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Аннотация. Уникальная способность бактерий Pseudomonas расти в присутствии додецил-

сульфата натрия (SDS) позволяет использовать их при создании промышленных биопроцессов, 

не предполагающих стерилизации сред. Механизмы, обеспечивающие толерантность к SDS 

можно условно разделить на три группы: процессы агрегации, включающие продукцию защит-

ных экзополимеров и адгезинов, модификацию мембран и синтез ферментов, расщепляющих ал-

килсульфаты. Образование агрегатов регулируется с помощью различных механизмов, таких как 

трансдукция SiaABCD и продукция циклического монофосфата дигуанозина, который иниции-

рует синтез компонентов матрикса (углеводов, нуклеиновых кислот и белков). Также клетки мо-

гут модифицировать жирные кислоты, входящие в состав мембранных фосфолипидов, чтобы 

снизить растворимость компонентов билипидного слоя в ядрах мицелл додецилсульфата. Для 

расщепления SDS в периплазматическом пространстве и цитозоле псевдомонадами продуциру-

ются сульфатазы, принадлежащие трем различным группам. Наличие этих ферментов обеспечи-

вает динамическое равновесие между диффузией SDS внутрь клетки и его разложением, что 

предохраняет компоненты цитозоля от действия высоких концентраций додецилсульфата. Все 

три группы механизмов устойчивости бактерий Pseudomonas к SDS хорошо изучены, однако 

усиление или подавление этой толерантности путем варьирования условий культивирования все 

еще является трудной задачей. На сегодняшний день известно только два способа подавления 

толерантности к додецилсульфату, которые не приводят к немедленной гибели клеток. К ним 

относятся ингибирование клеточного дыхания, которое предотвращает образование агрегатов и 

добавление к культурам клеток легко метаболизируемого субстрата (например, углеводов), ко-

торый замедляет продукцию сульфатаз. 

Ключевые слова: Pseudomonas, додецилсульфат натрия, образование агрегатов, матрикс, 

мембранные липиды, жирнокислотный состав, сульфатаза, трансдукция SiaABCD, циклический 

монофосфат дигуанозина, устойчивость к детергентам 
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Введение 

Рост большинства известных бактерий 

значительно замедляется или полностью пре-

кращается в присутствии сильных ионных 

поверхностно-активных веществ (ПАВ), та-

ких как додецилсульфат натрия (SDS). Одна-

ко на сегодняшний день известно, что часть 

бактерий активно растут и развиваются в при-

сутствии SDS. Большинство таких микроор-

ганизмов относится к роду Pseudomonas. 

Псевдомонады способны продуцировать 

множество ценных веществ, таких как био-

разлагаемые полиэфиры [1], гликолипиды [2], 

липазы [3], антимикробные агенты и хираль-

ные амины [4]. Благодаря этому, они находят 

множество применений в биотехнологии. 

Культивирование бактерий Pseudomonas в 

присутствии додецилсульфата натрия позво-

ляет отказаться от предварительной стерили-

зации сред, если концентрация ПАВ доста-

точно высока, чтобы ингибировать рост по-

сторонней микрофлоры. Учитывая, что рас-

ходы на проведение паровой стерилизации 

составляют существенную часть общих из-

держек, культивирование в средах, содержа-

щих SDS, позволило бы значительно снизить 

стоимость готовых продуктов. В свете посто-

янного роста стоимости энергоносителей де-

тергент-устойчивые продуценты могли бы 

послужить одним из главных способов улуч-

шения эффективности промышленных био-

процессов. 

Как псевдомонады могут противостоять 

действию SDS? В первую очередь это обу-

словлено образованием клеточных агрегатов. 

Агрегаты состоят из множества одиночных 
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Abstract. The unique ability of Pseudomonas bacteria to grow in the presence of sodium do-

decyl sulfate (SDS) allows to use them in the development of the industrial bioprocesses that do 

not include a sterilization stage. The mechanisms that provide tolerance to SDS can be divided in-

to three groups: aggregation processes, including production of protective polymers and adhesins, 

the cell wall modification, and synthesis of enzymes that cleave alkyl sulfates. Autoaggregation 

has a lot of regulation pathways such as SiaABCD transduction and induction of the matrix syn-

thesis with the help of cyclic diguanosine monophosphate. This matrix consists of polysaccha-

rides, nucleic acids and proteins. Fatty acids of the membrane phospholipids can be modified in 
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these enzymes provides dynamic equilibrium between SDS uptake and its decomposition, which 

protects cytosol structures from the interaction with the detergent. Despite all these strategies of 

tolerance to dodecyl sulfate are well studied, it is still difficult to induce or suppress the detergent 

resistance. There are only two ways, which can inhibit resistance to SDS without killing the cell. 

