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МИКРОБИОМ

Аннотация 
Цель. Оценить протеолитическую и фосфолипазную 
активность кишечных штаммов базидиомицетных 
(Rhodotorula mucilaginosa, Trichosporon spp.) и аскоми-
цетных (Candida albicans, Geotrichum candidum, Pichia 
spp., Wickerhamiella pararugosa, Coniochaeta hoffmannii, 
Brettanomyces bruxellensis) дрожжей при 25°C и 37°C тем-
пературном режиме инкубации, в аэробных, анаэробных 
условиях и при 10% СО2.
Методы. Фосфолипазная активность оценивалась по 
диаметру преципитационной зоны вокруг исследуемых 
микроорганизмов на желточном агаре. Оценка про-
теазной активности проводилось путём измерения не-
окрашенной (окраска 0,5% амидо-чёрным) зоны вокруг 
исследуемых микромицетов после инкубации на среде c 
0,2% бычьего сывороточного альбумина. Оценка прово-
дилась после 96 часов инкубации: в аэробных условиях 
при 37°С и 25°С, при концентрации СО2 10% (37°С) и в 
анаэробных условиях (25°С).
Результаты. Было установлено, что С. albicans проявляет 
фосфолипазную активность при всех условиях культи-
вирования. P. kudriavzevii и G. candidum способны к фос-
фолипазной активности в аэробных и гиперкапнических 
условиях. Rh. mucilaginosa разлагала фосфолипиды только 
в аэробных условиях. Протеолитическая активность в 
аэробных условиях и в присутствии 10% СО2 была обна-
ружена только у С. albicans и P. kudriavzevii.
Выводы. Способность С. albicans и P. kudriavzevii к гидро-
литическому расщеплению белков и фософолипидов при 
температуре и содержании кислорода, сопоставимых с 
условиями органов и тканей человека, позволяет обосно-
вать высокий патогенный потенциал этих грибов. Отсут-
ствие протеолитической активности у G. candidum и Rh. 
mucilaginosa позволяет предположить низкий патогенный 
потенциал или наличие иных факторов, способствующих 
заболеванию человека.

Summary
Aim. To evaluate the protease and phospholipase activity 
of intestinal strains of basidiomycete (Rhodotorula 
mucilaginosa, Trichosporon spp.) and ascomycete (Candida 
albicans, Geotrichum candidum, Pichia spp., Wickerhamiella 
pararugosa, Coniochaeta hoffmannii, Brettanomyces 
bruxellensis) yeasts under different temperature conditions, 
aerobic, anaerobic and hypercapnic conditions.
Methods. Phospholipase activity was assessed by the diameter 
of the precipitation zone around the studied microorganisms 
on yolk agar. Protease activity was assessed by measuring 
the unstained (0.5% amido-black) zone after incubation 
on a medium containing 0.2% bovine serum albumin. The 
evaluation was carried out after 96 hours under aerobic 
conditions at 37°C and 25°C, under hypercapnic conditions 
(10% CO2) at 37°C and under anaerobic conditions at 25°C.
Results. C. albicans exhibited phospholipase activity under all 
culture conditions. P. kudriavzevii and G. candidum exhibited 
phospholipase activity under aerobic and hypercapnic 
conditions. Rh. mucilaginosa degraded phospholipids only 
under aerobic conditions. Proteolytic activity under aerobic 
conditions and in the presence of 10% CO2 was exhibited only 
by C. albicans and P. kudriavzevii.
Conclusions. The metabolic ability of C. albicans and 
P. kudriavzevii under various temperature and oxygen 
conditions, similar to the conditions of various biotopes 
of the human body, allows for the substantiation of high 
pathogenic potential of these micromycetes. The lack of 
proteolytic activity in G. candidum and Rh. mucilaginosa 
suggests low pathogenic potential or the presence of other 
factors contributing to human disease.
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Введение
Основоположником изучения микрофлоры 

человека можно считать Илью Ильича Мечнико-
ва, который при исследовании феномена старе-
ния связал долголетие сельских жителей Болга-
рии с употреблением кисломолочных продуктов, 
а именно с Lactobacillus bulgaricus, которую он 
выделил из этого продукта. Помимо понимания 
факта значимости микрофлоры в физиологиче-
ских процессах человека Илья Ильич также пред-
ложил изменять микрофлору путём заселения 
кишечника данной бактерией [1–3]. 

