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НА БАКТЕРИИ Escherichia coli
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Паракват в концентрации 0.01 моль/л вызывал интенсивную люминесценцию биосенсоров E. coli
pSoxS-lux и E. coli pKatG-lux, что указывает на образование в клетках бактерий, соответственно, су-
пероксид анион-радикала (О2–) и пероксид водорода (Н2О2). В концентрации параквата 0.1 моль/л
наблюдалось падение интенсивности люминесценции, биосенсоров, которое было связано со сни-
жением выживаемости бактерий с 4 × 107 в контроле до 1 × 105 колониеобразующих единиц (КОЕ)
в опыте. В результате пересчета показателя интенсивности люминесценции на 1000 КОЕ было по-
казано резкое усиление экспрессии гена супероксиддисмутазы с 0.13 в контроле до 4.36 и 119 услов-
ных единиц в концентрациях параквата 0.01 и 0.1 моль/л соответственно. Антиоксиданты глу-
татион и N-ацетилцистеин снижали концентрацию генерированных паракватом свободных ради-
калов в клетках и повышали выживаемость бактерий. Методом гель-электрофореза выявлена ДНК-
повреждающая способность параквата в концентрации 0.1 моль/л, которая снижалась антиокси-
дантами.
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Паракват (1,1-диметил-4,4-дипиридил ди-
хлорид) является гербицидом неспецифического
действия, широко использующимся в мире [1, 2].
По химическому строению паракват относится к
производным виологена и впервые был синтези-
рован в 1882 г., а в 1961 г. компания Syngenta стала
выпускать его в качестве гербицида для сельского
хозяйства. На сегодня в 120 странах паракват яв-
ляется одним из самых широко применяемых
гербицидов в мире наряду с глифосатом. Пара-
кват запрещен к использованию в США, в евро-
пейских странах и в России. Он также применяет-
ся в экспериментальных целях при моделирова-
нии окислительного стресса у живых организмов.

Главной причиной токсичности параквата для
человека и животных является его цикличное
восстановление/окисление, в результате которо-
го в клетке образуется супероксид анион-ради-
кал, реакционная способность которого не очень
велика. Однако в результате метаболизма су-
пероксида в клетке образуются пероксид водоро-
да и гидроксильный радикал OН•, обладающие
высокой реакционной способностью. Последний
вносит основной вклад в генотоксичность и ци-

тотоксичность параквата. В этой связи паракват
можно отнести к химическим радиомиметикам.

Паракват проявляет высокую токсичность при
попадании в организм человека и животных. Так,
LD50 параквата для взрослого самца крысы со-
ставляет 57 мг/кг при пероральном поступлении.
Паракват накапливается в тканях, особенно в
легких, и способен попадать в организм перо-
рально, респираторно и кожным путем [1–4].
Вызывает нарушение цепи переноса электронов в
митохондриях [5], что приводит к обширному по-
вреждению митохондрий и токсичности для кле-
ток [5–7]. Первым осложнением может стать
отек, за которым наступает стадия фиброза легоч-
ной ткани [2, 4]. При попадании в почки вызыва-
ет острую почечную недостаточность [8–10].
Описаны случаи токсического миокардита, вы-
званного отравлением паракватом [2, 3, 11]. Пара-
кват способен преодолевать гематоэнцефаличе-
ский барьер и поражать нервную систему, особенно
дофаминергические нейроны [12]. Паракват может
проникать через плаценту, накапливаясь в кон-
центрации, шестикратно превышающей таковую
в организме матери. Плод хуже переносит воздей-
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ствие параквата на более поздних стадиях бере-
менности, особенно после 30-й недели, когда он
подвергается интоксикации, что ведет к леталь-
ному исходу [1, 2, 9].

