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Аннотация
В рамках современной микробиологической парадигмы колонии генетически идентичных микроорганиз-
мов рассматриваются как биосоциальные системы, состоящие из нескольких гетерогенных клональных 
кластеров клеток (фенотипов бактерий), которые по-разному реагируют на изменения в окружающей сре-
де. За последние десятилетия фенотипическая гетерогенность обнаружена во всех изогенных популяциях 
патогенных бактерий. Она обеспечивает избирательное преимущество клеточных фенотипов при измене-
ниях физико-химических параметров среды обитания и конкурентном взаимодействии с другими микро-
организмами. Установлено, что данной адаптационной стратегией бактерий управляют разнообразные 
механизмы вне- и внутриклеточного генеза. Гетерогенность в бактериальных сообществах имеет большое 
значение для выживания патогенных бактерий в организме-хозяине, прогрессирования и персистенции 
инфекций, а также снижения эффективности антибиотикотерапии. Современный спектр аналитических 
инструментов для изучения клеточного фенотипирования представлен как методами оптической визуа-
лизации и качественной структурной характеристики одиночных клеток, так и омиксными технологиями 
количественного анализа и мониторинга молекулярных внутриклеточных процессов. Эти разнообразные 
инструменты позволяют не только выявлять и модулировать фенотипическую гетерогенность в изогенных 
популяциях бактерий, но и оценивать функциональную значимость клеточных фенотипов для развития 
инфекционного процесса. Целью обзора является интеграция современных представлений о гетерогенно-
сти в изогенных популяциях бактерий с акцентом на представлении современных аналитических техноло-
гий оценки и мониторинга фенотипирования одиночных клеток.

Ключевые слова: бактерии, изогенные популяции, фенотипическая гетерогенность, клеточное фе-
нотипирование, современные технологии, одиночные клетки

Финансирование. Работа выполнена в рамках государственного задания по теме НИР № 0545-2019-0007  
«Молекулярные механизмы образования устойчивых некультивируемых форм бактерий». 
Для цитирования: Андрюков Б.Г., Тимченко Н.Ф., Ляпун И.Н., Бынина М.П., Матосова Е.В. Гетерогенность в 
изогенных популяциях бактерий и современные технологии клеточного фенотипирования. Журнал микробиоло-
гии, эпидемиологии и иммунобиологии. 2021; 98(1): 73–83. https://doi.org/10.36233/0372-9311-33

Review article
https://doi.org/10.36233/0372-9311-33

Heterogeneity in isogenic bacteria populations and modern 
technologies of cell phenotyping
Boris G. Andryukov , Nelly F. Timchenko, Irina N. Lyapun, Marina P. Bynina, Ekaterina V. Matosova

Somov Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Vladivostok, Russia

Abstract
In the framework of the modern microbiological paradigm, colonies of genetically identical microorganisms are 
considered as biosocial systems consisting of several heterogeneous clonal cell clusters (bacterial phenotypes) 
that respond differently to changes in the environment. Phenotypic heterogeneity was found in recent decades 
in all isogenic populations of pathogenic bacteria. Such heterogeneity provides a selective advantage of cellular 
phenotypes with changes in the physicochemical parameters of the environment and competitive interaction 
with other microorganisms. Heterogeneity in bacterial communities is of great importance for the survival of 
pathogenic bacteria in the host organism, the progression and persistence of infections, as well as the decrease 
in the effectiveness of antibiotic therapy. The modern spectrum of analytical tools for studying cellular phenotyping 
is presented both by optical imaging methods and qualitative structural characteristics of single cells, and by omix 
technologies of quantitative analysis and monitoring of molecular intracellular processes. These diverse tools make 
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it possible not only to identify and modulate phenotypic heterogeneity in isogenic bacterial populations, but also to 
evaluate the functional significance of cellular phenotypes in the development of the infectious process. The aim of 
the review is the integration of modern concepts of heterogeneity in isogenic bacterial populations, with an emphasis 
on the presentation of modern analytical technologies for assessing and monitoring phenotypic typing of single cells.

