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ГАЛОТОЛЕРАНТНЫЕ БАКТЕРИИ  
КЛАССА ACTINOBACTERIA – ПРОДУЦЕНТЫ 

ОСМОПРОТЕКТОРНЫХ СОЕДИНЕНИЙ  
(ЭКТОИНА И ГИДРОКСИЭКТОИНА) 

Эктоин имеет широкий спектр практического применения в химико-
фармацевтической отрасли химической промышленности. В настоящее время эк-
тоин используется в средствах по уходу за кожей в качестве агента, препятст-
вующего высыханию кожи и способствующего ее защите от УФ-лучей. Эктоин 
может найти широкое применение в производстве лекарственных средств (бакте-
риофагов, аденовирусных векторов и т.д.) благодаря свойствам, увеличивающим 
стабильность и длительность хранения таких макромолекул, как белки и ДНК. Бо-
лее того, ведутся исследования о роли эктоина в качестве терапевтического агента 
при лечении болезней, связанных с нарушением укладки белков – амилоидозов (болезнь 
Альцгеймера). Эктоин является совместимым веществом эубактерий.  

В ходе исследования методом высокоэффективной жидкостной хромато-
графии была изучена способность актинобактерий разных таксономических групп, 
выделенных из засоленных биотопов района Верхнекамского месторождения солей 
к биосинтезу эктоина и гидроксиэктоина. 

Впервые показано, что бактерии рода Rhodococcus в ответ на гиперосмоти-
ческий стресс синтезируют эктоин и гидроксиэктоин. Представитель рода 
Brevibacterium (штамм Brevibacterium sp. U1) накапливал в клетках эктоин.  
А в клетках штамма Microbacterium sp. Y6 обнаружено низкое содержание эктоина 
и гидроксиэктоина, что может указывать на то, что ключевыми осмопротекто-
рами являются другие вещества. Перспективным продуцентом эктоина может 
служить штамм Brevibacterium sp. U1, в то время как штаммы рода Rhodococcus 
могут использоваться для синтеза гидроксиэктоина. 

Ключевые слова: эктоин, гидроксиэктоин, галотолерантные бактерии. 
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HALOTOLERANT BACTERIA OF A ACTINOBACTERIA  
CLASS – PRODUCERS OF THE OSMOPROTECTIVE 
COMPOUNDS (EKTOINE AND HYDROXYEKTOINE) 

Ectoine has a wide range of applications in the chemical-pharmaceutical branch of 
the chemical industry. Ectoine is currently used in skin care products as an anti-drying 
agent for the skin and helps protect it from UV rays. Ectoine can find wide application in 
the production of drugs (bacteriophages, adenoviral vectors, etc.) due to the properties that 
increase the stability and shelf life of macromolecules such as proteins and DNA. 
Moreover, research is underway on the role of ectoine as a therapeutic agent in the 
treatment of diseases associated with impaired protein folding – amyloidosis (Alzheimer's 
disease). Ectoine is a compatible solute in eubacterial cells. 

In the course of the study, the ability of actinobacteria of different taxonomic groups, iso-
lated from saline biotopes of the Verkhnekamsk salt deposit area, to biosynthesis of ectoine and 
hydroxyectoine was studied by the method of high-performance liquid chromatography. 

It was shown for the first time that bacteria of the genus Rhodococcus synthesize 
ectoine and hydroxyectoine in response to hyperosmotic stress. A representative of the 
genus Brevibacterium (strain Brevibacterium sp. U1) accumulated ectoine in the cells. And 
cells of the strain Microbacterium sp. Y6 were found to have low levels of ectoine and 
hydroxyectoine, which may indicate that other solutes are key osmoprotectors. A promising 
producer of ectoine can be the Brevibacterium sp. U1, while strains of the genus 
Rhodococcus can be used for hydroxyectoine synthesis. 

Keywords: ectoine, hydroxyectoine, halotolerant bacteria. 

 
Хорошая совместимость с биологическими системами, отсутст-

вие токсичности, стабилизирующие макромолекулы (ферменты, ДНК 
и РНК, мембраны) свойства и клеткозащитное действие делают эктоин 
многообещающим кандидатом для применения в различных биотехно-
логических целях. В настоящее время практическое применение экто-
ин находит в косметической промышленности (в частности, в средст-
вах по уходу за кожей). Кроме того, особый интерес представляет  
направление использования эктоина в фармацевтической промышлен-
ности и медицине – для консервации биологического материала с це-
лью увеличения сроков сохранности и эффективности лекарственных 
препаратов, а также в качестве терапевтического средства в лечении 
болезней, связанных с нарушением укладки белков, например, болезни 
Альцгеймера [1]. Эктоин, за редким исключением одноклеточных эу-
кариот, имеет бактериальную природу и широко распространен среди 
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эубактерий в качестве осмопротектора [2, 3]. Таким образом, целесо-
образно проводить поиск продуцентов данного соединения среди бак-
терий, обитающих в засоленных биотопах.  