Несмотря на многолетнее изучение, микробное 
сообщество кишечника человека остаётся одним 
из наименее изученных «органов» человека. Рас-
пространение и увеличение доступности таких 
современных методов, как масс-спектрометрия 
и секвенирование нового поколения, в некото-
ром смысле сделали ситуацию более запутанной. 
Помимо «привычных» таксонов, выделяемых из 
кишечника человека, стали выявляться микро-
организмы, тип симбиотического взаимодействия 
которых с организмом человека не ясен. Более 
того, методы метагеномики и метатаксономики 
позволили обнаруживать большое количество 
некультивируемых микроорганизмов. 

Доступность современного молекулярно-био-
логического инструментария привело к росту 
количества работ по исследованию микробиома 
человека. Так, по данным PubMed NCBI, в 2013 
году была опубликована 161 работа по микро-
биому кишечника, тогда как в 2023 году данной 
тематике была посвящена уже 2461 работа. 

Большинство работ, посвящённых изучению 
микробиома кишечника, направлено на изучение 
бактериального компонента. Грибковому компо-
ненту микробиома кишечника уделяется суще-
ственно меньшее внимание: за тот же промежу-
ток времени было опубликовано лишь 114 работ.

На данный момент считается, что в кишеч-
нике человека находится около 1014 микроорга-
низмов, относящихся приблизительно к тысяче 
видов [4]. Таким образом, в нашем кишечнике мы 
имеем тысячу уникальных геномов, кодирующих 
уникальные молекулы и метаболические пути, 
которые зачастую не имеют аналогов в организ-
ме человека. Всё это приводит к образованию в 
кишечнике большого количества разнообразных 

метаболитов микроорганизмов, которые могут 
оказывать влияние на другие микроорганизмы, 
на организм человека [5], на метаболизм лекар-
ственных средств [6] и т.д.

Грибы-симбионты составляют лишь 0,1% от 
количества всех микроорганизмов микробиома 
кишечника человека [7]. Показано, что дрож-
жевые грибы встречаются чаще, чем плесневые, 
как в случае болезней кишечника, так и у здоро-
вых людей [8,9]. Несмотря на относительно не-
большое количество, микромицеты кишечника 
играют большую роль в физиологических [10] и 
патологических процессах человека [11–13].

Для оценки роли того или иного микроорга-
низма для организма человека необходима все-
сторонняя оценка его факторов патогенности и 
возможных пробиотических свойств. 

Для инвазии в ткани человека микроорганиз-
мы должны обладать способностью синтезиро-
вать гидролитические ферменты, способные раз-
рушать клетки и ткани макроорганизма. Липиды 
и белки цитоплазматических мембран являются 
важной мишенью для действия экзогенных про-
теаз и фосфолипаз, и наличие фосфолипазной 
и протеолитической активности коррелирует с 
патогенностью микроорганизмов [14].

В нашей работе мы оценили протеолитиче-
скую и фосфолипазную активность базидиоми-
цетных (Rhodotorula mucilaginosa, Trichosporon 
asahii, Trichosporon ovoides) и аскомицетных 
(Candida albicans, Geotrichum candidum, Pichia spp., 
Wickerhamiella pararugosa, Coniochaeta hoffmannii, 
Brettanomyces bruxellensis) дрожжей кишечника 
человека в различных температурных и кисло-
родных условиях культивирования.

Материалы и методы
В работе были исследованы базидиомицеты 

Trichosporon ovoides (2 штамма), Trichosporon 
asahii (3 штамма), Rhodotorula mucilaginosa (25 
штаммов), и аскомицеты Coniochaeta hoffmannii 
(1 штамм), Wickerhamiella pararugosa (1 штамм), 
Pichia kudriavzevii (10 штаммов), Pichia fermentans 
(2 штамма), Pichia cactophila (1 штамм), Pichia 
kluyveri (1 штамма), Pichia manshurica (2 штамма), 
Brettanomyces bruxellensis (2 штамма), Geotrichum 
candidum (22 штамма), Candida albicans (12 штам-
мов). Все штаммы были получены при культу-
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ральном исследовании кала пациентов поликли-
нического  отделения медицинского центра.

