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Покоящиеся споры B. anthracis, обра-
зующиеся внутри цитоплазмы вегетатив-
ных клеток в неблагоприятных услови-
ях, отличаются репрессией генома, поч-
ти полным отсутствием обмена веществ, 
малым количеством свободной воды, по-
вышенной концентрацией ионов кальция, 
дипиколиновой кислоты, с которыми свя-
зывают термоустойчивость спор, образо-
ванием дополнительных оболочек, пре-
пятствующих осуществлению диффузии 
и проникновению веществ из внешней 
среды, большой устойчивостью к повреж-
дающим факторам и способностью очень 
долго сохранять жизнеспособность. При 
попадании в благоприятные условия, а 
также под влиянием физико-химических 
факторов происходит активация спор 
(1-2 минуты) с последующей инициаци-
ей и прорастанием (20-30 минут), и вы-

растанием в вегетативные клетки (60-90 
минут). Активация заключается в моби-
лизации метаболических процессов. Про-
растание характеризуется удалением ди-
пиколиновой кислоты, ионов кальция, 
разрушением пептидогликана кортек-
са. Прорастание регулируется специаль-
ными веществами — аминокислотами-
активаторами прорастания, ионами маг-
ния, n-додециамином, глюкозой, нукле-
озидами, ПАВ и др. Также прорастанию 
способствует механическое воздействие 
на споры. Давление 100 МРа иницииру-
ет прорастание спор посредством акти-
вации рецепторов прорастания, а давле-
ние 550 МРа открывает каналы для выхо-
да дипиколиновой кислоты из спорового 
кортекса. Обработка давлением от 60 до 
500 МРа и температурой 60°С благопри-
ятна для прорастания покоящихся спор и, 
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таким образом для их инактивации [1-6]. 
В целом прорастание — это процесс, со-
провождающийся сложными физиоло-
гическими и биохимическими изменени-
ями, который приводит к потере споро-
специфических свойств. Начинается он 
с интенсивного поглощения спорой воды 
и набухания. Специфические химиче-
ские вещества взаимодействуют с соот-
ветствующими рецепторами [7]. Иденти-
фикация молекул для запуска процессов 
прорастания эндоспор B. anthracis и чув-
ствительных к ним рецепторов прораста-
ния является важным в процессе прорас-
тания спор. Для каждого из известных пу-
тей прорастания спор B. anthracis необхо-
димы, по крайней мере, два отдельных ре-
цептора, взаимодействие между которы-
ми обеспечивает покоящееся состояние 
эндоспор. Однако, еще не полностью де-
тализирована функция некоторых рецеп-
торных белков прорастания, которые яв-
ляются мембранными белками [7].

Активация рецепторов прорастания 
инициирует серию комплексных био-
химических процессов, которые после-
довательно активируют внутриклеточ-
ные протеазы и внеклеточные гидрола-
зы, способствующие клеточной диффе-
ренциации в вегетативную форму. Меха-
низмы сигнальной трансдукции от рецеп-
торов прорастания к ферментам остают-
ся до сих пор непонятыми [8].

 На первом этапе прорастания проис-
ходит активация ферментов, которые на-
ходятся в поверхностных структурах (и в 
первую очередь, литических), необходи-
мых для разрушения кортекса [8]. Про-
исходят изменения в химическом соста-
ве, идет активный синтез белка и РНК.

Генетические локусы, кодирующие 
рецепторы прорастания были найде-
ны и типизированы в локусе gerA у B. 
subtilis [8, 9]. Эти локусы функциони-

руют при запуске простого ответа на ак-
тивацию прорастания. Локусы являются 
трицистроновыми оперонами, которые 
проявляют активность в развитии пред-
споры при спорообразовании сигма-G-
зависимым способом [10,11]. Было по-
казано, что мутации в семействе оперо-
нов gerA вызывают инактивацию прорас-
тания в ответ на воздействие специфиче-
скими молекулами активаторов прорас-
тания спор [12-17]. 

На настоящий момент, в геноме B. 
anthracis идентифицировано семь gerA-
подобных локусов [18]. Шесть из них 
(gerA, gerH, gerK, gerL, gerS и gerY) ло-
кализуются на хромосоме, тогда как 
седьмой локус, gerX, расположен вну-
три островка патогенности на вирулент-
ной плазмиде pXO1 [19]. Два хромосом-
ных оперона gerS и gerH совместно об-
уславливают прорастание споры в от-
вет на воздействие инозином, или ала-
нином в комбинации с ароматическими 
компонентами [12, 20]. При моделирова-
нии инфекции на животных было показа-
но, что локус gerX участвует в прораста-
нии спор in vivo, а также кодирует виру-
лентность [19]. Совместно локусы gerK 
и gerL требуются для активации аланин-
зависимого пути прорастания споры, а 
также по отдельности для распознава-
ния пролина и метионина (gerK) или се-
рина и валина (gerL), как коактиваторов 
прорастания в комбинации с инозином 
[7]. Локус gerS требуется для активации 
прорастания в ответ на воздействие аро-
матическими аминокислотами — коак-
тиваторами прорастания спор. Функция 
рецепторов, кодируемых локусами gerA 
и gerY, была незначительной при распо-
знавании всех известных молекул акти-
ваторов прорастания спор [7]. Также вы-
яснено, что промотер каждого предпола-
гаемого оперона рецептора прорастания, 
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за исключением локуса gerA, активен во 
время спорообразования [7]. 

