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Проблемы эпидемиологии и микробиологии

В. Н. НИКАНДРОВ

ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ 
ОСОБЕННОСТИ И МОЛЕКУЛЯРНЫЕ 
МЕХАНИЗМЫ ПАТОГЕННОСТИ 
КОРИНЕБАКТЕРИЙ: НОВЫЕ АСПЕКТЫ 
ПРОБЛЕМЫ

НИИ эпидемиологии и микробиологии Минздрава 
Республики Беларусь

Несмотря на достигнутые в прошлом столетии успехи 
в профилактике и лечении дифтерии, в 90-е годы имела 
место вспышка данного заболевания. Начавшаяся в Рос­
сии еще в 1990 г. дифтерия распространилась на 15 стран 
Восточной Европы, включая Беларусь. Летальность при 
этом достигала 10%. Такая ситуация, по мнению специа­
листов, вызвана не только плохой иммунизацией детей, 
ослаблением прививочного иммунитета у взрослых, воз­
росшей миграцией населения (данным факторам обыч­
но придается основное значение), но и изменениями 
биологии возбудителя [26].

Принятые меры по вакцинации населения способство­
вали резкому снижению заболеваемости вплоть до уров­
ня, предшествовавшего указанной ситуации. Однако нет 
полной гарантии, что вспышка заболевания не повторит­
ся вновь.

Это заставляет снова обращаться к особенностям фи­
зиологии и биохимии коринебактерий и родственных мик­
роорганизмов, специфике молекулярных механизмов 
патогенности возбудителя, что лежит в основе разработ­
ки и дальнейшего совершенствования эффективных 
средств профилактики, диагностики и лечения дифтерии.

Несмотря на кажущуюся стабильную ситуацию, акту­

альность этой проблемы подтверждается целым рядом 
новых взглядов на биологию коринебактерий. В частно­
сти, обнаружена способность к продукции дифтерийного 
токсина (ДТ) так называемыми дифтероидами [3, 28]. 
Сообщено о способности не токсигенных (то есть не об­
разующих ДТ) штаммов коринебактерий, а их инвазивных 
клонов вызывать заболевания, в частности эндокардиты 
[22]. Считавшийся «нормальным обитателем» ноздрей и 
кожи Corynebacterium striatum также при иммунодефи­
цитных состояниях вызывает заболевания, причем начи­
ная с 1980 г. количество сообщений об этом растет [27]. 
Так, из 65 зафиксированных в Швейцарии случаев забо­
левания, вызванного Фгим микроорганизмом, в 10 были 
поражены респираторные пути, в 13 — развилась бакте­
риемия, в 9 — эндокардиты, а 6 случаев закончились ле­
тально [21].

Анализ изолятов коринебактерий, выделенных в Рос­
сии и Украине, свидетельствует о резистентности штам­
мов к препаратам антимикробного действия: эритроми­
цину или линкомицину (11,5% штаммов), триметоприму 
(8,5% штаммов) — и даже к нескольким лекарственным 
средствам: бензилпенициллину, ампициллину, оксацил­
лину, хлорамфениколу, эритромицину, линкомицину, три­
метоприму, нитроксолину [1]. Исследования процесса ток- 
синообразования при культивировании микроорганизмов 
на жидких средах выявили появление нескольких вари­
антов ДТ (то есть его молекулярную гетерогенность), ве­
роятнее всего, обусловленное постсинтетическим процес­
сингом белка токсина [17]. Подобная гетерогенность ток­
сина сопряжена с неполной нейтрализацией его анти­
телами, а неполностью нейтрализованные комплексы 
«антиген-антитело» проникают в клетку, вызывая ее ги­
бель [15].

