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Резюме
Обоснование. В настоящее время особый интерес приобретает проблема колонизации растений бак-
териями, патогенными для человека. Среди бактерий, способных к полигостальности, особый интерес 
представляют виды семейства Enterobacteriaceae, которое включает в себя как фитопатогенные, 
так и патогенные для человека микроорганизмы. Показано, что фрукты и овощи, контаминированные 
такими патогенами, способны быть причиной кишечных инфекций человека. Являясь одним из путей 
коммуникации в системе «растение – микроорганизм», возможно, именно синтез индолилуксусной кис-
лоты (ИУК) Enterobacteriaceae обусловливает скорость роста бактерий, способствуя более быстрой 
колонизации растения.
Цель: сравнительное изучение синтеза ИУК разными видами энтеробактерий. 
Методы. В изучении использовались 8 видов энтеробактерий, 7 из которых изолированы от больных 
людей, а также фитопатоген Pectobacterium carotovorum ssp. carotovorum. Работа выполнялась с при-
менением микробиологических и спектрофотометрических методов исследования. 
Результаты. Изучена способность синтеза ИУК условно-патогенными микроорганизмами, относящи-
мися к семейству Enterobacteriaceae. Выяснено, что большинство изученных штаммов синтезируют 
ИУК. Проведены исследования по влиянию на синтез ИУК введения в питательную среду триптофана и 
обогащения её глюкозой, а также варьирования температурного режима культивирования бактерий.
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Abstract
Background. At present, the problem of plant colonization by bacteria pathogenic for human is of particular interest. 
Among the bacteria capable of polyhostality, species of the Enterobacteriaceae family, which includes both phytopatho-
genic and human pathogens, are of particular interest. Fruits and vegetables contaminated with such pathogens have 
been shown to be able to cause human intestinal infections. Being one of the ways of communication in the plant-
microorganism system, it is possible that the synthesis of indole acetic acid (IAA) by Enterobacteriaceae determines 
the growth rate of bacteria, contributing to more rapid colonization of the plant.
Aim: comparative study of the synthesis of IAA by different types of enterobacteria.
Methods. Eight types of enterobacteria were used in the study, seven of which were isolated from sick people, as well 
as the phytopathogen Pectobacterium carotovorum spp. carotovorum. The work was performed using microbiological 
and spectrophotometric research methods. 
Results. The ability of the synthesis of IAA by opportunistic microorganisms belonging to the Enterobacteriaceae family 
was studied. We found that the majority of the studied strains synthesize IAA. Studies on the effect on the synthesis of 

*  Статья подготовлена на основании доклада, представленного на Всероссийской научной конференции с международным участием «Механизмы адаптации микроорганизмов к различным 
условиям среды обитания» (4–7 июня 2019 г., Иркутск).



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2019, Том 4, № 5

Biochemistry 	 15

IAA, the introduction into the nutrient medium of tryptophan and its enrichment with glucose, as well as the variation 
of the temperature regime of the cultivation of bacteria were carried out.
Key words: Enterobacteriaceae, indoleacetic acid, plant-microbial interactions
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Многочисленными исследованиями показано, что 
широкий ряд видов прокариот способен колонизи-
ровать как растительные, так и животные организмы, 
что связывают с явлением полигостальности [1, 2, 3, 4]. 
Колонизируя представителей разных царств живых орга-
низмов, бактерии устанавливают с ними ассоциативные 
либо антагонистические взаимодействия. Для создания 
таких взаимоотношений микроорганизм должен обла-
дать набором метаболитов, облегчающих размножение 
и выживание в соответствующих хозяевах.

Одним из метаболитов, способствующих взаимо-
действию бактерий с растительным организмом, может 
быть бактериальная индолилуксусная кислота (ИУК). ИУК 
является одной из главных форм фитогормона ауксина. 
Её бактериальный синтез изучен достаточно хорошо. 
Показано, что ИУК синтезируется как фитопатогенными, 
так и симбиотическими бактериями, так называемыми 
PGPR-штаммами (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) 
[5]. В то же время имеются сведения о синтезе этого со-
единения свободноживущими микроорганизмами [6].

Среди бактерий, способных к колонизации рас-
тительных тканей, особый интерес представляют виды 
семейства Enterobacteriaceae, которое включает в себя 
как фитопатогенные, так и патогенные для человека 
микроорганизмы. Фрукты и овощи, контаминированные 
такими патогенами, часто становятся причиной кишеч-
ных инфекций человека [7]. Являясь одним из путей 
коммуникации в системе «растение – микроорганизм», 
возможно, именно синтез ИУК энтеробактериями будет 
способствовать их колонизации в растительных тканях.