Цитотоксические эффекты параквата в живот-
ных организмах обеспечиваются окислительно-
восстановительными реакциями, включающими
перенос электрона на НАДФ, образованием
НАДФН и свободных радикалов. Катализируют
эти реакции микросомальные редуктазы цито-
хрома Р450 [1, 2]. Одним из образующихся окис-
лительных соединений является также пероксид
водорода. Он отвечает за перекисное окисление
мембранных липидов клеток [1, 2, 8]. Суперок-
сид-анион и перекись водорода вступают в ката-
лизируемую железом реакцию Габера–Вейса, с
образованием гидроксильного радикала и моле-
кулярного кислорода. В целом механизм токсич-
ности параквата основан на цикле окисления и
восстановления с участием фермента суперок-
сиддисмутазы, метаболизирующим супероксид-
анион [5, 13, 14].

Эпидемиологические исследования показали,
что паракват увеличивает частоту некоторых ви-
дов рака кожи, таких как рак губ, рак полового
члена, немеланомный рак кожи, меланома кожи
и плоскоклеточный рак кожи [6, 15, 16]. Слабая
потенциальная мутагенная и генотоксическая ак-
тивность параквата была показана в клеточных
культурах in vitro. Он значительно увеличивал ча-
стоту хромосомных аберраций, микроядер, сест-
ринских хроматидных обменов и разрывов цепей
ДНК в культурах лимфоцитов периферической
крови человека [13, 17] и трансформированных
клеточных линиях человека (HeLa и Hep G2) [18].
Паракват также индуцировал хромосомные абер-
рации, повреждения ДНК и мутации в клеточных
линиях рака легких человека [19] и клетках китай-
ского хомяка V79 [7, 20]. В некоторых модельных
исследованиях на животных было обнаружено,
что паракват увеличивает уровень окисленного
гуанина (8-ОG) в клетках различных органов
крыс [21], хромосомные аберрации в клетках
костного мозга мыши [22], аномалии формы
сперматозоидов у грызунов [22, 29] и поврежде-
ние ДНК в эритроцитах головастиков [24]. Мета-
болиты параквата в клетке вызывают окисление
гуанина, и образовавшийся 8-оксогуанин (8-OG)
в результате репликации приводит к замене GC в
AT [21, 25]. Однако есть исследования, в которых
не удалось обнаружить увеличение частоты мута-
ций гена HPRT (гипоксантин фосфорибозил-
трансферазы) в клетках китайского хомяка V79
[7] и повышение уровня 8-OG в органах крыс да-
же при токсических дозах параквата [25].

В почве паракват может медленно разлагаться
некоторыми видами микроорганизмов со скоро-
стью 5% в год [2]. Изучение мутагенной активности

параквата для микроорганизмов является актуаль-
ной задачей в связи с возможностью появления но-
вых мутантных почвенных микроорганизмов при
накоплении этого гербицида в почве. Паракват
проявлял мутагенную активность в тесте Эймса
на тест-штаммах S. typhimurium [26] и увеличил
частоту мутаций устойчивости к стрептомицину
и прототрофности по аргинину у E. coli в аэроб-
ных условиях [27], а также индуцировал устойчи-
вость к 8-азагуанину и вызывал летальные рецес-
сивные повреждения ДНК у Aspergillus nidulans
[28]. Имеются противоречивые данные о способ-
ности параквата индуцировать SOS-ответ в клет-
ках E. coli [26, 29].

Целью настоящей работы является изучение
механизма токсического и генотоксического дей-
ствия параквата на бактерии с помощью lux-био-
сенсора E. coli и влияния антиоксидантов N-аце-
тилцистеина и глутатиона на его ДНК-поврежда-
ющую активность.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Химические соединения. Все использованные
химические вещества были аналитической чи-
стоты. Паракват (метилвиологен) был приобре-
тен у фирмы “Sigma Aldrich”, N-ацетилцистеин
(ACC) приобрели у компании “Serva” (Герма-
ния), глутатион восстановленный (GSH) был по-
лучен из фирмы “AppliChemGmbH” (Германия).
Все необходимые разведения веществ готовили ex
tempore.