До настоящего времени основным средством специ­
фической профилактики дифтерии остается иммуниза­
ция инактивированным ДТ — анатоксином.
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Несомненно, что ДТ — главенствующий фактор разви­

тия специфического дифтеритического воспаления и наи­
более мощный «инструмент агрессии». Это белок моле­
кулярной массой 59—60 кДа, лишенный небелковых ком­
понентов, включающий 535 аминокислотных остатков. Зре­
лый ДТ — гетеродимер, состоящий из соединенных S—S- 
и нековалентными связями субъединиц 21—24 кДа и 34— 
38 кДа. В структуре токсина выделяют 3 домена. Значение 
белка для продуцента остается неясным. Недостаточно 
выясненными остаются также вопросы о других факторах 
патогенности коринебактерий и о механизмах токсичес­
кого действия самого ДТ.

Относительно второго вопроса наиболее распростра­
нена точка зрения о блокаде токсином синтеза белка в 
клетке путем необратимого ADP-рибозилирования одно­
го из факторов элонгации (EF-2). Причем 1 молекула А- 
фрагмента ДТ (носителя каталитического центра рибози- 
лирования) in vitro способна вызвать модификацию 2000 
молекул EF-2 в минуту. Поскольку клетка содержит 6-Ю6 
молекул EF-2, а гибель ее вызывает проникновение даже 
1 молекулы A-фрагмента ДТ, полагают, что для полной 
остановки синтеза белка требуется 30 ч [20].

Альтернативное мнение считает эту гипотезу мало обо­
снованной на основании учета количества рибосом в клет­
ке, скорости биосинтеза молекул EF-2 и кинетики их инак­
тивации в ходе катализируемого ДТ ADP-рибозилирова­
ния [9]. К тому же действие ДТ на клетку проявляется в 
более низких концентрациях, чем на синтез белка в бес­
клеточных системах: разница концентраций составляет 
10э[9].

Вместе с тем, доказано присутствие во фрагменте А 
активного центра, катализирующего ДНК-азную реакцию. 
Эта активность проявляется даже в хорошо очищенных 
образцах ДТ [23]. Неотделимая от ДТ ДНК-аза способна 
вызывать гибель животных и культур клеток [9]. Причем ДТ 
не активирует собственные ДНК-азы клетки, но результа­
том его действия является характерная «лестничная» 
интернуклеосомная деградация ДНК, предшествующая 
цитолизу. Поэтому считают, что посредством ДНК-азной 
активности ДТ «запускает» апоптоз клетки, отличающийся 
от общей модели такового отсутствием необходимости в 
активации собственных эндонуклеаз клетки [18].

Анализ приведенных данных литературы достаточно 
четко показал, что механизм летального действия ДТ окон­
чательно не выяснен.

В связи с возникшей в Республике Беларусь эпидситу- 
ацией и необходимостью проработки ряда особенностей 
свойств ДТ в лаборатории биохимии НИИ эпидемиологии 
и микробиологии в рамках программы «Инфекционные 
болезни» в 1996—1997 гг. были получены на основе био­
синтеза токсина штаммом PW-8 на бульоне Лингуда, обо­
гащенном мальтозой и сульфатом закиси железа, образ­
цы сырья для выделения ДТ, а также разработаны при­
емы выделения очищенного токсина. Получены его об­
разцы молекулярной массой 62 кДа, имеющие электро­
форетическую гомогенность >90% и токсичность на моно- 
слойной культуре фибробластов куриных эмбрионов LD50 
1,3 нг/мл [14]. Кроме того, разработана инструкция по из­
готовлению и контролю нативного дифтерийного гистоток­
сина.

Проведенные исследования функциональных свойств 
молекулы ДТ выявили три принципиально новых момен­
та [7, 9].

1. Одним из характерных свойств ДТ, пока еще недо­
статочно изученных, является необъяснимая устойчивость 

к действию протеиназ. В то же время, будучи синтезиро­
ванным в виде пробелка, токсин «созревает» в процессе 
ограниченного протеолиза. Казалось бы, существование 
широкого арсенала внутриклеточных протеолитических 
энзимов различного типа и субстратной специфичности 
должно обеспечивать расщепление такого чужеродного 
белка. Однако этого не происходит. Частично устойчивость 
ДТ обусловлена связыванием им нуклеотидов [9].