Keywords: bacteria, isogenic populations, phenotypic heterogeneity, cell phenotyping, modern technologies, 
single cells
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их регуляции микробным сообществом [3, 4, 6, 8].  
До настоящего времени сохранилось несоответ-
ствие между механистическим пониманием гетеро-
генности и использованием аналитических инстру-
ментов для мониторинга и оценки этого явления на 
уровне отдельных клеток [3, 6, 9, 10]. 

Целью обзора является интеграция современ-
ных концепций гетерогенности в изогенных по-
пуляциях бактерий с акцентом на представлении 
современных аналитических технологий оценки и 
мониторинга фенотипирования одиночных клеток. 

Фенотипическая гетерогенность  
изогенных популяций бактерий

Гетерогенность (пластичность, диверсифика-
ция) в изогенной популяции проявляется в разли-
чиях свойств отдельных фенотипов бактериальных 
клеток. Она может быть представлена би(мульти)
модальным распределением морфофизиологиче-
ских параметров клеток: формы, размера, структу-
ры, скорости роста, активности метаболизма и др. 
[5, 11]. Различия в фенотипах симпатрических изо-
генных популяций обычно имеют характер гауссо-
ва распределения и изучаются на уровне отдельных 
клеток [8, 12–14].

Следовательно, основные характеристики ви-
дов бактерий, полученные в ходе изучения попу-
ляций традиционными микробиологическими или 
аналитическими методами, носят усредненный ха-
рактер и не способны в полной мере отобразить ве-
личину гетерогенности [6, 7, 14].

Ранее считалось, что единственным источни-
ком биологического разнообразия являются гене-
тические мутации, которые опосредуют эволюцию.  
С позиции современной концепции фенотипиче-
ской гетерогенности популяции эволюция является 
результатом естественного отбора, действующего 
на различные клеточные фенотипы бактерий. Они 
определяются как жесткой базовой последователь-
ностью генома, так и более пластичными паттерна-
ми экспрессии отдельных генов [8, 9, 15–17].

Обоснование такой концепции связано с мно-
гочисленными примерами участия фенотипических 
адаптационных реакций в эпигенетическом насле-

Введение
Бактериальные колонии традиционно рассма-

тривались как клональные популяции идентичных 
клеток, которые обладают схожими морфологиче-
скими, биохимическими и генетическими свой-
ствами и патогномоничными признаками для их 
идентификации. Неслучайно для фундаменталь-
ных исследований по классической генетике и 
физиологии обычно использовали колониальные 
и периодические культуры бактерий, исходя из 
предположения о популяционной идентичности 
всех клеток [1–3].

С позиции современной микробиологической 
парадигмы колонии микроорганизмов рассматри-
ваются как биосоциальные системы, состоящие из 
нескольких гетерогенных клональных кластеров 
клеток (фенотипов бактерий) [1, 3, 4]. В последние 
десятилетия четко обозначилась тенденция систем-
ного подхода в изучении биологических явлений и 
процессов в бактериях, включая транскриптомику, 
протеомику и метаболомику одиночных клеток.  
В связи с этим повысилась актуальность инте-
грации регуляторных (фенотипических) и мута-
ционных (генетических) адаптационных реакций 
бактерий на изменившиеся условия окружающей 
среды, а также комплексного исследования гетеро-
генности этих трансформаций и их вклада в эво-
люцию [5, 6]. 

Для сохранения жизнеспособности отдельных 
бактерий и всей популяции, обитающих в меняю-
щихся условиях окружающей среды, формирова-
ние гетерогенных фенотипов имеет большое значе-
ние благодаря расширению спектра используемых 
адаптационных стратегий [2, 3, 6]. Таким образом, 
значение фенотипической гетерогенности в изоген-
ных популяциях патогенных бактерий заключается 
в регуляции экспрессии генов, развитии инфекци-
онного процесса и формировании резистентности к 
антибиотикам [3, 7]. 