They are suppression of cell respiration, which prevents autoaggregation, and addition of an easily 

digestible substrate that slows down a sulfatase production. 
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клеток, связанных с матриксом, который со-

стоит из полисахаридов, белков и нуклеино-

вых кислот [5–7]. Матрикс затрудняет диффу-

зию SDS к клеткам. Та часть молекул ПАВ, 

которая все же достигает клеточной стенки, 

должна через нее проникнуть. Модификации 

мембран значительно снижают скорость диф-

фузии додецилсульфата [8]. Однако если со-

держание SDS в среде очень велико, то неко-

торая его часть все равно проникает в пери-

плазму и цитозоль. В этом случае додецил-

сульфат быстро метаболизируется с помощью 

соответствующих ферментов [9–12]. Таким 

образом, обеспечивающие устойчивость к 

SDS механизмы можно разделить на три 

группы: образование окруженных матриксом 

агрегатов, модификации мембран и продук-

ция сульфатаз. Каждой из групп посвящена 

отдельная глава обзора. Также приводятся 

описанные в литературе закономерности о 

регуляции механизмов толерантности бакте-

рий Pseudomonas к алкилсульфатам. 

1. Агрегатообразование 

Процессы образования агрегатов были 

изучены, в первую очередь, у синегнойной 

палочки Pseudomonas aeruginosa. Тем не ме-

нее, описанные в литературе закономерности, 

применимые к P. aeruginosa, часто оказыва-

ются справедливыми и для других видов бак-

терий [8, 13, 14]. 

Показано, что образование агрегатов 

представляет собой зависимый от поступле-

ния энергии процесс, и что клетки, находя-

щиеся в агрегированной форме, значительно 

более устойчивы к действию анионных ПАВ 

[15]. Скопления P. aeruginosa состоят из двух 

видов клеток: находящихся на поверхности 

или в центре агрегатов. Бактерии в ядре сфе-

рической колонии менее активны, и если по-

местить их в раствор, содержащий додецил-

сульфат натрия, они быстро погибают [16]. В 

то же время клетки на поверхности агрегата 

значительно более устойчивы к действию 

SDS [17].  

В состав матрикса, продуцируемого 

P. aeruginosa во время роста в агрегированной 

форме, входит несколько полисахаридов. Од-

ним из них является альгинат [5]. Судя по 

всему, этот полимер выполняет исключитель-

но структурную функцию. Он способствует 

образованию «слизи», которая предохраняет 

клетки от действия агрессивной среды. Дру-

гой полисахарид – Pel – имеет катионную 

природу и связывается со внеклеточной ДНК, 

которая играет важную роль в стабильности 

агрегатов [6, 18]. Еще одним полисахаридом 

биопленок и агрегатов P. aeruginosa является 

Pls. Pls обладает разветвленной структурой и 

состоит из мономеров маннозы, рамнозы и 

глюкозы. Считается, что этот сополимер спо-

собен взаимодействовать с адгезином CdrA и, 

следовательно, усиливает связывание между 

матриксом и клеточной стенкой [7]. Синтез 

всех перечисленных полисахаридов у 

P. aeruginosa и ответственные за это гены 

описаны в [19]. 

Что касается нуклеиновых кислот, пер-

воначально считалось, что их наличие в мат-

риксе обусловлено лизисом клеток. В на-

стоящее время установлено, что ДНК выпол-

няет структурную функцию и усиливает свя-

зывание компонентов матрикса между собой 

[5]. 

Очевидно, что поверхностные белки и 

пили обладают наибольшим вкладом в ста-

бильность клеточных агрегатов. Установле-

но, что P. aeruginosa имеет пять различных 

видов пилей (CupA/B/C/D/E) [20, 21]. Все 

они синтезируются с помощью шаперонов и 

ашер-белков (chaperone usher pathway, CUP). 