Методом лизиса фибриновых пластин установлено, что 
ДТ подавляет активность химотрипсина и папаина на 45 и 
36% соответственно [7, 9]. Следовательно, он способен 
действовать как ингибитор протеолиза. Учитывая, что мно­
гие внутриклеточные протеиназы подобно папаину явля­
ются цистеиновыми, выяснена еще одна возможная при­
чина необычайной устойчивости ДТ к действию протеоли­
тических энзимов. Специально проведенные эксперимен­
ты показали, что полученные образцы ДТ не обладали 
собственной протеолитической активностью в тесте лизи­
са фибриновых пластин.

2. Полученные образцы ДТ не проявляли плазминоген- 
активаторные качества в отношении прочно сорбирован­
ного на фибрине плазминогена. Вместе с тем, на образ­
цах растворимого плазминогена зафиксирована медлен­
ная трансформация его в активную протеиназу. Этот про­
цесс усиливался в присутствии 0,001 М аденозиндифос­
фата.

3. Наиболее примечательна обнаруженная способ­
ность ДТ генерировать супероксидный радикал и, по-ви­
димому, резко ускорять его трасформацию.

В тесте окисления адреналина, как показали прове­
денные расчеты, в пересчете на 1 М токсина скорость 
образования супероксидного радикала не превышает 
0,07 М/мин’1. Это принципиально не отличается от супе- 
роксидгенерирующей способности плазминогена челове­
ка — 0,12 М/мин'1 [7, 9]. В этом плане заслуживает особого 
внимания сообщение о том, что токсин сильно активирует 
генерирование супероксидных радикалов гранулоцитами, 
причем человеческие клетки и клетки грызунов имеют сход­
ную чувствительность [24].

Кроме того, в системе NADH-феназинметасульфат (ге­
нерирующей супероксидный радикал) ДТ способен резко 
ускорять восстановление специфического акцептора («ло­
вушки радикала») — нитротетразолиевого синего (НСТ). 
Данное свойство токсина зависит от нескольких условий, 
одно из них — присутствие ионов фосфата. В этом случае 
ускорение редукции НСТ, катализируемое дифтерийным 
токсином, значительно демонстративнее. Замена фос­
фатного буфера трис-НСІ (или пирофосфатным) препят­
ствовала проявлению указанного свойства токсина. Более 
того, при pH 8,5 такая замена растворителя сопровожда­
лась небольшим (до 30%) угнетением восстановления 
НСТ в присутствии данного протеина.

Исследованиями последних лет доказана важная 
роль активации процессов перекисного окисления ли­
пидов в патогенезе дифтерии, особенно ее тяжелых и 
осложненных форм [4]. Это согласуется со способнос­
тью ДТ генерировать и конвергировать супероксидные 
радикалы.

Более того, в экспериментах на постмитохондриаль­
ной фракции гомогенов печени крыс при инициации пе­
рекисного окисления системой Ре2*-аскорбат в случае 
предварительной индукции микросомальных моноокси­
геназных систем фенобарбиталом добавка ДТ в концент­
рации 0,1 или 1,0 мкг/л вызвала рост накопления малоно­
вого диальдегида на 20 и 36% соответственно [9].
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Уже эти факты позволяют по-новому осмыслить неко­
торые звенья патогенеза дифтерии. Однако патогенные 
свойства коринебактерий, по-видимому, не исчерпывают­
ся лишь способностью продуцировать ДТ.

Известно, что коринебактерий синтезируют внеклеточ­
ные РНК-азы и ДНК-азы. В настоящее время вряд ли оп­
равдано отношение к этим энзимам как к «безобидным» 
для организма человека и животных. Установлено, что 
микробные эндонуклеазы обладают выраженным биоло­
гическим действием, опосредуемым, вероятно, рецепто­
рами РНК-аз на плазматических мембранах ряда клеток 
[5]. РНК-аза способна входить в состав тканевых белко­
вых комплексов, обладающих значительной биологичес­
кой активностью [16]. Между тем, вопрос о роли нуклеаз в 
патогенном действии микроорганизмов далек от ясности.