Однако, несмотря на интенсивные исследо-
вания гетерогенности в последние десятилетия, 
еще остаются вопросы, связанные с раскрытием 
механизмов, ответственных за формирование ди-
версификаций в популяциях, а также процессов 
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довании и клеточной регуляции репарации ДНК [8, 
18], с влиянием на персистенцию бактерий стоха-
стических и детерминированных процессов [9, 15], 
повышающих потенциал жизнеспособности бакте-
рий и сохранения популяции. 

Например, способность бактерий выживать при 
воздействии антибиотиков без мутации (фенотипи-
ческая резистентность) традиционно рассматривает-
ся как следствие бактериальной реакции на сигналы 
окружающей среды [15, 19]. Однако эта устойчивость 
может возникнуть и в отсутствие внешних раздражи-
телей. Межклеточные флуктуации и стохастические 
процессы формируют гетерогенность в микробной 
популяции. Это связано с появлением ненаследуемо-
го клеточного фенотипа устойчивых некультивируе-
мых клеток, которые обладают резистентностью к 
любому классу антибиотиков и способностью огра-
ничивать эффективность лечения [19].

В отличие от генетической изменчивости, 
связанной с необратимыми мутациями, фенотипи-
ческая гетерогенность является следствием бакте-
риального ответа на случайные модуляции пара-
метров окружающей среды, старение клеток, меж-
клеточное взаимодействие, а также стохастичность 
(«биологический шум») в экспрессии генов. 

Взаимодействуя друг с другом, данные при-
чины модулируют диверсификацию ответов в бак-
териальных субпопуляциях. Специфический ответ 
клеточного фенотипа может влиять на жизнеспо-
собность или устойчивость культуры при изменив-
шихся условиях окружающей среды. Это может 
быть исследовано с учетом специфики ответной ре-
акции [6, 7, 20–23]. 

Динамическое развитие и применение совре-
менных аналитических технологий с более высо-
ким пространственно-временны́м разрешением 
позволяет маркировать, сортировать и проводить 
избирательные исследования гетерогенных фено-
типов в сочетании с методами анализа одиночных 
клеток (фенотипированием). Это дает возможность 
не только обнаружить и модулировать фенотипиче-
скую гетерогенность в бактериальных популяциях, 
но и оценить ее функциональную значимость в раз-
витии инфекционного процесса. Кроме того, полу-
ченные сведения помогут обеспечить целевое при-
менение инновационных антимикробных стратегий 
[20, 21, 23, 24].

Современные аналитические технологии 
фенотипирования для мониторинга  

и оценки гетерогенности  
в популяциях бактерий

Фенотипическая гетерогенность бактериаль-
ных популяций является ключевым фактором фор-
мирования устойчивости патогенов к антимикроб-
ным средствам и возникновения инфекций. Поэто-

му в последние годы использование традиционных 
методов изучения биологических свойств бактерий, 
оценивающих их общие популяционные характери-
стики, устарело [20]. Однако количественная моле-
кулярная характеристика негенетических фенотипов 
и их типирование в бактериальных популяциях ста-
ли возможными относительно недавно, с развитием 
современных аналитических технологий визуализа-
ции и анализа из арсенала микробиологии одиноч-
ных клеток [25–27].

С конца ХХ в. спектр методов, доступных для 
изучения гетерогенности биологических процес-
сов в одиночных клетках, постоянно расширяется. 
Примерами хорошо охарактеризованных и изучен-
ных бактериальных фенотипов служат дормантные 
клеточные формы [7, 24], субтипы Bacillus cereus, 
которые являются продуцентами цитотоксина К 
[28], и подгруппы клеток в культуре Salmonella 
typhimurium, экспрессирующие флагеллин [29]. 

