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При неблагоприятных условиях клетки бактерий синтезируют низкомолекулярные орга-
нические соединения, известные как совместимые вещества, которые даже в высоких 
концентрациях не оказывают негативного действия на метаболизм. В данной работе ис-
следовали влияние температурного режима и фазы роста культуры на синтез этих соеди-
нений штаммом Glutamicibacter  sp. SMB32, филогенетически родственным виду 
Glutamicibacter halophytocola, в условиях повышенной солености среды. В клетках на экс-
поненциальной фазе роста количество глутамата увеличивалось при повышении солено-
сти среды до 5% NaCl, но при 8% и 10% NaCl имело обратную зависимость от осмоляр-
ности среды культивирования. Содержание трегалозы в клетках штамма SMB32 
возрастало с повышением солености среды до 5% NaCl, но в присутствии 8% и 10% NaCl 
ее количество значимо не изменялось. Положительная корреляция внутриклеточного 
количества с соленостью среды выявлена только для пролина. Между тем, в клетках, вы-
росших до стационарной фазы роста в присутствии 5% и 10% NaCl, пролин не обнару-
жен. При этом в клетках возрастало содержание трегалозы. В настоящей работе впервые 
проведено исследование влияния комбинированного действия абиотических факторов 
на синтез вторичных метаболитов клетками бактерий рода Glutamicibacter. Показано, что 
одновременное действие высокого осмотического давления (5% NaCl) и повышенной 
температуры (32ºC) приводит к аддитивному эффекту в отношении соединения, на син-
тез которого они влияли по отдельности. Так, в клетках штамма SMB32 отмечено много-
кратное увеличение уровня синтеза трегалозы, задействованной в адаптации клеток как 
к повышенному осмотическому давлению среды, так и к воздействию высокой темпера-
туры. Комбинированное действие абиотических факторов не оказывало влияния на ко-
личество пролина в клетках. Полученные данные могут лечь в основу разработки мето-
дов управления метаболическим состоянием автохтонных бактерий рода Glutamicibacter 
путем внесения растворов совместимых веществ в соотношении, подобранном с учетом 
действующих абиотических факторов. 
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Введение
Бактерии рода Glutamicibacter широко распро-

странены в природе [1–4]. Типовые штаммы  
валидных видов выделены как из природных био-
топов [1, 5], так и из антропогенных эко- 
систем  [2,  6,  7]. Некоторые представители рода 
вступают в симбиотические отношения с эукарио-
тами  [3,  8]. Так, например, типовой штамм вида 
Glutamicibacter halophytocola KLBMP 5180 был вы-

делен из корней растения, произрастающего на 
засоленной почве [3]. При этом штамм 
G. halophytocola KLBMP 5180 значительно способ-
ствовал росту растения-хозяина в условиях соле-
вого стресса [9, 10]. Другие изоляты вида 
G. halophytocola известны своей способностью ис-
пользовать в качестве источника углерода и энер-
гии токсичные органические вещества [7]. Поэто-
му штаммы этого вида представляют интерес для 
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различных сфер деятельности человека – как для 
сельского хозяйства регионов, относящихся к зо-
нам рискованного земледелия, так и для восста-
новления (очистки) загрязненных органическими 
соединениями экосистем. 

Физико-химические характеристики мест оби-
тания вида G. halophytocola весьма разнообразны: от 
засоленных и засушливых почв до шламохранилищ 
соледобывающего производства [3, 7, 11, 12]. Отме-
тим, что представители этого вида наиболее соле- 
устойчивы и растут в присутствии 13% NaCl [3, 5], 
в  то время как штаммы большинства видов рода 
Glutamicibacter способны выдерживать только до 
10% NaCl [1, 3, 5, 6, 8]. Филогенетически близко-
родственные виду G. halophytocola штаммы обнару-
жены в биотопах, расположенных в зонах восточно-
азиатского муссонного [3, 11] и  умеренно- 
континентального климатов [7, 12]. В этих климати-
ческих зонах в вегетационный период максимальное 
значение температуры атмосферного воздуха может 
превышать 30°С, при этом в дневные часы верхние 
слои почвы – типичного местообитания вида – на-
греваются до более высоких температур. Темпера-
турный оптимум представителей рода Glutamicibacter 
находится около 28°С [1, 3, 5, 6, 8, 12]. Таким обра-
зом, можно резюмировать, что в естественной среде 
обитания клетки G. halophytocola сталкиваются с не-
обходимостью адаптироваться одновременно к не-
благоприятной температуре и колебаниям водного 
потенциала. 