Штаммы lux-биосенсоров. В работе использо-
вали два вида lux-биосенсоров, полученных на
основе штамма E. coli K12: MG1655 (pSoxS-lux) и
MG1655 (pKatG-lux). Lux-биосенсоры, использу-
емые в работе, получены путем трансформации в
бактерии E. coli K12 MG1655 биосенсорных плаз-
мид, которые содержат промоторы гена суперок-
сиддисмутазы soxS и гена каталазы katG, соеди-
ненную с lux-опероном Photorhabdus luminescens,
люминесцирующего прокариотического орга-
низма. Далее в тексте биосенсор с промотором ге-
на soxS будет обозначаться как pSoxS-lux, а био-
сенсор с промотором гена katG – как pKatG-lux.

Механизм работы биосенсора следующий. Ген
супероксиддисмутазы изначально находится в
состоянии с блокированным промотором. Су-
пероксид-анион, при образовании в клетке бак-
терий, реагирует с белком SoxR, который вслед-
ствие этого разблокирует промотор, в результате
чего lux-оперон транскрибируется и биосенсор
pSoxS-lux люминесцирует [29, 30]. Подобным же
образом выглядит механизм действия биосенсора
pKatG-lux. Пероксид водорода, при появлении в
клетке, в результате реакции с белком-активато-
ром приводит к разблокировке промотора, в ре-
зультате чего lux-оперон транскрибируется и био-
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сенсор pKatG-lux люминесцирует. Данная мето-
дика позволяет детектировать увеличение в
клетке концентрации перекиси водорода в случае
люминесцентного ответа pKatG-lux и концентра-
ции супероксид-аниона в случае люминесцент-
ного ответа pSoxS-lux. Биосенсоры предоставле-
ны Г.Б. Завильгельским и И.В. Мануховым (Гос-
НИИгенетика, Москва).

Условия культивирования биосенсоров. Инкуба-
ция и хранение бактериальных культур осуществ-
лялись с помощью сред LB (Луриа–Бертрани),
жидких и твердых, с добавлением агара. Среды со-
держали ампицилиин в концентрации 100 мкг/мл.
Опыты проводились на жидких культурах био-
сенсоров pKatG-lux и pSoxS-lux, после 12-часо-
вой инкубации при 37°С.

Детекция люминесцентного ответа биосенсоров.
Культуры биосенсоров pKatG-lux и pSoxS-lux, ин-
кубированные в течение 12 ч, разбавляли в свежей
жидкой среде LB, доводя содержание бактерий до
концентрации 107 кл/мл, и инкубировали при
37°C в течение 120 мин с аэрацией, до достижения
ранней экспоненциальной фазы. Далее культуры
переносили в 96-луночный планшет по 160 мкл в
каждую лунку. Ряд контрольного образца запол-
нялся дистиллированной водой по 40 мкл в лун-
ку, следующие же ряды лунок заполнялись по
20 мкл воды в каждую лунку и по 20 мкл различ-
ных разведений параквата. При рассмотрении
влияния антиоксидантов на действие параквата
вместо дистиллированной воды добавляли по
20 мкл в лунку раствора ацетилцистеина или вос-
становленного глутатиона. Далее культуры в за-
полненных планшетах культивировали течение
1.5 ч при 37°С в. Затем измеряли люминесцент-
ный ответ с помощью люминометра – микро-
планшетного ридера “StatFax 4400, Awareness
Technology Inc.” (США), где за единицу измере-
ния для люминесцентного ответа принимали
условные единицы светового потока (RLU). Вы-
шеперечисленные опыты проводились минимум
по 3 раза с восемью повторениями в каждом.

Определение выживаемости бактерий Esche-
richia coli. Для определения влияния исследуемых
веществ на выживаемость биосенсоров культуры
биосенсоров pKatG-lux и pSoxS-lux, инкубиро-
ванные в течение 12 ч, разбавляли в свежей жид-
кой среде LB, доводя содержание бактерий при-
близительно до концентрации 107 кл/мл. Затем
инкубировали при 37°C в течение 120 мин с аэра-
цией до достижения ранней экспоненциальной
фазы. По 200 мкл различных разведений параква-
та добавляли в 2 мл бактериальной жидкой куль-
туры. В опытах с использованием антиоксидан-
тов добавляли по 100 мкл различных разведений
ацетилцистеина и глутатиона. Далее обработан-
ную паракватом и антиоксидантами культуру
биосенсоров культивировали при 37°C в течение

1.5 ч. Затем инкубированную культуру биосенсо-
ров пошагово разбавляли в физиологическом
изотоническом растворе в 105 раз, и сеяли по
100 мкл из разных разбавлений на чашки Петри с
твердой средой LB. После 20 ч выращивания при
37°C подсчитывали число колониеобразующих
единиц (КОЕ), которое соответствует числу ко-
лоний.