На территории Пермского края находится являющееся единствен-
ной сырьевой базой калийной промышленности России и по запасам ка-
лийных солей занимающее первое место в мире Верхнекамское место-
рождение калийно-магниевых солей (ВМКМС). В результате промыш-
ленной добычи и переработки солей этого месторождения происходит 
техногенное засоление биоценоза [4], вследствие чего формируются ус-
ловия для выживания бактерий с эффективными системами защиты от 
высокого осмотического давления окружающей среды, в том числе за 
счет биосинтеза эктоина. Ранее из засоленных биотопов этого района 
были выделены бактерии-деструкторы моно- и полиароматических уг-
леводородов родов Rhodococcus, Brevibacterium и Microbacterium [5]. 
Несмотря на высокий биотехнологический потенциал представителей 
перечисленных выше таксономических групп, механизмы их солеустой-
чивости, в том числе способность синтезировать эктоин, исследованы 
в недостаточной степени.  

Целью исследования был скрининг бактерий родов Rhodococcus, 
Brevibacterium и Microbacterium класса Actinobacteria, выделенных 
с территории разработок Верхнекамского месторождения солей, на вы-
явление способности синтезировать эктоин и гидроксиэктоин. 

Экспериментальная часть 
Объекты исследования. Объектами исследования служили бак-

терии класса Actinobacteria, выделенные из техногенных биотопов 
района промышленной разработки Верхнекамского соленосного бас-
сейна, рабочей коллекции лаборатории микробиологии и молекуляр-
ной биотехнологии ИЭГМ УрО РАН.  

Среды культивирования. Минеральная среда Раймонда (г/л де-
ионизированной воды): NH4NO3 – 2,0; MgSO4×7H2O – 0,2; KH2PO4 – 
2,0; Na2HPO4 – 3; CaCl2×6H2O – 0,01; Na2CO3 – 0,1; pH – 7,0 [6].  

Агаризованная богатая среда Раймонда следующего состава (г/л 
среды Раймонда): триптон – 5, дрожжевой экстракт – 2,5, NaCl – 30, 
агар – 15 [6]. 

Условия культивирования. Рутинное культивирование штаммов 
бактерий проводили на агаризованной богатой среде Раймонда в тер-
мостатируемом шкафу ТС-1/80 СПУ (Россия) при температуре 28 °С. 

Способность к росту в присутствии разных концентраций хлори-
да натрия (1, 3, 5, 10 и 12 %) и без него изучали, культивируя иссле-



Галотолерантные бактерии класса Actinobacteria – продуценты  

 21 

дуемые штаммы на агаризованной богатой среде Раймонда, содержа-
щей соответствующее количество NaCl, при 28 °С. Рост оценивали 
спустя две недели по наличию колоний. 

Скрининг исследуемых бактерий к синтезу эктоина и гидрокси-
эктоина проводили в 100 мл минеральной среды Раймонда, содержа-
щей 5 % NaCl, с глюкозой в конечной концентрации 1 г/л в колбах 
объемом 250 мл при 28 °С на орбитальном шейкере УВМТ-12-250 при 
100 об/мин.  

Влияние температур на продукцию эктоина и гидроксиэктоина 
оценивали, выращивая бактериальную культуру в 100 мл минеральной 
среды Раймонда без хлорида натрия с глюкозой (1 г/л) в колбах объе-
мом 250 мл при 10 и 37 °С. 

Экстракция и анализ органических соединений. Перед экстрак-
цией органических соединений оптическую плотность (ОП540) бакте-
риальной культуры доводили до 1 единицы в объеме 100 мл минераль-
ной среды Раймонда, количество хлорида натрия в которой соответст-
вовало таковому в среде культивирования. Клетки осаждали 
центрифугированием. Экстракцию органических соединений из клеток 
проводили 80%-м раствором этанола, следуя процедуре, разработанной 
Т. Bernard с соавторами [7]. 20 мкл каждого образца анализировали  
изократической высокоэффективной жидкостной хроматографией 
(ВЭЖХ) на приборе Shimadzu prominence LC-20AD (Shimadzu corpora-
tion, Япония), снабженном UV/VIS-детектором CPD-20A (Shimadzu 
corporation, Япония) и колонкой Сепарон SGX 100 NH2, 4.6×150 мм, 
5 мкм (Dr. Maisch GmbH, Германия), согласно методике, описанной 
в статье [8]. Идентификацию соединений проводили при сравнении 
времени удерживания с коммерческими препаратами эктоина и гидро-
ксиэктоина (Fluka, Германия). 

Результаты и их обсуждение. Все исследованные штаммы спо-
собны к росту на агаризованной богатой среде Раймонда без соли. 
Штаммы были способны расти в присутствии 12 % NaCl [5]. По клас-
сификации Кашнера [9] исследованные культуры являются галотоле-
рантными.  