В условиях, отклоняющихся от оптимальных, 
в клетках бактерий происходят различные молеку-
лярные и метаболические перестройки – в том чис-
ле индуцируется синтез низкомолекулярных орга-
нических соединений, которые, за исключением 
глутамата, являются вторичными метаболитами 
[13, 14]. Накапливаясь в высоких концентрациях 
в цитоплазме, эти соединения не нарушают физио-
логические процессы, поэтому получили название 
совместимых веществ. Совместимые вещества сни-
жают активность воды, что может стать решающим 
фактором поддержания тургора клетки, стабилиза-
ции ферментов и других компонентов клетки [13]. 
Бóльшая часть данных о механизмах адаптации 
бактерий получена с  использованием популяций, 
находящихся либо в лаг-фазе, либо в фазе экспо-
ненциального роста [15]. Однако засоление или за-
суха создают условия, при которых микробные по-
пуляции переходят в состояние, соответствующее 
стационарной фазе [15]. В настоящее время иссле-
дования совместимых соединений клетки в стацио-
нарной фазе роста на фоне действия неблагоприят-
ного абиотического фактора немногочисленны. 
Известно, что при повышенной солености среды 
в  стационарной фазе роста в клетках бактерий за-
пускаются механизмы, приводящие к изменению 
состава совместимых веществ [16–19]. 

Хотя представители вида G. halophytocola зани-
мают различные экологические ниши, сравнитель-

но мало известно о физиологических свойствах, 
которые позволяют этим бактериям выживать 
в  экстремальных условиях окружающей среды. 
В настоящее время в литературе представлены дан-
ные о совместимых веществах, накапливаемых 
клетками представителей рода Glutamicibacter на 
примере штамма SMB32, филогенетически близко-
родственного виду G.  halophytocola, на стадии за-
медления роста [12]. Для других представителей 
этого рода информация ограничена данными о на-
личии в геномах генетических детерминант, коди-
рующих ферменты синтеза таких совместимых сое-
динений, как трегалоза, пролин и глутамат [11]. 
Целью настоящего исследования стало изучение 
совместимых соединений штамма Glutamicibacter sp. 
SMB32 в условиях высокой солености среды в ло-
гарифмической и стационарной фазах роста, а так-
же в условиях комбинированного действия повы-
шенной солености среды и температуры. 

Материалы и методы
В работе использовали мезофильный галото-

лерантный штамм Glutamicibacter sp. SMB32=ВКМ 
Ас-3019 [12]. Штамм идентифицирован на основе 
анализа нуклеотидной последовательности гена 
16S рРНК [20]. 

Подготовка биомассы для экстракции органи-
ческих соединений. Бактериальную культуру выра-
щивали в минеральной среде Раймонда [21],  
в которую для создания условий высокого осмо-
тического давления добавляли NaCl до конечной 
концентрации 5%, 8% или 10%. Единственным 
источником углерода и энергии служила глюкоза 
в конечной концентрации 1 г/л. Инкубирование 
бактериальной культуры осуществляли в колбах 
Эрленмейера объемом 250 мл на орбитальном 
шейкере УВМТ-12-250 (Элион, Россия) при 
110  об./мин. Температура культивирования со-
ставляла 25°С или 32°С. Инокулятом (1% об./об.) 
служила культура, выращенная в присутствии  
5% NaCl при 25°С. В зависимости от экспери-
мента штамм выращивали до логарифмической 
(ОП540 0,6–0,7) или стационарной фаз роста 
(ОП540 1,2). Оптическую плотность клеточной су-
спензии измеряли на спектрофотометре BioSpec-
mini UV/VIS (Shimadzu Corporation, Япония) при 
длине волны 540 нм в кювете с длиной оптиче-
ского пути 1 см. 

