко-
системных технологиях, например при палеоэкологи-
ческих зондированиях, в качестве биофунгицидов и 
биоинсектицидов в сельском хозяйстве, а также при 
биоремедиации и биоминерализации (биологически 
индуцированные и контролируемые процессы мине-
рализации, которые происходят в природе).
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