Определение разрывов ДНК методом гель-элек-
трофореза. Ночные культуры биосенсоров pKatG-lux
и pSoxS-lux, инкубированные в течение 12 ч, раз-
бавляли в свежей жидкой среде LB, доводя содер-
жание бактерий приблизительно до концентра-
ции 107 кл/мл. Затем инкубировали при 37°C в те-
чение 120 мин с аэрацией до достижения ранней
экспоненциальной фазы. Далее по 1 мл различ-
ных разведений параквата и по 1 мл раствора глу-
татиона или ацетилцистеина добавляли в 8 мл
бактериальной культуры.

Затем культивировали бактерии с добавлен-
ными веществами в течение 1.5 ч при 37°C и после
центрифурирования отмывали изотоническим
физиологическим раствором. После очередного
центрифугирования и слива супернатанта рас-
творяли осадок пипетированием в 350 мкл лизи-
рующего раствора (0.1 ммоль/л ЭДТА, 0.5 моль/л
NaOH, 0.05% SDS). Далее выдерживали в лизиру-
ющем растворе в течение 1.5 ч при 37°C. Затем
35 мкл лизированной бактериальной культуры
добавляли в лунки агарозной пластины с содер-
жанием агарозы в геле, равным 1%, и содержани-
ем бромида этидия 10 мкл/100 мл. Маркерную
ДНК помещали в первую лунку в объеме 5 мкл.
Далее агарозную гелевую пластину устанавлива-
ли в ванночке для электрофореза, наполненной
буфером ТВЕ. Электрофорез проводили в тече-
ние 1.5 ч при 100 В. На последнем этапе с помо-
щью трансиллюминатора “Vilber Lourmat serial
N 10 102939” (Франция) осуществляли визуализа-
цию результата посредством флуоресценции
штрихов ДНК под действием УФ-излучения и
фотографировали.

Статистическая обработка. Полученные в хо-
де опытов данные были подвергнуты статистиче-
ской обработке с вычислением среднего значения
показателя и его ошибки. Значимость различий
средних значений вычисляли с помощью t-крите-
рия Стьюдента. Для вывода о статистической зна-
чимости различий полученных данных считали
достаточной вероятность ошибки p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты изучения люминесценции биосен-

соров pKatG-lux и pSoxS-lux в ответ на действие
параквата в концентрациях от 10–6 до 10–1 моль/л
в течение 90 мин приведены на рис. 1. Из пред-
ставленных данных следует, что паракват генери-
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рует в клетках E. coli супероксид анион-радикал и
пероксид водорода, регистрируемые по свечению
биосенсоров pSoxS-lux и pKatG-lux соответствен-
но. Максимальная индукция люминесценции у
биосенсоров наблюдалась в концентрации пара-
квата 10–2 моль/л. Тогда как в концентрации па-
раквата 10–1 моль/л регистрировали снижение
свечения биосенсоров, которое может быть свя-
зано с его токсичностью в результате индуциро-
ванного им окислительного стресса в бактериаль-
ных клетках.