У ряда штаммов коринебактерий выявлено образова­
ние гиалуронидазы и нейраминидазы [6, 25]. Сообщения 
прошлых лет [6] свидетельствуют о том, что примесь гиа­
луронидазы в образцах ДТ обусловливала в эксперимен­
тах на животных развитие выраженных отеков с последу­
ющими параличами, что не характерно для самого ДТ.

Недавно у коринебактерий дифтерии обнаружена гем- 
оксигеназа — энзим 25 кДа, катализирующий деградацию 
гема до биливердина IX а и СО [19, 28]. Высказано пред­
положение о связи этого энзима с патогенностью проду­
цента.

При культивировании клетки коринебактерий способ­
ны накапливать внеклеточные протеиназы. Их роль в па­
тогенезе дифтерии до сих пор остается недостаточно яс­
ной. Проводимые в этом плане исследования показали, 
что на питательных средах сложного состава токсиген- 
ные и нетоксигенные штаммы коринебактерий образуют 
внеклеточные протеиназы в зависимости от используе­
мой среды, штамма и фазы развития микробной популя­
ции [11]. Более того, коринебактерий, по-видимому, син­
тезируют набор протеиназ. Это проявляется в различной 
динамике уровня активности при использовании ряда 
белковых субстратов (казеина, гемоглобина, фибрина, 
сывороточного альбумина, фибриногена и др.), а также в 
чувствительности протеолитической активности, опреде­
ляемой по расщеплению конкретного белка, к разнооб­
разным ингибиторам, нуклеотидам, ионам металлов и т. 
д. [11, 13]. Судя по резкому угнетению протеолитической 
активности р-хлормеркурибензоатом, ионами Нд2*, о-фе- 
нантролином и этилендиаминтетраацетатом, в расщеп­
лении ряда белков участвуют металлопротеиназы, имею­
щие сульфгидрильные группы, или цистеиновые метал­
лопротеиназы (протеиназы многих микроорганизмов ос­
таются слабо изученными, систематика их не ясна). Вме­
сте с тем в ряде случаев именно у высокотоксигенного 
штамма PW-8 выявлена наиболее высокая активность 
внеклеточных протеиназ, которые, пожалуй, единствен­
ные из исследованных штаммов, были способны расщеп­
лять фибрин [11].

В настоящее время известно, что протеолитическое 
расщепление белков ведет в целом ряде случаев к обра­
зованию биологически активных субстанций типа олиго- 
и полипептидов, способных оказывать при поступлении в 
кровоток общее воздействие на органы и системы орга­
низма, а также непосредственно влиять на функции кле­
ток и тканей вблизи очага инициации протеолиза.

В ходе анализа протеолитической активности бульон­
ных культур коринебактерий обнаружено, что неинокули- 
рованные питательные среды (бульоны Лингуда и Марте­
на), содержащие панкреатические гидролизаты или ав­

толизаты животных тканей, а также дрожжевых клеток, 
обладают собственной энзиматической активностью: про­
теолитической, эндонуклеазной, антиоксидантными свой­
ствами [10, 12]. И это несмотря на достаточно жесткие 
условия их приготовления: кипячение, автоклавирование 
в течение 30 мин при 120°С. Данный аспект сам по себе 
заслуживает пристального внимания и проработки, по­
скольку появляется новый подход к стандартизации и кон­
тролю качества подобных питательных сред, а также не­
обходимость анализа влияния собственной энзиматичес­
кой активности питательных сред на физиологические 
свойства культивируемых микроорганизмов.