Развитие аналитических технологий феноти-
пирования шло параллельно с совершенствованием 
методов выделения и иммобилизации одиночных 
клеток для исследования. Сегодня используемые 
для этого экспериментальные инструменты вклю-
чают как традиционные приемы (серийные разве-
дения, физическое улавливание) и относительно 
новые (работа с проточной суспензией, флюорес-
центная сортировка), так и современные техноло-
гии (применение микрофлюидных устройств, маг-
нитной сепарации) [9, 10, 25].

Совершенствование приёмов мониторинга и 
оценки фенотипической гетерогенности в бактери-
альных популяциях шло по пути повышения чув-
ствительности и производительности методов. Эти 
инструменты позволяли за короткое время исследо-
вать большое количество (десятки тысяч) одиноч-
ных клеток и получать количественные результаты, 
позволяющие установить связь между гетерогенно-
стью популяций и функциональностью фенотипов 
[9, 30]. 

Современный спектр аналитических инстру-
ментов клеточного фенотипирования представлен 
методами оптической визуализации, которые по-
зволяют исследовать качественные (структурные) 
характеристики одиночных клеток, и омиксными 
технологиями количественного анализа и монито-
ринга молекулярных внутриклеточных процессов 
[10, 12, 30]. 

В общем виде развитие аналитических техно-
логий фенотипирования клеток арсенала SCM шло 
в четырех направлениях (рисунок): 

• биофизическая характеристика клеток;
• оценка экспрессии отдельных генов;
• анализ специфических белков;
• исследование метаболитов.
В 2021 г. будет 45 лет, как T. Hirschfeld и его 

коллеги впервые приобрели опыт успешного при-
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менения количественной оптической визуализации 
цитоплазматических белковых молекул Escherichia 
coli [12]. Тем самым динамическая природа внутри-
клеточных молекулярных процессов в различных 
условиях роста, физиологии и стресса бактерий 
впервые была подтверждена экспериментально на 
уровне отдельных клеток, а новая технология и ее 
авторы оказались у истоков зарождения протеоми-
ки [12, 31, 32]. 

Это исследование явилось ключевым в разви-
тии аналитических технологий количественной оп-
тической визуализации гетерогенности биологиче-
ских процессов в бактериальной клетке, что стало 
началом новой эпохи в молекулярной микробиоло-
гии [31, 32]. 

Чаще всего в современных исследованиях для 
фенотипирования применяются специализирован-
ные репортерные штаммы и флюоресцентные кра-
сители. Изучение микро- и наноразмерных паттер-
нов одиночных клеток бактерий и мониторинг их 
функциональности с высоким временны́м и про-
странственным разрешением позволяют измерять 
количество копий мРНК или молекул специфических 
белков в режиме реального времени [31–33]. Более 
того, сочетание современных оптических методов с 
микрофлюидными технологиями дает возможность 

получать количественные сведения о биологических 
процессах, происходящих в отдельных бактериаль-
ных клетках в условиях стресса [9, 10, 34]. 

Так, G. Manina с коллегами [34] для исследова-
ния взаимосвязи между скоростью роста M. tuber
culosis и продукцией рибосом в отдельных клетках 
сконструировали репортерный штамм со встроен-
ным в локус рибосомальной РНК геном, который 
кодирует дестабилизированный зеленый флюорес-
центный белок. Используя покадровую микроско-
пию и микрофлюидное устройство, авторы изучи-
ли внутриклеточную динамику экспрессии рРНК 
in vitro и in vivo. Эти исследования подтвердили 
возможность формирования высокой гетерогенно-
сти бактерий в изогенной популяции под влиянием 
внешних раздражителей.

За годы использования эти методы успели за-
воевать популярность среди исследователей, однако 
необходимость использования зонда для визуализа-
ции ограничивает получаемый объем информации 
по сравнению с инновационными омиксными кле-
точными технологиями SCM [31, 33, 35–37]. 