Для определения связи интенсивности люми-
несцентного ответа с количеством жизнеспособных
бактерий была проведена серия экспериментов по
одновременному изучению люминесценции и вы-
живаемости бактерий биосенсора pSoxS-lux непо-
средственно в культивируемой суспензии в ячейках
планшета. Через 90 мин инкубации бактерий с па-
ракватом в концентрациях 10–2 и 10–1 моль/л сни-
мали данные по люминесцентному ответу. Затем
аликвоту бактерий 0.1 мл из ячеек поэтапно раз-
бавляли в 0.9%-ном растворе хлорида натрия и с

каждого разведения высевали по 0.1 мл на чашки
Петри с питательной средой LB. После 20 ч инку-
бации чашек при 37°С подсчитывали количество
выросших колоний. Для вычисления количества
жизнеспособных бактерий (КОЕ – колониеобра-
зующих единиц) в ячейках число колоний умно-
жали на 2 (в лунке 0.2 мл суспензии бактерий), за-
тем на степень разведения. Для определения ин-
тенсивности люминесценции биосенсора pSoxS-lux
в пересчете на 1000 жизнеспособных клеток
(КОЕ) был проведен следующий расчет. Показа-
тель интенсивности люминесцентного ответа
биосенсора при определенной концентрации па-
раквата делили на число КОЕ в лунке при этой
концентрации и умножали на 1000. Полученные
результаты приведены табл. 1.

Число жизнеспособных бактерий в лунках кон-
трольного варианта составило в среднем 4 × 107.
В вариантах с паракватом в концентрациях 0.01 и
0.1 моль/л количество жизнеспособных бактерий
снижалась в 4 и 400 раз соответственно.

Рис. 1. Зависимость люминесценции биосенсоров pKatG-lux и pSoxS-lux от концентрации параквата.
Fig. 1. Dependence of the luminescence of the pKatG-lux and pSoxS-lux biosensors on the paraquat concentration.
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Таблица 1. Зависимость интенсивности люминесцентного ответа и выживаемости клеток биосенсора pSoxS-lux
от концентрации параквата
Table 1. Dependence of the intensity of the luminescent response and cell survival of the pSoxS-lux biosensor on the para-
quat concentration

* Значимость отличий между результатами в вариантах с паракватом и контролем p < 0.001.

Вариант эксперимента Число КОЕ в лунке *
Люминесценция, в отн. ед.

в лунке на 1000 КОЕ

Контроль (вода) 4 × 107 5286 0.13

Паракват, 0.01 моль/л 1 × 107 43566 4.36

Паракват, 0.1 моль/л 1 × 105 11948 119.48
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В контрольном образце, не обработанном па-
ракватом, люминесценция 1000 клеток составля-
ла 0.13 единиц. Люминесценция 1000 клеток при
концентрации параквата 0.01 моль/л более чем в
30 раз превышала контрольную, составляя 4.36 еди-
ниц. Концентрация же параквата в 0.1 моль/л вы-
зывала люминесценцию 1000 клеток в 119.48 еди-
ниц. Это в 919 раз больше, чем у контрольного об-
разца, и в 27 раза больше, чем у образца с
концентрацией параквата 0.01 моль/л. Из этих
данных следует, что с увеличением концентрации
параквата часть бактерий гибнет, а в клетках жиз-
неспособных бактерий происходит усиление экс-
прессии гена супероксиддисмутазы в ответ на
увеличение концентрации супероксид анион-ра-
дикала, генерируемого паракватом.

Было проведено изучение влияния антиокси-
дантов N-ацетилцистеина (АСС) и восстановлен-
ного глутатиона (GSH) на интенсивность люми-
несценции биосенсоров pKatG-lux и pSoxS-lux,
индуцированной паракватом в концентрациях
0.01 и 0.1 моль/л. Результаты приведены на рис. 2
и 3. На всех графиках в качестве ошибки указано
SE. Над столбиками указаны р-значения при
сравнении с вариантом без антиоксиданта (кон-
троль). Антиоксиданты снижали интенсивность
люминесценции обоих биосенсоров, индуциро-
ванной паракватом в наиболее эффективной кон-
центрации 0.01 моль/л. В случае токсичной для
бактерий концентрации параквата 0.1 моль/л оба
антиоксиданта повышали интенсивность люми-
несценции биосенсоров. Это свидетельствует о
том, что снижение уровня люминесцентного от-
вета биосенсоров на паракват в концентрации
0.01 моль/л обусловлено инактивацией антиок-
сидантами супероксид-аниона и пероксида водо-
рода. В то же время снижение антиоксидантами
окислительного стресса в бактериальных клетках
приводит к увеличению их выживаемости при
высокой концентрации параквата, что и является
причиной увеличения уровня люминесценции.