При культивировании на вышеназванных средах ко­
ринебактерий собственная фибринолитическая актив­
ность сред в первые сутки резко снижалась [11]. Это 
навело на мысль, что клетки микробных популяций спо­
собны секретировать ингибиторы отдельных протеиназ. 
Дальнейшие углубленные исследования позволили 
выделить из супернатантов жидкости бульонных куль­
тур штамма PW-8 белковые фракции, по сути представ­
лявшие собой эффекторы ряда протеиназ (трипсина, 
химотрипсина, плазмина, субтилизина, папаина, пеп­
сина) и активаторов плазминогена (стрептокиназы, тка­
невого активатора, р- или у-субъединиц фактора роста 
нервов) [8]. Роль продуцируемых в клетках и тканях раз­
личных организмов белков ингибиторов до сих пор не 
изучена. Однако с известной оговоркой можно рассмат­
ривать подобные субстанции и как один из потенциаль­
ных факторов патогенности микроорганизмов, в част­
ности коринебактерий.

Исследованиями прежних лет была показана способ­
ность коринебактерий вырабатывать так называемый дер- 
монекротизин (белок 6,5—8,7 s, серологически неиден­
тичный ДТ, но нейтрализуемый на кроликах моноспеци- 
фической сывороткой к нему), а также гемолизин, лизиру­
ющий эритроциты морской свинки, кролика и барана, тер­
мостабильный, ингибируемый цистеином и тиогликоля- 
том [2]. Корреляции между образованием ДТ и этих двух 
факторов не найдено.

Таким образом, коринебактерий и родственные мик­
роорганизмы, по-видимому, обладают более обширным 
арсеналом способов воздействия на организм, чем при­
нято считать, причем этот арсенал не ограничивается ДТ. 
Механизм летального действия последнего, судя по по­
лученным фактам, более сложен, включает несколько 
компонентов и не ограничивается блокадой биосинтеза 
белков в клетке. Изложенные в настоящей статье матери­
алы исследований лаборатории биохимии НИИ эпиде­
миологии и микробиологии раскрывают принципиально 
новые свойства ДТ, ранее неизвестные стороны метабо­
лизма коринебактерий (особенности образования про­
теиназ, эндонуклеаз, белковых эффекторов протеолити­
ческих реакций), что открывает реальные перспективы для 
дальнейших разработок ряда проблем, связанных с про­
филактикой, диагностикой и лечением заболеваний, вы­
зываемых коринебактериями.

ЛИТЕРАТУРА

1. ГладинД. П., Козлова Н. С., Зайцева Т. К. и др. //Антибио­
тики и химиотерапия.— 1999.— N 5.— С. 17—21.

2. Давлин М. В., Фиш Н. Г. Белковые токсины микробов.— М., 
1980.

3. Демиховская Е. В. //Мікробіологічний журн.— 1999.— Т. 61, 
N 4.— С. 81—89.



ЗДРАВООХРАНЕНИЕ 10Z2004
— V " -у.. v "" ...МІІІ1ІІГУ; 4: 4<-<yo»M«w" эпидемиологииимикробиологии x

4. Дубинская Г. M., Изюмская О. М., Кривенко Л. Л. и др. // 
Лабораторная диагностика.— 2000.— N 2.— С. 9—15.

5. Куриненко Б. М. Механизмы биологического действия РНК­
азы Вас. intermedius и возможные области ее практического 
применения: Автореф. due. ... д-ра биол. наук.— М., 1988.

6. Мельников Н. И., Мельников В. Н„ Гимранов М. Г. «Фер­
менты патогенности» и токсины бактерий.— М., 1969.

7. Никандров В. Н., Пыжова Н. С. //Известия НАН Беларуси. 
Серия мед.-биол. наук.— 2003.— N З,— С. 75—89.

8. Никандров В. Н., Пыжова Н. С. //Проблемы инфекционной 
патологии XX! века.— Минск, 2004.— С. 254—270.

9. Никандров В. Н„ Пыжова Н. С., Малевич Т. М. и др. // Ин­
фекция и иммунитет: Материалы республиканской науч.-практ. 
конф., посвященной 75-летию БелНИИЭМ.— Минск, 1999.— 
С. 161—176.

10. Никандров В. Н., Пыжова Н. С., Шатило Н. Л. //Достиже­
ния медицинской науки Беларуси: Рецензир. науч.-практ. еже­
годник.— Минск, 2003.— Выл. V///.— С. 59—60.