Среди лазерных инструментов из арсенала 
технологий SCM, чаще всего используемых для 
оценки клеточных фенотипов в бактериальных по-
пуляциях, наибольшую популярность завоевали 

Современные технологии фенотипирования для мониторинга и оценки гетерогенности бактериальных популяций.
Modern phenotypic technologies for monitoring and evaluating heterogeneity in bacterial populations. 
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проточная цитометрия (ПЦ) и рамановская спек-
трометрия (РС) комбинационного рассеяния [4, 9, 
10, 25, 27, 36]. 

Принцип работы проточного цитометра осно-
ван на обнаружении двух типов свечения: рассе-
янного и флюоресцентного от одиночной клетки в 
суспензии. Рассеянное лазерное излучение предо-
ставляет информацию об основных биологических 
характеристиках клеток (размере, форме, внутри-
клеточных свойствах, мембранном потенциале). 
Флюоресценция дает сведения о специфических 
физиологических свойствах клеточных фенотипов, 
окрашенных соответствующими комбинациями 
флюорохромных красителей (содержание ДНК, ме-
таболическая активность, рН, жизнеспособность и 
др.) [9, 10, 38–40].

Многолетнее использование ПЦ для изучения 
гетерогенности в микробных популяциях выявило 
ряд существенных преимуществ метода: экономич-
ность, точность, чувствительность, способность 
анализировать тысячи клеток за секунду [14, 20, 
27]. Этот аналитический инструмент стал незаме-
нимым для изучения фенотипирования небольших 
по численности клеточных субпопуляций — от 
оценки изменений функций и метаболической актив-
ности до идентификации генов, экспрессируемых в 
определенных условиях [20, 27, 38]. 

Несмотря на то что образцы исследуемых куль-
тур требуют предварительного посева и выделения, 
использование ПЦ позволяет получить результаты 
в реальном времени за относительно короткий срок 
[14, 38]. Это связано со скоростью оценки внутри-
клеточных молекулярно-биологических процессов 
в отдельных клетках в динамических условиях и 
с высоким разрешением, а также с получением 
большого разнообразия количественных данных 
[14, 27, 38]. 

Однако при использовании ПЦ для феноти-
пирования популяций были выявлены некоторые 
ограничения, связанные с неоднозначностью ре-
зультатов, полученных на разных анализаторах, а 
также зависимость качества исследований от спо-
соба пробоподготовки [20, 38, 39]. 

Прогресс в изучении гетерогенности бакте-
риальных популяций достигнут благодаря исполь-
зованию нескольких технологий, основанных на 
различных биофизических принципах детекции. 
Спектр комбинационного рассеяния электромаг-
нитных волн, получаемый при РС, с каждым годом 
привлекает все большее внимание специалистов 
различных профилей, в том числе молекулярных 
микробиологов [27, 36, 37, 40]. 

Эта высокоинформативная технология позво-
ляет получить информацию о макромолекулярной 
структуре одиночной бактериальной клетки (белки, 
нуклеиновые кислоты, липиды и др.) в виде биохи-
мического отпечатка [36, 40], а также оценить ак-

тивность метаболизма и степень жизнеспособности 
каждого гетерогенного фенотипа [27, 40]. 

В ходе недавнего исследования С. García-
Timermans с бельгийскими коллегами  [27] провели 
сравнительный анализ использования ПЦ и РС для 
изучения фенотипической гетерогенности в перио-
дических бактериальных культурах E. coli. Авторы 
пришли к выводу, что ПЦ рационально использо-
вать для количественной оценки фенотипической 
неоднородности на уровне популяции, а РС — для 
более глубокого анализа гетерогенности отдельных 
клеток, поскольку эта технология позволяет полу-
чить информацию о состоянии их функционально-
сти в связи с макромолекулярной структурой.

Другой лазерный метод — инфракрасная Фу-
рье-спектроскопия (FT-IR) — дает похожую инфор-
мацию, но в его основе лежит поглощение энергии 
асимметричными функциональными группами 
внутриклеточных биомолекул [41] (таблица). 