Таким образом, нивелирование АСС и GSH
окислительного стресса в бактериальных клетках

приводит к разнонаправленным результатам:
снижению люминесцентного ответа биосенсоров
при концентрации параквата 0.01 моль/л и повы-
шению такого же ответа биосенсоров при токсич-
ной концентрации параквата (0.1 моль/л).

В случае биосенсора pSox-lux нами была про-
ведена количественная оценка выживаемости
бактерий в вариантах эксперимента: контроль,
паракват + АСС и паракват + GSH (табл. 2). Для
этого 0.1 мл суспензии бактерий из ячеек разво-
дили до 10–5, 10–4 и 10–3 и по 0.1 мл из разведений
высевали на чашки Петри с питательным агаром.
Через 20 ч инкубации подсчитывали число вы-
росших колоний. Для вычисления количества
жизнеспособных бактерий (КОЕ – колониеобра-
зующих единиц) в 0.1 мл суспензии умножали на
степень разведения. В контроле АСС и GSH не
влияли на жизнеспособность бактерий E. coli –
концентрация бактерий составила 2 × 107 КОЕ.
В опыте антиоксидант + паракват в концентра-
ции 0.01 моль/л АСС и GSH увеличивали число
КОЕ почти в 4 раза с 5 × 106 до 1.9 × 107

, т.е. до
контрольного уровня. В опыте с паракватом в
концентрации 0.1 моль/л число КОЕ составило
5.3 × 104, т.е. выживаемость бактерий была в 100 раз
ниже, чем в случае его концентрации 0.01 моль/л.
Добавление АСС и GSH в концентрации 0.01 моль/л
увеличивало число жизнеспособных бактерий до
1.2 × 106 КОЕ, что почти в 20 раз превышает число
КОЕ. При этом АЦЦ и GSH увеличивали число
КОЕ в равной степени.

Для выяснения способности параквата инду-
цировать повреждения в ДНК (разрывы) бакте-
рий биосенсора pSoxS-lux и влияния антиокси-
дантов на его генотоксичность был использован
метод гель-электрофореза. Использовали пара-
кват в концентрации 0.1 моль/л и АСС и GSH в
концентрациях 0.01 и 0.001 моль/л. Степень по-
врежденности ДНК определяли по количеству
ДНК, двигающейся в сторону анода в агарозном
геле (рис. 4). Паракват показал слабую геноток-
сичность (дорожка 7). Антиоксиданты в концен-

Таблица 2. Влияние антиоксидантов АСС и GSH в концентрации 0.01 моль/л на жизнеспособность бактерий
биосенсора pSoxS-lux, обработанных паракватом (0.01 моль/л и 0.1 моль/л)
Table 2. Effect of N-acetylcysteine (ACC) and reduced glutathione (GSH) at a concentration of 0.01 mol/L on the viability
of bacteria of the pSoxS-lux biosensor treated with paraquat (0.01 mol/l and 0.1 mol/l)

*Числа КОЕ показывают количество бактерий в 0.1 мл аликвоты, перенесенной на чашки Петри из разведений 10–5, 10–4 и
10–3 культуры.
**Значимость отличий между результатами в вариантах с паракватом и контролем p < 0.001.

Паракват, моль/л
Число КОЕ в 0.1 мл*

Контроль** GSH 0.01 моль/л АСС 0.01 моль/л

Контроль (вода) 2 × 107 2 × 107 1.9 × 107

Паракват, 0.01 5.1 × 106 1.9 × 107 1.9 × 107

Паракват, 0.1 5.3 × 104 1.2 × 106 1.0 × 106
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трации 0.001 моль/л не оказали заметного влия-
ния на степень генотоксичности параквата (до-
рожки 5 и 6), однако они эффективно снижали
фрагментацию ДНК паракватом в концентрации
0.01 моль/л (дорожки 3 и 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
Повреждение ДНК свободными радикалами

может произойти в результате воздействия иони-
зирующего излучения или химических радиоми-
метиков. Изучение радиомиметического эффекта
параквата на клеточной линии V79 как отдельно,
так и в сочетании с воздействием облучения по-
казало, что летальное действие на клетки зависит
от его концентрации, и при нетоксичных концен-
трациях паракват проявляет себя как радиосенси-
билизатор до и во время облучения клеток [31].