Механизм сборки пилей и его регуляция де-

тально описаны в [22]. Другим важным по-

верхностным белком, который непосредст-

венно связывается с Pls, является CdrA [7]. 

Регуляция CdrA в клетках P. aeruginosa хо-

рошо изучена: обнаружен особый белок 

CdrB, который необходим для транспорта 

CdrA [7], а также протеаза LapG, расщеп-

ляющая адгезин [23]. 

Как и многие другие аналогичные про-

цессы, агрегатообразование начинается при 

достижении концентрацией клеток некоторо-

го порогового значения [22]. Группа Брэндана 

Колли при изучении P. aeruginosa обнаружи-

ла, что каскад образования агрегатов иниции-

руется с помощью трансдукции SiaABCD. Эта 

трансдукция активирует синтез адгезинов и 

компонентов матрикса при содействии не-

большой сигнальной молекулы – циклическо-

го монофосфата дигуанозина (c-di-GMP) [24]. 

Это вещество синтезируется специфическим 

ферментом, кодированным генами SiaD [20]. 

Несмотря на то, что c-di-GMP играет веду-

щую роль в образовании агрегатов, его синтез 

сам по себе также стимулируется некоторыми 

компонентами матрикса, такими как Pls [25]. 

Имеет место положительная обратная связь: 

вызванное трансдукцией увеличение уровня 
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c-di-GMP инициирует синтез матрикса, кото-

рый, в свою очередь, способствует дальней-

шей продукции c-di-GMP [26]. Все описанные 

выше процессы обратимы: как только исчеза-

ет воздействие SDS на культуры, клетки сразу 

же переходят из агрегированной в планктон-

ную форму [8, 13]. 

Необходимо подчеркнуть, что вызывае-

мое присутствием додецилсульфата образо-

вание агрегатов далеко не всегда обеспечи-

вает толерантность к прочим ПАВ [27]. Од-

нако в некоторых случаях биопленки бакте-

рий Pseudomonas способны противостоять 

токсическому действию других детергентов, 

таких как четвертичные аммониевые соли 

[28, 29]. Агрегатообразование не является 

необходимым условием устойчивости к SDS-

содержащим средам: некоторые изоляты вы-

живают и в планктонной форме. Тем не ме-

нее, агрегированные клетки лучше противо-

стоят совместному действию алкилсульфатов 

и других факторов стресса, таких как низкая 

аэрация [15] или деформация биопленок под 

действием быстрого турбулентного потока 

[30]. 

2. Модификация мембран 

Большое количество ПАВ способны рас-

творять (солюбилизировать) мембранные ли-

пиды в ядрах своих мицелл [31, 32]. Псевдо-

монады могут изменять состав своих мем-

бран, снижая их способность к солюбилиза-

ции. Показано, что эти бактерии синтезируют 

множество типов жирных кислот [33], и были 

описаны ферменты, ответственные за моди-

фикацию мембранных липидов [34, 35]. При 

культивировании псевдомонад в средах, со-

держащих додецилсульфат, текучесть их 

мембран (а значит и их растворимость в при-

сутствии SDS) заметно снижается [8]. Другие 

сильные ионные ПАВ, такие как четвертич-

ные аммониевые соли, обладают схожим дей-

ствием на липидный состав клеток псевдомо-

над [36, 37]. Известно, что некоторые орга-

низмы схожим образом изменяют состав мем-

бранных липидов в ответ на действие ионных 

детергентов [38, 39], т. е. бактерии Pseudomo-

nas приспосабливаются к растворам ПАВ до-

вольно типичным образом. Важным компо-

нентом клеточной стенки грамотрицательных 

является липополисахарид. Он также претер-

певает некоторые изменения состава в при-

сутствии детергентов [40]. Однако его роль в 

устойчивости псевдомонад к различным ПАВ 

еще только предстоит выяснить. 