В последние годы при исследовании гетеро-
генности широкую популярность получили методы 
одноклеточной транскриптомики (субтранскрипто-
мики), которые предоставляют количественную 
информацию о фенотипической экспрессии генов. 
Среди первых исследователей, которые экспери-
ментально доказали связь генотипа с фенотипом 
на уровне одиночных клеток, были M.B. Elowitz с 
коллегами. Они показали полезность исследования 
уровней генных продуктов, РНК-мессенджеров для 
типирования отдельных клеток [47]. 

Например, благодаря применению аналитиче-
ских инструментов из арсенала SCM M.B. Elowitz 
с коллегами [47] смогли провести важное экспери-
ментальное исследование, в котором была количе-
ственно измерена стохастичность экспрессии генов 
на уровне отдельных клеток E. coli и отдельных 
молекул. В результате получены данные, позволя-
ющие оценить многообразие стратегий, используе-
мых на клеточном уровне для формирования гете-
рогенности в популяции.

Для проведения современных субтранскрип-
томных исследований используют технологию диф-
ференциального анализа экспрессии генов, которая 
была инициирована созданием ДНК-микрочипов, 
или микрофлюидных устройств [48]. Это позволяет 
с помощью высокопроизводительных методов секве-
нирования РНК обнаружить около 85% транскрипто-
ма c разделением на три фракции: не зависящую от 
скорости роста, предназначенную для синтеза бел-
ка и для метаболических ферментов [20, 49, 50].

Последующие исследования [4, 9, 10] рас-
ширили возможность использования технологий 
SCM для количественной оценки молекулярных 
характеристик фенотипических вариаций в попу-
ляциях микроорганизмов. Например, в последние 
годы все большей популярностью для исследо-
вания фенотипической гетерогенности бактерий 
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Примеры использования современных технологий из арсенала SCM для фенотипирования бактериальных популяций
Examples of using modern technologies from the Single Cell Microbiology (SCM) arsenal for phenotypic of bacterial 
populations

Технологии SCM
SCM technologies

Принцип метода
Method’s principle

Получаемая информация
Information obtained

Источник
Source

Трансмиссионная 
электронная  
микроскопия
Transmission  
electron microscopy

Получение изображения ультратонкого  
образца путём пропускания через него 

пучка электронов (λ = 0,005 нм)
Image acquisition of an ultrathin sample  

by transmission of an electron beam  
through it (λ = 0.005 nm)

Визуализация субклеточных структур одиночных 
клеток бактерий и их связи с функцией фенотипов

Visualization of subcellular structures of single 
bacterial cells and their relationship  

with the function of phenotypes

[42]

Атомно-силовая 
микроскопия
Atomic force 
microscopy

Сканирующий зондовый микроскоп,  
основанный на ван-дер-ваальсовых  

взаимодействиях зонда  
с поверхностью образца

Scanning probe microscope based  
on van der Waals interactions of the probe  

with the sample surface

Количественная оценка наномеханических свойств 
поверхности клеточной стенки, адгезии,  
морфологии, упругости (модуль Юнга)

Quantitative assessment of nanomechanical 
properties of the cell wall surface, adhesion, 

morphology, elasticity (Young's modulus)

[16]

Флюоресцентная 
микроскопия
Fluorescence 
microscopy

Визуализация изображения с использо-
ванием люминесценции возбуждённых 

атомов и молекул объектов
Image visualization using luminescence  

of excited atoms and molecules of objects

Картирование микрогетерогенности pH,  
локальной концентрации ионов, электрического 

потенциала клетки
Mapping of microheterogeneity of pH,  

local ion concentration, cell electrical potential

[17, 21]

Конфокальная  
флюоресцентная 
микроскопия
Confocal fluorescence 
microscopy

Визуализация изображения биологических 
структур с использованием флюорофоров

Imaging of biological structures using 
fluorophores

Трёхмерная флюоресцентная томография  
одиночных клеток бактерий
3D-fluorescence tomography  

of single bacterial cells

[21]