Кал засевался на среду Сабуро с 2% глюкозы 
и хлорамфениколом (0,4 г/л). После первичной 
инкубации при 35°С в течение 72 часов дальней-
шая инкубация проводилась при 25ºС темпера-
турном режиме. Для первичной идентификации 
исследовались культуральные, морфологические 
и биохимические свойства дрожжей при помощи 
Atlas of Clinical Fungi de Hoog GS et al. (2020). 
Первичная идентификация подтверждалась при 
помощи масс-спектрометра Microflex (Bruker 
Daltonik Gmb H&Co. KG, Германия), с программ-
ным обеспечением MALDI Biotyper.

Фосфолипазная активность исследуемых 
штаммов оценивалась по методике Borst and Fluit 
[15] на желточном агаре. Использовались чашки с 
Сабуро-декстрозным агаром (Condalab, Испания) 
с добавлением 1 М NaCl, 0,005 M CaCl2 и 8% сте-
рильной эмульсии яичного желтка. При помощи 
0,9% NaCl 48-часовые культуры исследуемых 
штаммов на денситометре Densi-La-Meter II (Erba 
Group, EU) доводились до оптической плотности 
1,0 МакФарланда для R. mucilaginosa, B. bruxellensis, 
C. hoffmannii, W. pararugosa, C. albicans, Pichia spp., 
1,5 для G. candidum и 2,5 для Trichosporon spp., что 
соответствовало 107 КОЕ/мл (рассчитано при 
помощи камеры Горяева). После ряда разведе-
ний в лунки 25-луночных планшетов штампа 
репликатора с 180 мкл 0,9% NaCl вносилось по 20 
мкл суспензии грибов, до конечной концентра-
ции 104 КОЕ/мл в лунке. Полученные суспензии 
при помощи 25-пинового (дл. 20 мм, d 2,0 мм) 
штампа репликатора наносились на чашки со 
средой. Диаметр нанесённой капли с бактери-
альной суспензией был равен ~6 мм. Засеянные 
чашки инкубировали в течение 96 часов в аэроб-
ных условиях при 35ºС и 25ºС, при 35ºС с повы-
шенной до 10% концентрацией углекислого газа 
и при 25ºС в анаэробных условиях. Для создания 
гиперкапнических условий был использован CО2 
инкубатор ИЛМ-170 (ЗАО «Ламинарные систе-
мы», Россия). При помощи анаэростата Thermo 
Scientific™ Oxoid™ Anaero Jar™ 2.5L и газ-пакетов 
AnaeroGen™ 2.5L (Thermo Scientific) была получена 
бескислородная среда. Контроль анаэробных ус-
ловий проводился при помощи Anaerobic indicator 
(Oxoid). В качестве отрицательного контроля 
использовалась незасеянные лунки с бульоном 
Сабуро. Каждый штамм засевался в трёх повторах.

После инкубации измерялся диаметр колонии 
и диаметр преципитационной зоны по методике 
Price et al. [16]. Оценивали отношение преципи-
тационной зоны к диаметру засеянных микро-

организмов, на основе чего выделялось четыре 
группы активности: Pz – 1 (Отрицательно); Pz 
– 0,9–1 +; Pz – 0,89–0,80 ++; Pz – 0,79–0,70 +++; 
Pz – <0,69 ++++ [17]. 

Оценка протеолитической активности про-
водилось по методике De Bernardis F et al. [18] на 
среде c 0,2% бычьего сывороточного альбумина 
(Himedia, Индия), 1,17% углеводной основы для 
классификации дрожжей (Himedia, Индия), 0,01% 
дрожжевого экстракта (Condalab, Испания) с до-
бавлением 2% агара. После 96-часовой инкубации 
чашки окрашивали 0,5% амидо-чёрным. Измеря-
ли неокрашенную зону вокруг колонии. Посев, 
культивирование и интерпретацию полученных 
результатов проводили по вышеописанной ме-
тодике для оценки фосфолипазной активности.  

Штамм С. albicans ATCC 10231 был использо-
ван в качестве контрольного штамма для обоих 
ферментов.

Статистическая обработка была проведена 
при помощи расчёта t-критерия Стьюдента. В 
случае статистической оценки 3-х и более групп 
сравнения был использован критерий Краскела-
Уоллиса (р<0,05). Статистический анализ выпол-
нен на сайте https://www.statskingdom.com при 
помощи онлайн-калькуляторов.  