После завершения инкубирования клеточную 
суспензию объемом 100 мл делили на две равные 
части. Клетки осаждали на центрифуге 3К30 
(Sigma, Германия) при 10000 g в течение 10 мин, 
температура соответствовала таковой в экспери-
менте. Клетки первой части сушили при 70°С до 
постоянного веса. Из клеток второй части прово-
дили экстракцию органических соединений  
80%-ным раствором этанола согласно опублико-
ванной методике [22]. Высушенные экстракты 
хранили при 5°С до проведения анализа. 
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Спектроскопия протонного магнитного резо-
нанса. Спектры записывали на приборе Bruker 
Avance Neo 400 (Bruker Corporation, США), осна-
щенном 5-мм широкополосным датчиком ВВО 
с  Z-градиентом и системой термостатирования 
образца с точностью установки температуры 
0,1°С, при 30°С. При записи спектров протонного 
магнитного резонанса (ЯМР 1Н) использовали 
30-градусные импульсы, релаксационная задерж-
ка составляла 1 с, ширина окна была равна 
5,9  кГц. Данные обрабатывали с помощью про-
граммного обеспечения Topspin, версия 4.0.8 
(Bruker Corporation, США). Высушенный осадок 
этанольного экстракта растворяли в 0,5–1,0 мл тя-
желой воды (ООО «Астрахим», Россия). Спектр 
предварительно записывали с 8 накоплениями, 
затем в пробу вносили 0,11–0,20 мг трет-
бутилового спирта в качестве внутреннего стан-
дарта и записывали спектр с 64 накоплениями, 
который использовали для количественных расче-
тов. Химические сдвиги (δ) указывали в миллион-
ных долях (м.д.) и измеряли относительно сигнала 
метильных групп трет-бутилового спирта 
(1,24 м.д.). Водородный показатель растворов эта-
нольных экстрактов снижали путем добавления 
серной кислоты с целью изменения химических 
сдвигов сигналов глутамата и пролина в область, 
свободную от сигналов других соединений. Одна-
ко подобный эффект не был достигнут для сигна-
лов глутамина, поэтому определение внутрикле-

точного количества этого соединения не 
проводили. Идентификацию сигналов в спектре 
и  расчет количеств веществ в пробе проводили, 
как описано ранее Ананьиной с соавт. [12]. Далее 
осуществляли пересчет количеств веществ на мг 
сухого веса биомассы (мг СБ). 

Статистическая обработка. Эксперименты 
выполнены в двух независимых повторах. При 
статистической обработке данных определяли 
среднее арифметическое, стандартное отклонение 
и достоверность различий средних значений по 
t-критерию Стьюдента согласно общепринятой 
методике [23]. 

Результаты и обсуждение
Совместимые вещества, накапливаемые клет-

ками Glutamicibacter sp. SMB32 в логарифмической 
фазе роста при разной солености среды. Исследо-
ван пул совместимых веществ клеток штамма 
SMB32 в экспоненциальной фазе роста в присут-
ствии в среде культивирования 5% и 10% NaCl. 
В клетках доминировали пролин, глутамат, глута-
мин и трегалоза (рис. 1А, В). Состав совместимых 
веществ исследованного штамма на экспоненци-
альной фазе роста соответствовал описанному ра-
нее для его клеток на стадии замедления скорости 
роста [12]. Полученные результаты согласуются 
с данными о генах, кодирующих ферменты синте-
за этих веществ, в геноме другого штамма вида 
G. halophytocola [11].