Среди химических радиомиметиков особое
место занимают блеомицин, неокарциностатин и
другие цитостатики. Образуемые блеомицином
свободные радикалы индуцируют двухцепочеч-
ные разрывы в ДНК, вызывают хромосомные
аберрации в клеточных культурах, из которых от
60 до 70% являются дицентрическими хромосо-
мами [32].

В настоящей работе использовали биосенсоры
pSoxS-lux и pKatG-lux, которые несут рекомби-
нантную плазмиду, содержащую промоторы гена
супероксиддисмутазы soxS и гена каталазы katG,
соединенную с lux-опероном Photorhabdus lumi-
nescen. Изначально в бактериальной клетке про-
моторы генов супероксиддисмутазы и каталазы
находятся в блокированном состоянии. При уве-
личении концентрации супероксида или перокси-

Рис. 2. Влияние N-ацетилцистеина (АСС) (а) и восстановленного глутатиона (GSH) (б) на люминесцентный ответ
pKatG-lux на паракват в условных единицах светового потока.
Fig. 2. Effect of N-acetylcysteine (ACC) (a) and reduced glutathione (GSH) (b) on the luminescent response of pKatG-lux to
paraquat in arbitrary units of luminous f lux.
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да выше физиологического уровня они вступают в
реакцию с соответствующими белками-активато-
рами и происходит разблокировка промоторов, в
результате чего lux-оперон транскрибируется и
биосенсоры pSoxS-lux люминесцируют. Таким
образом, lux-биосенсоры позволяют детектиро-
вать увеличение в клетке концентрации перекиси
водорода в случае люминесцентного ответа
pKatG-lux и концентрации супероксид-аниона в
случае люминесцентного ответа pSoxS-lux.

Изучение зависимости интенсивности люми-
несцентного ответа и выживаемости клеток био-
сенсора pSoxS-lux от концентрации параквата
показало, что с увеличением концентрации пара-
квата часть бактерий гибнет, а в клетках жизне-
способных бактерий происходит усиление экс-
прессии гена супероксиддисмутазы. Например,
интенсивность люминесценции биосенсора

pSoxS-lux при пересчете на 1000 жизнеспособных
бактерий в концентрации параквата 0.1 моль/л
составила 119.48 условных единиц, что в 919 раз
больше, чем у контрольного образца, и в 27 раза
больше, чем у образца, обработанного параква-
том в концентрации 0.01 моль/л (табл. 1). Подоб-
ный феномен ранее нами был описан при изуче-
нии генотоксичности диоксидина с помощью
биосенсора pColD-lux – высокие концентрации
этого препарата приводили к гибели части бакте-
рий, а у выживших бактерий усиливалась интен-
сивность SOS-репарации ДНК [33].

Антиоксидантная система, включающая су-
пероксиддисмутазу и каталазу, защищает орга-
низм от токсического действия избыточных кон-
центраций супероксидного анион-радикала и
перекиси водорода. Она в нормальных физиоло-
гических условиях поддерживает минимальный

Рис. 3. Влияние N-ацетилцистеина (АСС) (а) и восстановленного глутатиона (GSH) (б) на люминесцентный ответ
pKatG-lux на паракват в условных единицах светового потока.
Fig. 3. Effect of N-acetylcysteine (ACC) (a) and reduced glutathione (GSH) (b) on the luminescent response of pSoxS-lux to
paraquat in arbitrary units of luminous f lux (the concentrations of substances in the wells of the plate are given).
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(<50 мкмоль/л) контролируемый уровень су-
пероксида и пероксида водорода, необходимого
для осуществления многих клеточных процессов
[34]. В случае увеличения концентраций суперок-
сида и перекиси водорода в клетках выше физио-
логически необходимого уровня происходит раз-
витие оксидативного стресса, приводящего к ци-
токсическим и генотоксическим последствиям.