Поверхностный  
плазмонный резонанс
Surface plasmon 
resonance

Возбуждение поверхностного плазмона  
на его резонансной частоте внешней  

электромагнитной волной
Excitation of a surface plasmon  

at its resonant frequency by an external 
electromagnetic wave

Измерение кинетики связывания взаимодействий 
лигандов с отдельными клетками; статистический 

анализ гетерогенности в популяции 
Measurement of the kinetics of binding of ligand 

interactions with individual cells; statistical analysis  
of heterogeneity in a population

[43, 44]

Проточная  
цитометрия
Flow cytometry

Обнаружение рассеянного света  
и флюоресценции от одиночной клетки 

Detection of scattered light and fluorescence 
from a single cell

Основные характеристики клеток и специфические 
физиологические свойства (рН, метаболизм и др.)

The main characteristics of cells and specific 
physiological properties (pH, metabolism, etc.)

[9, 14, 20, 
27, 38, 39]

РС комбинационного 
рассеяния
Raman spectroscopy 
of Raman scattering

Способность молекул к неупругому  
(рамановскому) рассеянию  
монохроматического света

The ability of molecules to inelastic (Raman) 
scattering of monochromatic light

Анализ макромолекулярного состава бактерий в 
виде биохимического отпечатка одиночной клетки

Analysis of the macromolecular composition  
of bacteria in the form of a biochemical imprint  

of a single cell

[20, 27, 
36, 37, 40]

Инфракрасная  
Фурье-спектроскопия
Fourier transform 
infrared spectroscopy

Поглощение энергии асимметричными 
функциональными группами  
внутриклеточных биомолекул 

Energy absorption by asymmetric functional 
groups of intracellular biomolecules

Создание метаболических отпечатков бактерий  
до уровня подвида. Выявление тонких изменений  

в биохимических фенотипах бактерий
Creating metabolic imprints of bacteria to the level  
of a subspecies. Identification of subtle changes  

in the biochemical phenotypes of bacteria

[41]

Флюоресцентное 
разведение
Fluorescence  
dilution

Разбавление предварительно  
сформированного пула флюоресцентного 

белка после остановки его индукции 
Dilution of a preformed pool of fluorescent 

protein after stopping its induction

Изучение динамики внутриклеточной репликации 
бактерий на уровне отдельных клеток

Studying the dynamics of intracellular bacterial 
replication at the level of individual cells

[19]

Магнитно-резонанс-
ная спектроскопия  
с высоким  
разрешением 
High-resolution 
magnetic resonance 
spectroscopy

Атомы Н– обладают квантовым свойством 
вращения, генерируя радиочастотные сиг-

налы. При использовании мощного  
магнитного поля возникают спектры  

высокого разрешения
H– atoms have a quantum property of rotation, 

generating radio frequency signals.  
When using a powerful magnetic field,  

high-resolution spectra appear

Ассоциации между метаболитами и клеточными 
процессами в живых одиночных клетках бактерий. 
Дает количественную характеристику метаболиче-
ского профиля клеток и их поверхностных структур 

при физиологическом состоянии и стрессе
Associations between metabolites and cellular 

processes in living single bacterial cells.  
Gives a quantitative description of the metabolic 
profile of cells and their surface structures under 

physiological condition and stress

[45, 46]
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пользуются спектроскопия поверхностного плаз-
монного резонанса (СПР) и ее разновидность — 
поверхностная плазмонно-резонансная микроско-
пия (ППРМ) [43, 44, 46].

Эти неинвазивные аналитические технологии 
не вызывают цитолиз и позволяют проводить про-
теомный анализ на уровне отдельных клеток: со-
ртировку и обнаружение отдельных белков [26, 48]. 
Кроме того, благодаря возможности визуализировать 
отдельные субклеточные объекты нано- и микроме-
трового масштаба и при этом сохранять исходное 
состояние целевого аналита, сегодня ППРМ стала 
универсальной сенсорной платформой для изучения 
кинетики биомолекулярного связывания [43, 44].