Ранее было показано, что культивирование бактерий на среде 
с дрожжевым экстрактом сопровождалось накоплением внутри клеток 
экзогенного бетаина [10]. Кроме того, в литературе представлены дан-
ные об ингибировании биосинтеза эктоина в случае присутствия в сре-
де культивирования бетаина [2]. Поэтому с целью изучения способно-
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сти штаммов синтезировать эктоин дальнейшее культивирование про-
водили в минеральной среде, источником углерода и энергии в кото-
рой служила глюкоза. Анализ этанольных клеточных экстрактов мето-
дом ВЭЖХ выявил сигналы эктоина у всех исследованных штаммов 
при выращивании в присутствии 5 % NaCl (табл. 1). Для штаммов 
Rhodococcus spp. и Microbacterium sp. Y6 отмечена способность к син-
тезу гидроксиэктоина, в то время как в клетках штамма Brevibacterium 
sp. U1 гидроксиэктоин не был обнаружен. В клетках штаммов, выра-
щенных в минеральной среде без внесения хлорида натрия, эктоин и 
гидроксиэктоин не были обнаружены. Между тем исследованные 
штаммы отличались содержанием синтезированного эктоина в клет-
ках. Так, в клетках штамма Microbacterium sp. Y6 отмечено меньшее 
содержание эктоина и гидроксиэктоина, чем в клетках штаммов 
Rhodococcus sp. и Brevibacterium sp. U1. Полученные данные могут 
указывать на то, что ключевыми осмопротекторами штамма 
Microbacterium sp. Y6 являются другие вещества.  

Таблица 1 

Детекция эктоина и гидроксиэктоина  
в клетках штаммов класса Actinobacteria 

Штамм Концентрация NaCl в среде культивирования, % 
Без NaCl 5 

Э Г Э Г Э:Г 
Rhodococcus sp. B3-7 − − + + 0,94:1 
Rhodococcus sp. B3-8 − − + + 0,93:1 
Brevibacterium sp. U1 − − + − н.д.* 
Microbacterium sp. Y6 − − ± ± 2,66:1 

Примечание: Э – эктоин; Г – гидроксиэктоин; Э:Г – отношение площадей 
пиков эктоина и гидроксиэктоина; «+» – площадь сигнала более 1 000 000 мВ·с 
на 1 ед. ОП540, «±» – площадь сигнала менее 100 000 мВ·с на 1 ед. ОП540;  
«−» – вещество не обнаружено, * – расчет проводили в случае детекции гид-
роксиэктоина. 

 

В настоящее время в литературе освещены процессы осмоадап-
тации представителей рода Brevibacterium. Так, известно, что предста-
витель вида Brevibacterium linens накапливал в условиях осмотическо-
го стресса (1–1,5 М NaCl) преимущественно эктоин, в то время как 
гидроксиэктоин не был выявлен [7, 11]. Полученные в ходе нашего ис-
следования данные для штамма Brevibacterium sp. U1 согласуются с 
ранее опубликованными. Информация о роли эктоина и его гидрокси-
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производного в адаптации бактерий рода Rhodococcus к высокой осмо-
лярности среды культивирования описана впервые. Ранее исследование 
аспектов осмоадаптации родококков касались изучения роли трегалозы 
и аминокислот [12, 13]. В значительной степени ограничены данные о 
совместимых веществах представителей рода Microbacterium. Так, со-
гласно опубликованным данным основными осмопротекторными веще-
ствами бактерий этого рода являются углеводы: трегалоза и фукоза [14]. 

Для изучения влияния температур на биосинтез эктоина и гидро-
ксиэктоина был выбран штамм Rhodoccocus sp. B3-7 (табл. 2). 

Таблица 2 

Синтез эктоина и гидроксиэктоина штаммом  
Rhodococcus sp. B3-7 при разной температуре культивирования 

Штамм Температура, °С 
10 37 

Э Г Э:Г Э Г Э:Г 
Rhodococcus sp. B3-7 + − н.д.* ± ± 0,1:1 

Примечание: Э – эктоин; Г – гидроксиэктоин; Э:Г – отношению площадей 
пиков эктоина и гидроксиэктоина; «+» – площадь сигнала более 1 000 000 мВ·с  
на 1 ед. ОП540; «±» – площадь сигнала менее 100 000 мВ·с на 1 ед. ОП540;  
«−» – вещество не обнаружено; * – расчет проводили в случае детекции гид-
роксиэктоина. 

 

Показано, что при низкой температуре культивирования штамм 
накапливал в клетках эктоин. В клетках исследованного штамма, вы-
ращенных при температуре 37 °С, были обнаружены эктоин и гидро-
ксиэктоин, но их содержание было значительно меньше. Тем не менее, 
соотношение эктоин:гидроксиэктоин было сдвинуто в сторону гидро-
ксиэктоина. Ранее подобный эффект был отмечен у штамма 
Rhodococcus opacus при адаптации к высушиванию [15].  

Таким образом, в ходе исследования была изучена способность 
к синтезу эктоина и его гидроксипроизводного у бактерий разных ро-
дов класса Actinobacteria. Полученные результаты указывают на то, 
что штамм Brevibacterium sp. U1 может являться перспективным про-
дуцентом эктоина. В то время как исследованные бактерии рода 
Rhodococcus (штаммы В3-7 и В3-8) могут быть использованы для био-
синтеза гидроксиэктоина.  

Работа выполнена в рамках государственного задания, номер 
госрегистрации темы АААА-А19-119112290008-4. 
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