Антиоксиданты N-ацетилцистеин и восста-
новленный глутатион снижали интенсивность
люминесцентного ответа обоих биосенсоров на
паракват концентрации 0.01 моль/л. Это свиде-
тельствует о том, что антиоксиданты снижают
внутриклеточную концентрацию супероксида и
пероксида водорода, генерированных параква-
том в клетке. В случае токсичной концентрации
параквата 0.1 моль/л антиоксиданты, наоборот,
повышали интенсивность люминесценции био-
сенсоров. Это указывает на то, что антиоксидан-
ты повышают выживаемость бактерий, что и при-
водит к увеличению количества люминесцирую-
щих бактерий. Это предположение получило
подтверждение, при одновременном определе-
нии люминесценции и выживаемости бактерий,

путем учета КОЕ. Например, паракват в концен-
трации 0.1 моль/л вызывал люминесценцию
1000 клеток биосенсора pSoxS-lux в 919 раз боль-
ше, чем у контрольного образца, и в 27 раза боль-
ше, чем у образца, с концентрацией параквата
0.01 моль/л (табл. 2).

Гель-электрофорез ДНК, выделенной из кле-
ток биосенсора pSoxS-lux, обработанных пара-
кватом в концентрации 0.1 моль/л, показал, что
антиоксиданты в концентрации 0.001 моль/л не
снижают степень поврежденности ДНК, тогда
как в концентрации 0.01 моль/л снижают ее по-
чти до уровня контрольного образца ДНК (рис. 4).
В целом гель-электрофорез ДНК бактерий пока-
зал, что паракват является слабым генотоксикан-
том, вызывающим разрывы ДНК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Показана токсичность параквата для бактерий

E. coli, его способность генерировать в бактери-
альной клетке супероксид анион-радикал и пе-
роксид водорода, а также способность повре-
ждать ДНК бактерий. Впервые выявлен феномен
усиления экспрессии гена супероксиддисмутазы
почти в 1000 раз в клетках жизнеспособных бакте-
рий при токсичной концентрации параквата,
приводящей к снижению выживаемости бакте-
рий в 400 раз. Антиоксиданты АСС и GSH снижа-
ли генотоксические и цитотоксические эффекты
параквата, а также интенсивность генерации им
оксидативных соединений, таких как суперок-
сид-анион и перекись водорода.
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Genotoxic Effect of Paraquat Radiomimetic on Escherichia coli Bacteria
E. A. Machigova, E. V. Igoninaa, D. V. Sviridovaa, A. V. Rubanovicha, and S. K. Abileva,b,#

aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow 117971, Russia
bLomonosov Moscow State University, Moscow 119234, Russia

#E-mail: abilev@vigg.ru

Paraquat at a concentration of 0.01 mol/L caused the most intense luminescence of E. coli pSoxS-lux and
E. coli pKatG-lux biosensors, which indicates the formation of superoxide anion radical (О2–) and hydrogen
peroxide (Н2О2) in bacterial cells, respectively. At a paraquat concentration of 0.1 mol/L, a decrease in the
intensity of luminescence of biosensors was observed, which was associated with a decrease in the survival of
bacteria from 4 × 107 in the control to 1x105 in the experiment of colony-forming units (CFU). As a result of
recalculating the luminescence intensity index per 1000 CFU, a sharp increase in the expression of the super-
oxide dismutase gene from 0.13 in the control to 4.36 and 119 conventional units at paraquat concentrations
of 0.01 mol/L and 0.1 mol/L, respectively, was shown. The antioxidants glutathione and N-acetylcysteine re-
duced the concentration of free radicals generated by paraquat in cells and increased bacterial survival. The
method of gel electrophoresis revealed the DNA-damaging ability of paraquat, the severity of which depends
on both its concentration and the concentration of antioxidants.

Keywords: paraquat, superoxide radical anion, hydrogen peroxide, biosensors, Esherichia coli, antioxidants,
bacterial survival, DNA fragmentation, electrophoresis
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