Рис. 1. Спектры ЯМР 1Н этанольных экстрактов из клеток Glutamicibacter sp. SMB32 в логарифмической и стационарной фазах 
роста. Условные обозначения: пролин (Р), глутамат (G), трегалоза (Т), глутамин (Q), оксопролин (Glp), монодейтериевая вода 
(HDO), трет-бутиловый спирт (t-BuOH), 5%NaCl и 10%NaCl – концентрация NaCl в среде культивирования, лог – логариф-
мическая фаза роста, стац – стационарная фаза роста.
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Каждое из выявленных совместимых соедине-
ний показало определенные изменения в зависи-
мости от солености среды. Внутриклеточное коли-
чество глутамата увеличивалось в 1,13 раза при 
повышении солености среды до 5% NaCl (рис. 2), 
но при 8 и 10% NaCl имело обратную зависимость 
от осмолярности среды культивирования, снижа-
ясь в 1,15 раза при 10% NaCl. Пул трегалозы в клет-
ках исследованного штамма Glutamicibacter  sp. 
SMB32 возрастал в 4 раза с повышением солености 
среды до 5% NaCl, но в присутствии 8% и 10% NaCl 
ее внутриклеточное количество значимо не изме-
нялось (рис. 2). Положительная корреляция вну-
триклеточного количества с соленостью среды вы-
явлена только для пролина (рис. 2). Его содержание 
в клетках штамма Glutamicibacter sp. SMB32 возрас-
тало с соленостью среды до концентрации 8% NaCl 
(рис. 2). Последующее повышение концентрации 
NaCl в среде культивирования до 10% не приводи-
ло к увеличению содержания этой аминокислоты 
в  клетках (рис. 2). В присутствии 8% и 10% NaCl 
пролин был преобладающей аминокислотой и пре-
восходил в количестве глутамат и трегалозу (рис. 2). 
Полученные результаты демонстрируют ведущую 
роль пролина в адаптации штамма Glutamicibacter 
sp. SMB32 к высоким концентрациям соли (8% 
и 10% NaCl) в логарифмической фазе роста. 

Накопление пролина в ответ на увеличение 
осмотического давления среды – довольно рас-
пространенное явление в мире прокариот 
и  встречается у представителей разных филумов 
бактерий  [19,  24,  25], в том числе актинобакте-
рий  [26, 27]. При этом в клетках бактерий, нака-
пливающих пролин или другой азотсодержащий 
осмопротектор, например, эктоин, при солености 
среды, стремящейся к верхнему пределу диапазо-
на роста, отмечено снижение концентрации глу-
тамата [19, 24, 25, 28]. Между тем, с увеличением 
степени галофилии прокариотного организма из-
быток глутамата возрастает [29]. Причиной этого 
может служить то, что на первом этапе осмоадап-

тации глутамат является противоионом для кати-
онов калия или натрия, которые накапливаются 
в  клетках бактерий при осмотическом стрес-
се [30]. Современные исследования показали, что 
только при низких концентрациях глутамата мо-
лекулы воды за его первой гидратной оболочкой 
подвергаются динамическому воздействию, а при 
концентрации глутамата, превышающей 0,3 М, 
гидратация, по-видимому, ограничивается водо-
родными связями молекул воды с карбоксильны-
ми группами [31]. При умеренно высоких кон-
центрациях (1,4 М) происходит сегрегация 
молекул воды и глутамата [32]. Вероятно, именно 
по причине особенностей взаимодействия глута-
мата с молекулами воды клетки бактерий синте-
зируют, например, пролин и  трегалозу, в более 
концентрированных растворах которых эффект 
снижения гидратации выражен в меньшей степе-
ни [33, 34]. Однако бактерии, адаптирующиеся 
к  повышению осмотического давления среды за 
счет увеличения внутриклеточного количества, 
дополнительно к глутамату одного вторичного 
метаболита – трегалозы – способны выдерживать 
NaCl в концентрации, как правило, до 5%, на-
пример, Arthrobacter globiformis  [17,  18,  35,  36]. 
Пролин, в отличие от трегалозы, может коопера-
тивно связывать ионы, что может снижать их от-
рицательное действие на ферменты клетки [34]. 
Это свойство делает пролин более предпочтитель-
ным осмолитом по сравнению с  трегалозой при 
концентрациях NaCl выше 5%. 

Совместимые вещества штамма Glutamicibacter 
sp. SMB32, накапливаемые в стационарной стадии 
роста в условиях повышенной солености среды. В ста-
ционарной фазе роста в присутствии 5% NaCl клет-
ки исследованной бактерии не накапливали пролин 
(рис. 1Б). Эта особенность сохранялась при культи-
вировании в присутствии 10% NaCl (рис. 1Г). В то 
же время в присутствии 5% NaCl количество трега-
лозы в клетках штамма Glutamicibacter sp. SMB32 
в  стационарной фазе роста было выше в 1,3 раза, 
чем на стадии логарифмического роста (рис. 3). 