3. Ферменты, расщепляющие алкил-

сульфаты 
Бактерии, деградирующие алкилсульфа-

ты, широко распространены в водных экоси-

стемах [41]. Для штаммов Pseudomonas из-

вестны три различных типа сульфатаз. Фер-

менты первого типа представляют собой 

кальций-зависимые сульфатазы P. aeruginosa 

с остатком формилглицина в активном цен-

тре [10]. Ко второму типу (AtsK) относятся 

ферменты, выделенные из клеток P. putida, 

которые катализируют расщепление алкил-

сульфатов с одновременным декарбоксили-

рованием α-кетоглутарата [11, 42]. Наконец, 

из P. aeruginosa также выделена сульфатаза 

третьего типа (sdsA1), которая имеет два ка-

тиона цинка в активном центре [12]. Схемы 

реакций, которые катализируются указанны-

ми типами ферментов, приведены на рис. 1. 

Нуклеофильная атака при гидролитическом 

расщеплении SDS (рис. 1 А) может быть на-

правлена как на атом серы, так и на α-

углерод [43]. В результате гидролиза образу-

ется гидросульфат-ион и соответствующий 

спирт. Последующее двухстадийное окисле-

ние этого спирта приводит к образованию 

жирной кислоты, которая используется клет-

кой в цикле β-окисления или в других про-

цессах [44]. 

Описаны несколько ферментов, расщеп-

ляющих как первичные алкилсульфаты [45] 

или их вторичные аналоги [46], так и другие 

разветвленные субстраты [45]. Наибольшая 

активность таких ферментов обычно наблю-

дается, когда субстрат содержит 4–12 атомов 

углерода в главной цепи [11]. Ферментатив-

ный гидролиз субстратов, имеющих асиммет-

рический атом углерода (например, вторич-

ных алкилсульфатов), часто протекает с абсо-

лютной энантиоселективностью [43, 46]. Оп-

тимальные температура и pH для описанных 

ферментов составляют, как правило, 30–40 °C 

и 7,0 соответственно. Однако описаны суль-

фатазы некоторых термофильных штаммов с 

температурным оптимумом в пределах 50–

70 °C [47–49].  

Гены, кодирующие синтез сульфатаз, об-

наружены у многих штаммов Pseudomonas. P. 

aeruginosa синтезирует, как правило, сульфа-

тазы первого и третьего типа [12, 50]. AtsK, 

напротив, чаще встречается у различных 

штаммов P. putida [42]. Бактерии, продуци-

рующие сульфатазу sdsA (цинк-зависимый 

фермент) имеют также гены sdsB, которые 
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кодируют синтез белка-регулятора. Этот бе-

лок индуцирует продукцию соответствующей 

сульфатазы [44, 51, 52]. Также были иденти-

фицированы гены, кодирующие синтез фер-

мента второго типа (AtsK) [11]. Что касается 

окисления образующегося при гидролизе ал-

килсульфатов жирного спирта (рис. 1, путь 

А), было показано, что гены, которые коди-

руют синтез соответствующих дегидрогеназ, 

образуют оперон laoCBA [44]. Необходимо 

подчеркнуть, что в природных штаммах все 

перечисленные гены находятся в нуклеоиде 

[44, 53]. 

Большинство сульфатаз бактерий Pseu-

domonas расположены в цитозоле или пери-

плазме [10, 11]. Следовательно, эти ферменты 

могут разлагать додецилсульфат только после 

его диффузии внутрь клетки. Сульфатазы, 

расщепляющие SDS, чаще всего расположены 

в периплазматическом пространстве, в то 

время как ферменты, необходимые для мета-

болизма алкилсульфатов с малым числом 

атомов углерода (4–8) в главной цепи, оста-

ются в цитозоле [11].  

Периплазматические сульфатазы позво-

ляют клетке разлагать SDS до его проникно-

вения в цитоплазму, и, следовательно, предо-

храняют компоненты цитозоля от разрушения 

под действием додецилсульфата. Также они 

защищают липиды плазматической мембраны 

от солюбилизации. Присутствие ферментов 

обеспечивает динамическое равновесие: SDS 

медленно поступает через плотный матрикс и 

внешнюю мембрану внутрь, однако сульфата-

зы тут же его расщепляют. 