Целью представленных исследований было срав-
нительное изучение синтеза ИУК разными видами эн-
теробактерий. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В настоящих исследованиях использовались сле-
дующие виды энтеробактерий – Enterobacter aerogenes, 
Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, 
Klebsiella pneumoniae, Shigella sonnei, Shigella flexneri, 
Pectobacterium carotovorum. Все виды, за исключением 
последнего, были изолированы от больных людей, на-
ходящихся на стационарном лечении в инфекционной 
больнице г.  Иркутска. Pectobacterium carotovorum ssp. 
carotovorum, штамм В-1247, был получен из Всероссий-
ской коллекции микроорганизмов г. Пущино. 

Бактерии культивировали при температурах 4°, 24° и 
37 °С в забуференном физиологическом растворе (ЗФР) 
с добавлением 200 мг/мл триптофана как предшествен-
ника синтеза ИУК [8, 9], а также в ЗФР с триптофаном и 
разными концентрациями глюкозы (1 и 5 г/л). Через 3 су-
ток культивирования бактериальную суспензию центри-
фугировали 30 мин при 3000 об/мин. 1 мл супернатанта 
смешивали с 1 мл реактива Сальковского [10]. Развитие 
розовой окраски показывает наличие ИУК. Оптическую 
плотность измеряли при 530 нм с помощью спектрофо-
тометра SpecordS-100 (BioRad, США). Концентрацию ИУК 
определяли с помощью калибровочной кривой. Стати-

стическую значимость различий между вариантами экс-
периментов проводили с помощью критерия Стьюдента 
с поправкой Бонферрони [11].

РЕЗУЛЬТАТЫ

В ЗФР при добавлении 200 мг/л триптофана и куль-
тивировании при 24 °С наиболее высокие концентрации 
ИУК (334  ±  19  мкг/мл) продуцировал E.  aerogenes. До-
статочно большое количество ИУК было обнаружено 
в супернатанте C. freundii (141 ± 12 мкг/мл) и P. mirabilis 
(184 ± 13 мкг/мл) (рис. 1).
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Рис.  1.  Количество ИУК (мкг/мл) в супернатанте разных видов 

энтеробактерий (24 °С).
Fig. 1.  The amount of IAA (μg/ml) in the supernatant of different types of 

enterobacteria (24 °С).

Даже в отсутствие триптофана, который, как извест-
но, является предшественником ИУК, в ЗФР наблюдали 
высокое содержание ИУК в супернатанте E.  aerogenes 
(14  ±  5  мкг/мл) и P.  mirabilis (139  ±  2  мкг/мл). Внесение 
триптофана способствовало возрастанию её количества 
у E. aerogenes, C. freundii, P. mirabilis и S. sonnei (табл. 1).

Таблица 1
Сравнительное количество ИУК (мкг/мл) в супернатанте 

разных видов энтеробактерий в зависимости от добавления 
триптофана (200 мг/л), 24 °С 

Table 1
Comparative amount of IAA (μg/ml) in the supernatant of different types of 
enterobacteria depending on the addition of tryptophan (200 mg/l), 24 °С

Вид ЗФР ЗФР с триптофаном

E. aerogenes 148 ± 5 334 ± 19

E. cloacae 42 ± 5 38 ± 10

K. pneumoniae 0 0

C. freundii 69 ± 6 141 ± 12

P. mirabilis 139 ± 2 184 ± 13

S. sonnei 25 ± 6 27 ± 3

S. flexneri 35 ± 6 79 ± 8

P. carotovorum 17 ± 5 20 ± 2
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Таким образом, виды энтеробактерий E.  aerogenes, 
C.  freundii и P.  mirabilis являются активными продуцен-
тами ИУК. Штамм K. pneumonia не образовывал данный 
метаболит.

Известно, что синтез метаболитов бактериями за-
висит от условий культивирования – в первую очередь, 
от температуры и состава среды. Поэтому на следующем 
этапе исследований было изучено влияние температуры 
на синтез ИУК в ЗФР с добавлением 200 мг триптофана. 
Использовали температуры 4, 24 и 37 °С (рис. 2).
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Рис.  2.  Количество ИУК (мкг/мл) в супернатанте разных видов 
энтеробактерий в зависимости от температуры культи-
вирования.

Fig. 2.  The amount of IAA (μg/ml) in the supernatant of different types of 
enterobacteria depending on the cultivation temperature.

В результате попарного сравнения трёх групп были 
получены следующие результаты. Для видов E. cloacae, 
P. mirabilis и P. carotovorum не было выявлено значимого 
влияния температуры на синтез исследуемого метабо-
лита. Остальные виды, за исключением S. flexneri, проде-
монстрировали увеличение синтеза ИУК при возрастании 
температуры культивирования. Причём для E. aerogenes 
значимый рост количества исследуемого соединения 
был зафиксирован уже при 24 °С, тогда как для C. freundii 
и S. sonnei было показано её увеличение только при 37 °С. 
S. flexneri, напротив, продуцировала большие количества 
ИУК при 4 °С (рис. 2).