Некоторые эубактерии, достигая стационар-
ной фазы, в условиях повышенной солености сре-
ды также накапливали в клетках сахара или их 
производные, при этом отмечен катаболизм осмо-
протекторных аминокислот [16–18]. На этой ста-
дии роста возрастает экспрессия генов, кодирую-
щих ферменты пути утилизации пролина [37] 
и  синтеза трегалозы [38]. Известно, что в стацио-
нарной фазе роста происходит изменение морфо-
логии клетки, уменьшение ее размера и объема за 
счет значительного снижения количества воды 
и  неравномерного ее распределения [39]. Как по-
лагают некоторые исследователи, трегалоза, во-
первых, формирует стекловидное состояние цито-
золя с низкой подвижностью молекул, которое 
приостанавливает любые внутриклеточные биохи-
мические процессы, в том числе деградационные, 

Рис. 2. Накопление клетками штамма Glutamicibacter sp. 
SMB32 совместимых соединений при разной концентрации 
NaCl в среде культивирования. ▼, ►, ▲, □, ●, ■, ○ – разли-
чие между вариантами эксперимента значимо при p < 0,05.
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в ответ на потерю воды [40]. Отметим, что при 
сравнительном исследовании физико-химических 
свойств физиологического раствора с добавлением 
трегалозы или пролина процесс стеклования был 
отмечен только в растворах с трегалозой [41]. Во-
вторых, трегалоза может образовывать водородные 
связи с биомолекулами по аналогии с водой, но не 
полностью замещает ее, что способствует сохране-
нию функциональной конформации макромоле-
кул при дефиците воды [33, 42, 43]. 

Внутриклеточные количества вторичных ме-
таболитов при комбинированном действии абиоти-
ческих факторов. Исследование комбинированно-
го действия абиотических факторов на синтез 
пролина и трегалозы клетками штамма Glutamici-
bacter sp. SMB32 проводили, культивируя штамм в 
присутствии 5% NaCl при температуре 32ºС. Вы-
бор этих условий был обусловлен тем, что при их 
действии по отдельности был выявлен тренд к 
снижению биомассы и скорости роста исследо-
ванной бактериальной культуры [12].

Одновременное действие повышенной соле-
ности среды и температуры не влияло на содержа-
ние пролина в клетках исследованного штамма. 
Так, при 25ºС и 32ºС в присутствии 5% NaCl 
в  среде количество пролина в клетках в логариф-
мической фазе роста составляло 0,380 ± 0,042 
и  0,375 ± 0,049  мкмоль/мг СБ соответственно 
(рис. 3). Однако содержание трегалозы было выше 
в клетках, выросших при 32ºС, чем при 25ºС, как 
в логарифмической, так и в стационарной фазах 
роста (рис. 3). Наибольшая разница, составляю-
щая 3,4 раза, отмечена для стационарной фазы ро-
ста. В условиях повышенной осмолярности среды 
подобное влияние температуры на синтез трегало-
зы описано ранее на примере грамотрицательных 
бактерий [44–46]. Известно, что трегалоза стаби-
лизирует белки в их нативном состоянии и умень-
шает их денатурацию и агрегацию, вызванные на-
греванием [40]. Кроме того, было показано, что 
накопление трегалозы при тепловом стрессе явля-
ется более важным фактором, определяющим тер-
мотолерантность, чем индукция образования бел-
ков теплового шока [47]. 

Заключение
Местообитания штаммов вида G. halophytocola 

крайне разнообразны и отличаются физико-хими-
ческими свойствами. Между тем, их объединяет то, 
что они, как правило, характеризуются экстремаль-
ными условиями: повышенным содержанием солей 
или нехваткой воды, а также значением температу-
ры, превышающим оптимальные. Выживание в по-
добных условиях возможно, если организм имеет 
механизмы адаптации, позволяющие сохранить 
клеточные структуры целыми. Важную роль в этом 
играют совместимые соединения. Для представите-
лей рода Glutamicibacter они оставались малоизучен-
ными: имеющиеся данные ограничены сведе- 