Результаты и обсуждение 
Использованные нами методы являются стан-

дартными и общепринятыми для определения 
фосфолипазной и протеолитической активности, 
но они не позволяют оценить тонкие межмоле-
кулярные механизмы реализации протеолитиче-
ской и фосфолипазной активности. Тем не менее 
фенотипические проявления данных гидроли-
тических ферментов могут дать представление 
о патогенетическом потенциале исследуемых 
микромицетов. Количество исследованных нами 
штаммов позволяет достоверно оценить актив-
ность протеазы и фосфолипазы у C. albicans, 
P. kudriavzevii, G. candidum и Rh. mucilaginosa. 
Результаты исследования других микромицетов 
носят ориентировочный характер и требуют 
дальнейшего изучения на большем количестве 
штаммов.

В результате оценки фосфолипазной актив-
ности (рис. 1) было обнаружено, что только 
C. albicans проявляла высокую активность Pz 
0,4-0,49 во всех кислородных и температурных 
режимах культивирования, с понижением ак-
тивности в условиях недостатка кислорода. При 
расчёте Н-критерия Краскела-Уоллиса отмечает-
ся значительная разница в зависимой перемен-
ной между различными группами, χ2(3)=21,58, 

Микробиом: Фосфолипазная и протеазная активность дрожжей кишечника человека в различных условиях культивирования
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p<0,001, со средним ранговым баллом 30,88 для 
группы 1 (аэробные условия 37°C), 34 для груп-
пы 2 (аэробные условия 25°C), 23 для группы 3 
(гиперкапнические условия), 10,13 для группы 4 
(анаэробные условия). Типовой штамм С. albicans 
ATCC 10231 на желточном агаре в аэробных усло-
виях при 37°C образовывал преципитационную 
зону диаметром 18 мм.

Высокая фосфолипазная активность была 
обнаружена у P. kudriavzevii (телеморф Candida 
krusei) в аэробных (Pz – 0,46 при 37°C, 0,37 при 
25°C) и гиперкапнических условиях (Pz – 0,5). 
Достоверность различия зоны преципитации 
при культивировании в различных темпера-
турных и кислородных условиях подтверж-
дена при помощи критерия Краскела-Уоллиса 
(χ2(2)=20,2, p<0,001). В анаэробных условиях 
культивирования фосфолипазная активность 
отсутствовала.

P. fermentans и P. kluyveri проявляли актив-
ность в аэробных условиях и в присутствии 10% 
СО2. P. cactophila была активна только в аэробных 
условиях при 25°С. 

Фосфолипазная активность G. candidum и 
Rh. mucilaginosa наблюдалась в аэробных ус-
ловиях при 25°С и 37°С, причём активность 
при 25°С была статистически достоверно выше. 
G. candidum проявлял фосфолипазную актив-
ность и в гиперкапнических условиях (Pz – 0,71). 

Фосфолипазная активность остальных ис-
следованных нами штаммов отсутствовала при 
всех условиях культивирования.

При анализе протеолитической активности 
(рис. 2) обнаружено, что только C. albicans и все 
исследованные виды рода Pichia проявляли высо-
кую активность в аэробных и гиперкапнических 
условиях (Pz<0,5) при отсутствии активности в 
анаэробных условиях. Статистический анализ 

Рис. 1. Фосфолипазная активность дрожжей кишечника (указан диаметр преципитационной зоны)

Рис. 2. Протеолитическая активность дрожжей кишечника (указан диаметр преципитационной зоны)
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полученных данных не показал значимых отличий 
протеазной активности при различных условиях 
культивирования. Типовой штамм С. albicans 
ATCC10231 на среде с сывороточным бычьим 
альбумином в аэробных условиях при 37°С давал 
преципитационную зону диаметром 20 мм.

Протеолитическая активность других иссле-
дованных нами микромицетов отсутствовала при 
всех условиях культивирования.