СПР — поверхностно-чувствительный метод 
без меток, который можно использовать для опреде-
ления показателя преломления материала на тонкой 
металлической поверхности [43, 44, 46]. Он осно-
ван на колебании свободных электронов, индуци-
рованном электромагнитной волной на границе раз-
дела металл–диэлектрик. Эти электронные колеба-
ния генерируют поверхностные электромагнитные 
волны (так называемые плазмонные поляритоны), 
распространяющиеся и экспоненциально затухаю-
щие на границе раздела сред. СПР используют для 
исследования связывания олигонуклеотидов ДНК 
или белков по изменению угла минимальной отра-
жательной способности [43, 46].

К. Syal с коллегами  [43] продемонстрировали 
возможности метода плазмонной визуализации на 
примере исследования изогенной популяции E. coli 
O157:H7. Авторами была показана возможность 
получения в реальном времени кинетических кон-
стант связывания одиночных живых клеток бакте-
рий со специфическими антителами IgG и количе-
ственного определения гетерогенности в микроб-
ной популяции.

Таким образом, современный спектр использу-
емых аналитических технологий для мониторинга 
и оценки гетерогенности популяций бактерий до-
статочно многообразен и продолжает непрерывно 
совершенствоваться. Выбор методов зависит от 
поставленных целей и решаемых задач. Однако 
широкий выбор используемых аналитических ин-
струментов для фенотипирования бактериальных 
популяций наводит на мысль о наличии методоло-
гической проблемы — отсутствия стандартизиро-
ванного подхода при изучении этого важного био-
логического явления [4, 10]. 

В последние годы наблюдается увеличение ко-
личества исследований, направленных на изучение 
этапов формирования клеточных фенотипов в окру-
жающей среде. Однако роль микробной гетероген-
ности в патогенезе и механизмах, лежащих в осно-
ве адаптации патогенов к среде организма-хозяина, 
пока редко рассматривается с использованием од-
ноклеточных подходов в реальном времени.

Заключение
Фенотипическая гетерогенность в генетически 

идентичной популяции патогенных бактерий имеет 
решающее значение для адаптации микроорганиз-
мов в период инфекционного процесса и развития 
их устойчивости к антибиотикам. Изучение и мо-
ниторинг формирования диверсификаций в изо-
генных популяциях патогенных бактерий, помимо 
фундаментальных знаний о механизмах, лежащих в 
основе этого биологического феномена, предостав-
ляет значимую информацию об этой важной и недо-
оцененной стратегии вирулентности [51–53].

Традиционные схемы лечения, основанные 
на широком использовании антибиотиков, оказы-
ваются все менее эффективными для лечения хро-
нических и персистирующих инфекций. Изучение 
механизмов формирования клеточных фенотипов в 
популяциях конкретных видов и штаммов патоген-
ных микроорганизмов имеет значение и для совре-
менной ориентации медицины на персонифициро-
ванное лечение [54, 55].

Современные аналитические технологии, ис-
пользуемые для изучения динамики молекулярных 
трансформаций на уровнях как одиночных клеток, 
так и всей бактериальной популяции, становятся 
все более информативными и чувствительными. 
Например, в основе недавно разработанной техно-
логии Persister-FACSeq лежит комбинированный 
метод флюоресцентной сортировки и секвенирова-
ния нового поколения. Это позволяет изучать меха-
низм возникновения устойчивости к антибиотикам 
у некультивируемых клеток-персистеров в популя-
ции E. coli путем изучения экспрессии генов и син-
теза специфического белка [54].

Полученные за последние годы знания о фено-
типической гетерогенности в бактериальных попу-
ляциях пока недостаточны для управления сообще-
ствами микроорганизмов. Возможно, более широ-
кое применение омиксных технологий типирования 
расширит понимание молекулярно-биологических 
процессов на уровне отдельных клеток и даст воз-
можность прогнозирования и контроля влияния 
устойчивых фенотипов патогенных бактерий на 
развитие инфекций, их вирулентность и резистент-
ность к антимикробной терапии. 
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