ниями о составе осмопротекторов на стадии  
замедления роста [12]. Настоящее исследование  
выявило зависимость состава совместимых соеди-
нений клетки в условиях повышенной солености 
среды от фазы роста штамма SMB32. Так, в осмоа-
даптации штамма на стадии активных биохимиче-
ских процессов значимую роль играл пролин 
(рис. 2). В то же время, в стационарной фазе, кото-
рую рассматривают в качестве подготовки к покою, 
усиливался синтез трегалозы (рис. 3). В настоящей 
работе впервые проведено исследование влияния 
комбинированного действия абиотических факто-
ров на синтез совместимых соединений, относя-
щихся ко вторичным метаболитам клеток галотоле-
рантных бактерий рода Glutamicibacter. Показано, 
что одновременное действие высокого осмотиче-
ского давления и повышенной температуры приво-
дит к аддитивному эффекту в отношении соедине-
ния, на синтез которого они влияли по отдельности. 
Так, в клетках штамма отмечено многократное уве-
личение уровня синтеза трегалозы (рис. 3), задей-
ствованной в адаптации клеток как к повышенному 
осмотическому давлению среды (рис. 2), так 
и к воздействию высокой температуры [12]. 

Полученные данные могут лечь в основу раз-
работки методов управления метаболическим со-
стоянием автохтонных бактерий рода Glutamici-
bacter путем внесения растворов совместимых 
веществ в соотношении, подобранном с учетом 
действующих абиотических факторов. 

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда и Министерства 
образования и науки Пермского края в рамках на-
учного проекта № 24-26-20070. Авторы заявляют 
об отсутствии конфликта интересов. Работа про-
ведена без использования животных и без привле-
чения людей в качестве испытуемых.

Рис. 3. Накопление клетками штамма Glutamicibacter sp. SMB32 
пролина и трегалозы в условиях повышенной солености среды в 
зависимости от температуры и фазы роста. Штамм выращивали 
в минеральной среде Раймонда, содержащей 5% NaCl. Услов-
ные обозначения: лог – логарифмическая фаза роста, стац – 
стационарная фаза роста, 25 и 32 – температура культивирова-
ния 25°С или 32°С соответственно, ■ – различие между 
вариантами эксперимента значимо при p < 0,01, ●, ○, □ – раз-
личие между вариантами эксперимента значимо при p < 0,05.
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Dependence of the adaptation of the strain Glutamicibacter sp. SMB32 
to high salinity environment depending on growth stage and temperature
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The pool of compatible solutes of the strain Glutamicibacter sp. SMB32, phylogenetically closely 
related to the species Glutamicibacter halophytocola, was studied under high salinity conditions 
depending on the growth phase and temperature. In cells at the exponential growth phase, the 
intracellular amount of glutamate increased with an increase in the salinity of the medium to 5% 
NaCl, but at 8 and 10% NaCl it had an inverse relationship with the osmolarity of the cultivation 
medium. The pool of trehalose in the cells of the strain SMB32 increased with an increase in the 
salinity of the medium to 5% NaCl, but in the presence of 8 and 10% NaCl its intracellular 
amount did not change significantly. A positive correlation between the intracellular amount and 
the salinity of the medium in Glutamicibacter sp. SMB32 cells was found only for proline. In the 
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ЗАВИСИМОСТЬ АДАПТАЦИИ ШТАММА GLUTAMICIBACTER SP. К ВЫСОКОЙ СОЛЕНОСТИ СРЕДЫ

cells grown to the stationary growth phase in a medium containing 5 and 10% NaCl, proline was 
not detected. At the same time, the content of trehalose in the cells increased. In this work, the 
effect of the combined action of abiotic factors on the synthesis of secondary metabolites by cells 
of bacteria of the genus Glutamicibacter was studied for the first time. It was shown that the 
simultaneous action of high osmotic pressure (5% NaCl) and elevated temperature (32°C) leads 
to an additive effect with respect to the compound, the synthesis of which they affect separately. 
Thus, in the cells of the SMB32 strain, a multiple increase in the synthesis of trehalose was 
noted, which is involved in the adaptation of cells both to the increased osmotic pressure of the 
medium and to the effect of high temperature. While the simultaneous action of abiotic factors 
did not affect the amount of proline in the cells. Our observations revealed that trehalose is 
critical for growth at high temperatures, and in the adaptation of the strain Glutamicibacter sp. 
SMB32 to high salt concentrations the leading role belongs to proline. The data obtained can be 
used for the development of methods for controlling the metabolic state of autochthonous 
bacteria of the genus Glutamicibacter by introducing solutions of compatible solutes with their 
ratio, selected taking into account the current abiotic factors.

Keywords: compatible solutes, Glutamicibacter, temperature, salinity, combined effect of abiotic 
factors, adaptation
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