Общеизвестно, что бактериофаги не 
действуют на споры B. anthracis, но спо-
собны лизировать прорастающие споры 
и вегетативные клетки. Поэтому одной 
из задач при разработке биологическо-
го дезинфицирующего препарата явля-
ется подбор эффективного активато-
ра прорастания спор. Проводилась оцен-
ка воздействия активаторов прорастания 
на разных этапах развития спор в вегета-
тивные клетки. Основное внимание уде-
лялось веществам, которые не только 
способствуют прорастанию, но и дела-
ют этот процесс необратимым, запуская 
триггерные механизмы. Кроме того, вы-
бирались активаторы прорастания, спо-
собствующие прорастанию наибольшего 
количества спор за короткое время.

Материал и методы

Суспензия спор B. anthracis (вакцин-
ный штамм СТИ-1) готовилась в физи-
ологическом растворе (pH 7,0). Концен-
трация спор в суспензии составляла 106 
спор/см3, что корректи-
ровалось по стандарту 
мутности и биологиче-
ской концентрации.

В кюветы с суспен-
зией спор добавляли 
L-аланин в концентраци-
ях 50 мМ или 100 мМ. 

С целью снижения 
расхода L-аланина и вы-
явления влияния на ско-
рость прорастания спор 
B. anthracis комбинации 
L-аланина с другими ами-
нокислотами была про-
ведена серия опытов в 
комбинации с L-валином, 

L-аспарагином и L-изолейцином в кон-
центрациях 50 мМ или 100 мМ. Концен-
трация L-аланина, при этом была сниже-
на до 10 мМ. Скорость прорастания опре-
деляли путем измерения снижения опти-
ческой плотности системы в течение 20 
минут (длина волны 600 нм) на биофото-
метре Eppendorf, с интервалом 2 минуты, 
при комнатной температуре (+22±2°С). 

Для определения эффективности дей-
ствия активаторов прорастания спор, 
определяли количество непроросших 
спор в тестируемых системах по биоло-
гической концентрации после их прогре-
вания при 70°C в течение 30 минут. 

Результаты и их обсуждение

На рисунках 1 и 2 приведены средние 
результаты двух независимых опытов 
взаимодействия спор B. anthracis и акти-
ваторов прорастания. При использовании 
L-аланина в качестве активатора прорас-
тания (концентрация 50 мМ), оптическая 
концентрация суспензии спор снизилась 
в более чем в два раза в течение 10 ми-
нут (рис. 1). 
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Рис. 1. Прорастание спор B. anthracis in vitro. L-аланин (L-Ala) 
применялся в концентрации 50 мМ. При применении комбинации 
L-аланина с другими аминокислотами, использовались концентра-
ции 10 мМ для L-аланина и по 50 мМ каждой из аминокислот: L-валин 
(L-Val), L-аспарагин (L-Asn), L-изолейцин (L-Ile). 
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При использовании L-аланина в кон-
центрациях 100 мМ начальная ско-
рость прорастания покоящихся спор B. 
anthracis была немного выше, чем при 
концентрации 50 мМ (рис. 2). Несмо-
тря на то, что при применении L-аланина 
(L-Ala) в концентрации 50 мМ начальный 
этап прорастания происходит медленнее, 
процент проросших спор через 20 ми-
нут инкубации системы практически ра-
вен показателям, по-
лученным при исполь-
зовании L-аланина в 
концентрации 100 мМ 
(рис. 3). 

При добавлении 
к 10 мМ L-аланина 
других аминокис-
лот (L-валина (L-Val), 
L-аспарагина (L-Asn) 
и L-изолейцина 
(L-Ile)), в качестве ко-
активаторов прорас-
тания, в концентраци-
ях 50 мМ или 100 мМ, 
не ускорило процесс 
прорастания. Оптиче-

ская плотность суспен-
зии спор при добавле-
нии ко-активаторов про-
растания снижалась на 
30-40% от исходной в 
течение 10 минут, при 
этом использование ко-
активаторов в концен-
трации 100 мМ незна-
чительно ускоряло про-
цесс прорастания (рис. 
2). Процент проросших 
спор при добавлении ко-
активаторов составил 
только 46,7-53,8%, что 
в почти в 2 раза ниже, 
чем при использова-
нии L-аланина без ко-

активаторов (рис 3). Следовательно, ис-
пользование L-валина, L-аспарагина и 
L-изолейцина, как ко-активаторов про-
растания спор B. anthracis с целью сни-
жения расхода L-аланина оказалось не 
эффективным.

Таким образом, исходя из полученных 
результатов, наилучшим активатором 
прорастания спор B. anthracis являет-
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Рис. 2. Прорастание спор B. anthracis in vitro. L-аланин (L-Ala) 
применялся в концентрации 100 мМ. При применении комбинации 
L-аланина с другими аминокислотами, использовались концентрации 
10 мМ для L-аланина и по 100 мМ каждой из аминокислот: L-валин 
(L-Val), L-аспарагин (L-Asn), L-изолейцин (L-Ile).
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Рис 3. Процент проросших спор B. anthracis через 20 минут воз-
действия активаторов, в зависимости от их концентрации активаторов 
прорастания. Концентрация L-аланина в сочетании с другими амино-
кислотами составляла 10 мМ.
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ся L-аланин, который способствует про-
растанию более 90% спор за 20 минут. 
Оптимальная концентрация L-аланина 
для запуска триггерных механизмов про-
растания составляет 50-100 мМ.
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Activation of receptors for B. anthracis spore germination

M.U. Ozerov, V.G. Popov, N.N. Karkischenko, D.V. Popov, S.U. Pchelincev,
V.N. Karkischenko

It is generally known, that bacteriophages do not interact with B. anthracis spores but able to lyse 
germinating spores and vegetative cells. Therefore, one of the steps in developing of biological disinfectant 
against anthrax is selection of the effective spore germinant. We have revealed that L-alanine is the best 
germinant which assists the germination of more than 90% of spores during the short period. The optimal 
L-alanine concentration to run trigger mechanisms of germination is 50-100 mM.
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