Помимо температурного фактора, немаловажная 
роль в регуляции биосинтеза ИУК микроорганизмами 
отводится составу среды [12]. В наших исследованиях 
мы изучили влияние разных концентраций глюкозы на 
синтез ИУК, используя ЗФР с 200 мг триптофана, обога-
щённый глюкозой (1 и 5 г) (рис. 3).

Было показано, что E. cloacae, S. flexneri и P. carotovorum 
продуцировали ИУК независимо от содержания глюкозы 
в среде. Для E. aerogenes, C. freundii и S. sonnei было уста-
новлено, что добавление в среду культивирования 1  г 
глюкозы значимо снижало количество синтезируемой 
ИУК, тогда как при добавлении 5 г количество синтези-
рованного метаболита не отличалось от его содержания 
в ЗФР без внесения сахара. Количество ИУК, синтезируе-
мого P. mirabilis снижалось при внесении сахаров в среду 
культивирования. Всё изложенное свидетельствует о 
том, что синтез ИУК не зависит от обогащения голодной 
среды сахарами.
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Рис.  3.  Количество ИУК (мкг/мл) в супернатанте разных видов 
энтеробактерий в зависимости от количества глюкозы. 

Fig. 3.  The amount of IAA (μg/ml) in the supernatant of different types of 
enterobacteria depending on the amount of glucose.

ОБСУЖДЕНИЕ

Образование растительных гормонов считается 
одним из главных свойств ризосферных, эпифитных и 
симбиотических бактерий, стимулирующих и улучша-
ющих рост растений – PGPR-штаммов [5, 13]. При этом 
увеличивается площадь поверхности корневой системы, 
что благоприятствует размножению бактерий-колониза-
торов [14, 15]. 

Бактериальный синтез ИУК при отсутствии расте-
ния свидетельствует о том, что этот фитогормон может 
выполнять и иные функции [1, 3]. Известно, например, 
что ИУК является предшественником синтеза других 
соединений, например, антраниловой кислоты, которая 
в свою очередь может быть регулятором экспрессии 
генов или межклеточным сигналом, аналогичным ацил-
гомосеринлактону. Имеются сведения, что образование 
ИУК можно рассматривать как процесс детоксикации 
триптофана, который является для прокариот токсиче-
ским соединением. Об этом свидетельствует активация 
синтеза ИУК клетками A. brasilense, E. cloacae, P. putida в 
условиях стресса (недостаток кислорода и источников 
углерода, переход в стационарную фазу роста и пр.) [8]. 
Исследованиями Bianco с  соавт. продемонстрировано, 
что ИУК способна изменять экспрессию генов E.  coli. 
Оказалось, что гены, вовлечённые в центральные мета-
болические пути, такие как цикл трикарбоновых кислот, 
глиоксилатный шунт и биосинтез аминокислот (лейцина, 
изолейцина, валина и пролина), активировались ИУК [6]. 

В наших исследованиях показано, что виды энте-
робактерий, выделенные от больных, способны синте-
зировать фитогормон ИУК. Это свидетельствует о том, 
что при проникновении в организм растения они могут 
оказывать влияние на его жизнедеятельность. Из этих 
видов наиболее активными продуцентами ИУК были 
виды E.  aerogenes, C.  freundii и P.  mirabilis, причём эти 
виды образовывали значимые количества метаболита 
даже в отсутствие триптофана. К.  pneuminiae в данных 
условиях культивирования ИУК не образовывала. Оцен-
ка вклада температуры культивирования показала, что 
она увеличивает количество синтезируемого продук-
та (E.  aerogenes, C.  freundii, S.  sonnei) или не оказывает 
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влияния на его содержание в супернатанте (E.  cloacae, 
P. mirabilis, P. carotovorum). Отсутствие увеличения коли-
чества ИУК при добавлении в среду культивирования 
глюкозы свидетельствует о том, что этот метаболит, 
очевидно, формируется в голодной среде. Это можно 
объяснить тем, что при недостатке углерода или при 
стрессовых условиях происходит экспрессия ключевого 
гена биосинтеза ИУК – ipdC [16].

Всё изложенное свидетельствует о том, что патоген-
ные и условно-патогенные для человека энтеробактерии, 
изолированные от больных людей, синтезируют ИУК, 
которая выполняет функцию фитогормона ауксина. Сле-
довательно, при попадании в организм растения эти виды 
(в первую очередь E.  aerogenes, C.  freundii и P.  mirabilis) 
могут оказывать значимое влияние на рост и развитие 
растительного организма, сопоставимое с таковым эн-
дофитных и разосферных бактерий.
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