Факторы патогенности C. albicans, как одного 
из основных условно-патогенных грибов челове-
ка, хорошо изучены, включая протеолитическую 
и фосфолипазную активность [19]. Причём по-
казано, что штаммы, полученные из различных 
биотопов, обладают различной активностью ги-
дролитических ферментов [20,21]. В настоящем 
исследовании показано, что штаммы, полученные 
из кишечника человека, также обладают выражен-
ной фосфолипазной и протеазной активностью 
не только в аэробных условиях, но и в условиях, 
близких к физико-химическим условиям кишеч-
ника человека, связанных с низкими значениями 
парциального давления кислорода [22].

P. kudriavzevii также хорошо известен в каче-
стве этиологического агента микозов человека 
[23,24]. Несмотря на доказанную патогенность, 
данный микромицет рассматривается рядом 
авторов в качестве пробиотика [25,26]. Ранее в 
исследовании Alexandra M. Montoya [27] была 
проведена оценка гидролитических фермен-
тов клинических штаммов не-albicans штаммов 
грибов рода Candida, где была показана высо-
кая протеолитическая активность (Pz – 0,27) 
P. kudriavzevii, тогда как уровень фосфолипазной 
активности был значительно ниже (Pz – 0,69). В 
нашем исследовании мы впервые проанализи-
ровали активность гидролитических ферментов 
кишечных штаммов P. kudriavzevii в различных 
температурных и кислородных условиях. Об-
наруженная нами протеазная и фосфолипазная 
активность подтверждает высокий патогенный 
потенциал данного микромицета.

Rh. mucilaginous, как и P. kudriavzevii, рассма-
тривается в качестве этиологического агента ряда 
заболеваний [28,29], а также в качестве пробиотика 
[30]. В нашем исследовании фосфолипазная актив-
ность этих бизидиомицетных дрожжей проявля-
лась только в аэробных условиях. Учитывая то, 
что большинство тканей человека имеют низкое 
парциальное давление кислорода по сравнению 
с условиями окружающей среды, можно предпо-
ложить, что данный микромицет может поражать 
органы и ткани организма человека с относительно 
высоким парциальным давлением кислорода. Не-

смотря на обнаружение протеазной активности, у 
штаммов Rh. mucilaginous, выделенных с объектов 
окружающей среды [31,32], мы не обнаружили 
протеолитическую активность штаммов, полу-
ченных из кишечника человека. Отсутствие ги-
дролитической активности в отношении белков и 
фосфолипазной активности в условиях недостатка 
кислорода говорит о незначительном патогенном 
потенциале данного микроорганизма в тканях с 
низким парциальным давлением кислорода.

В литературе можно найти немало сообщений, 
описывающих заболевания, вызванные аскоми-
цетными дрожжами G. candidum у иммуноком-
прометированных пациентов [33–35]. С другой 
стороны, данный микроорганизм описывается 
как микромицет с большим биотехнологическим 
потенциалом в пищевой промышленности [36] и 
как пробиотик для сельскохозяйственных живот-
ных [37]. В нашем исследований была показана 
высокая фосфолипазная активность в аэробных 
условиях при 25°С (Pz – 0,38). При температуре 
37°С и при повышенной концентрации СО2 ак-
тивность фосфолипазы достоверно снижалась 
(Pz – 0,63 и 0,71 соответственно). Протеолитиче-
ская активность G. candidum отсутствовала при 
всех условиях культивирования. Полученные 
нами данные позволяют предположить невысо-
кий патогенный потенциал G. candidum.

Другие исследованные нами микромицеты 
известны как возбудители заболеваний человека, 
но в нашей работе мы не обнаружили ни протео-
литической, ни фосфолипазной активности при 
различных температурно-кислородных условиях 
культивирования, что позволяет предположить 
незначительный патогенный потенциал или 
наличие других факторов патогенности, приво-
дящих к возникновению заболеваний.

Выводы
Способность C. albicans и P. kudriavzevii к 

протеолитической и фософлипазной активно-
сти в условиях, сопоставимых по температуре и 
уровню кислорода с таковыми в тканях и органах 
человека подтверждает высокий патогенный по-
тенциал этих грибов и их способность вызывать 
поражения тканей человека в условиях снижен-
ного парциального давления кислорода. 

Отсутствие протеолитической активности при 
всех условиях культивирования у Rh. mucilaginosa 
и G. candidum и неспособность к фосфолипазной 
активности при снижении концентрации кисло-
рода у Rh. mucilaginosa позволяет предположить 
невысокую способность данных микроорганиз-
мов вызывать заболевания человека.
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