11. Никандров В. Н., Пыжова Н. С., Шатило Н. Л. //Роль ант­
ропогенных и природных патогенов в формировании инфекци­
онных и неинфекционных болезней человека. Медико-экологи­
ческие аспекты проблемы: Материалы междунар. конф.— 
Минск.— 2002 — С. 326—342.

12. Никандров В. Н., Пыжова Н. С., Шатило Н. Л. //Современ­
ное состояние и перспективы развития микробиологии и био­
технологии: Материалы междунар. конф.— Минск, 2004.— 
С. 89—91.

13. Никандров В. Н., Пыжова Н. С., Шатило Н. Л. // Там же.— 
С. 100—102.

14. Накандров В. Н., Пыжова Н. С., Шатило Н. Л., Мурашко
О. Н. // Современные проблемы инфекционной патологии чело­
века (эпидемиология, клиника, микробиология, вирусология, им­
мунология): Тез. докл. I итоговой научн.-практ. конф.—Минск,
1998. — С. 490—491.

15. Стопчанская А. Г., Винник В. Д„ Пархоменко Н. В. и др. // 
Журн. Акад. мед. наук України.— 2000.— N 2.— С. 405—411.

16. Хмара М. Е., Никандров В. Н. //Доклады НАН Беларуси.—
1999. — Т. 43, N 2 — С. 68—71.

17. Щетинина В. М., Шинкаренко А. О., Москаленко В. М. и др. 
//Мікробіологічний журн.— 1997.— Т. 59, N 1.— С. 65—70.

18. Chang М. Р., Baldwin R. L, Bruce С., Wisnieski В. J. // 
Science.— 1989.— Vol. 246.— Р. 1165—1168.

19. Chu G. C. //J. Struct. Biol.— 1999.— Vol. 126, N 2.—P. 171— 
174.

20. Falnes P. O., Olsnes S. // EMBO J.— 1998.— Vol. 17.—
P. 615—625.

21. Gubler J., Huber-Schneider Ch., Gruner E., Altwegg M. //Clin. 
Infect. Dis.— 1998.— N 5.— P. 1295—1298.

2Z Hogg G. G., Strachan J. E., Huiayi L et al. //Med. J. Austr.— 
1996.— Vol. 164, N Z— P. 72—75.

23. Lessnick S., Luszak L, Bruce C. etal. //J. Bacteriol.—199Z— 
Vol. 174, N 6,— P. 2032—2038.

24. MookeijeeB. K., Kanegasaki S., Kato I.//Dev. Comp. Inmunol.— 
1982.— Vol. 6, N 1,— P. 161—170.

25. Moriyama T., Barksdale L. //J. Bacteriol.— 1967.— Vol. 94, 
N5.— P. 1565—1581.

26. Nakao H., Pruckler J. M., Mazurova I. K. et al. // J. Clin. 
Microbiol.— 1996.— N 7.— P. 1711—1716.

27. Weiss K., Labbe A. C., Laverdiere M. // Clin. Infect. Dis. — 
1996.— N 6,— P. 1246—1248.

28. Wong T. P., Groman N. // Infect. Immun.— 1984.— Vol. 43, 
N3.— P. 1114—1116.

PHYSIOLOGICAL, BIOCHEMICAL PECULIARITIES OF 
CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE AND MOLECULAR 
MECHANISMS OF ITS PATHOGENECITY: NEW ASPECTS OF 
PROBLEM

V. N. Nikandrov

The results of own researches of diphtheriae toxin molecule functional 
properties (new properties were discovered) and of biosythhesis of 
proteinases and endonucleases by Corynebacterium diphtheriae toxigenic 
and non-toxigenic strains are generalized. The information on the role of 
non-toxigenic Corynebacterium diphtheriae strains and of the related 
microorganisms in the infectional pathology is analysed. A pathways of 
lethal effect of diphtheria toxin, the pathogenicity mechanisms of 
Corynebacteria independent of this toxin are discussed.
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