4. Стимуляция и подавление устойчи-

вости к SDS 

Конечная цель всех исследователей, ра-

ботающих с устойчивостью бактерий к детер-

гентам, – это найти простой способ контроли-

ровать эту особенность метаболизма. До сих 

пор в литературе не описаны примеры гене-

тических модификаций, которые позволили 

бы наделить какой-либо подверженный дей-

ствию додецилсульфата микроорганизм спо-

собностью противостоять SDS. Следователь-

но, единственным инструментом стимуляции 

или подавления толерантности к SDS стано-

вится варьирование состава среды. Стимуля-

ция образования агрегатов до сих пор являет-

ся трудной задачей. Казалось бы, простое до-

бавление к среде для культивирования c-di-

GMP должно облегчать агрегацию, так как эта 

сигнальная молекула является ключевым фак-

тором каскада агрегатообразования. Однако 

нет никаких публикаций, в которых указыва-

лось бы, что добавка c-di-GMP способна уси-

ливать устойчивость к SDS.  

Столь же мало информации известно о 

регуляции активности сульфатаз. Сообща-

лось, что аскорбиновая кислота способна 

стимулировать активность фермента второго 

типа, который катализирует α-окисление ал-

килсульфатов [11]. Тем не менее, эти экспе-

рименты проводились in vitro, и увеличение 

концентрации аскорбата в среде для культи-

вирования, скорее всего, вообще никак не 

влияет на скорость разложения SDS in vivo. 

Подавление толерантности к додецил-

сульфату, напротив, значительно лучше изу- 

 

 
 

Рис. 1. Возможные пути ферментативного расщепления алкилсульфатов:  
А – реакция, катализируемая сульфатазами первого и третьего типов;  

B – окислительное разложение алкилсульфатов ферментами второго типа 
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чено. Как указывалось выше, угнетение кле-

точного дыхания псевдомонад способно пре-

дотвращать образование устойчивых к SDS 

агрегатов [15]. Совершенно очевидно, что 

комбинация антибиотика и сильного ионного 

ПАВ вызывает гибель абсолютно всех клеток 

в культуре [54]. Однако существует не так 

много соединений, которые могут подавлять 

устойчивость к додецилсульфату без ингиби-

рования таких жизненно важных процессов, 

как клеточное дыхание или синтез компонен-

тов клеточной стенки. Сообщалось, что раз-

личные интермедиаты цикла трикарбоновых 

кислот (ЦТК) способны подавлять экспрес-

сию генов, кодирующих синтез сульфатаз [15, 

55, 56]. Авторы указанных статей предпола-

гают, что это замедление вызвано присутст-

вием дополнительного источника энергии. 

Клеткам нет необходимости метаболизиро-

вать органические сульфаты, если в среде 

присутствует более доступный источник 

энергии. Однако это предположение не было 

подтверждено большим количеством экспе-

риментов. Продукция арилсульфатазы, 

имеющей аналогичную алкилсульфатазам 

функцию, в присутствии АТФ ощутимо уси-

ливается [57]. Более того, существует отдель-

ный класс расщепляющих SDS ферментов 

(AtsK), для которых необходим α-кетоглу-

тарат [42]. Кетоглутарат сам по себе является 

участником ЦТК, однако его присутствие не 

замедляет экспрессии генов AtsK. 

Другим примером веществ, которые ос-

лабляют толерантность к додецилсульфату  

путем ингибирования синтеза соответствую-

щих ферментов, являются углеводы [8, 58, 

59]. Механизм этого ингибирования до сих 

пор точно не установлен, несмотря на про-

гресс, достигнутый в исследованиях метабо-

лизма бактерий Pseudomonas. Единственным 

объяснением может быть присутствие более 

эффективного субстрата, если культивирова-

ние проводится в средах, одновременно со-

держащих углеводы и SDS. Помимо ингиби-

рования синтеза сульфатаз, углеводы также 

могут подавлять способность клеток к обра-

зованию агрегатов [7]. 

Выводы 

Ряд штаммов Pseudomonas обладают 

способностью противостоять действию до-

децилсульфата натрия, которая обусловлена 

наличием нескольких защитных механизмов. 

Эта способность плохо поддается контролю 

путем варьирования состава среды. Однако 

было показано, что ингибирование клеточно-

го дыхания и добавление в среду углеводов 

способно предотвратить появление в культу-

ре клеток, толерантных к SDS. Поведение 

псевдомонад во всех других средах, содер-

жащих одновременно додецилсульфат на-

трия и какой-либо иной источник углерода, 

пока не изучено и является предметом буду-

щих исследований. Такие селективные среды 

могут стать хорошей базой для разработки 

промышленных биотехнологических процес-

сов, не включающих стадию паровой стери-

лизации. 
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