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РЕФЕРАТ Рост числа случаев инфицирования антибиотикорезистентными штаммами патогенов броса-
ет вызов современным технологиям поиска новых лекарственных препаратов. Подходы комбинаторной 
химии, основанные на использовании химических библиотек и направленные на создание высокоаффин-
ных низкомолекулярных лигандов терапевтически значимых молекулярных мишеней клеток человека, 
успешно зарекомендовали себя в области направленного создания высокоэффективных терапевтических 
агентов. В то же время эти подходы зачастую сталкиваются с непреодолимыми трудностями при создании 
новых антибиотиков. Природные соединения, отобранные в результате эволюции по таким важным харак-
теристикам, как широкая специфичность и эффективность, представляют собой хорошую альтернативу 
химическим библиотекам. Вместе с тем, неограниченное использование природных антибиотиков и их 
аналогов приводит к лавинообразному распространению генов устойчивости среди бактерий. Обнаружение 
новых природных антибиотиков, в свою очередь, чрезвычайно затрудняет проблема «переоткрытия анти-
биотиков», что ставит задачу поиска альтернативных высокопроизводительных платформ скрининга 
антибиотической активности, культивирования «некультивируемых» микроорганизмов, а также поиска 
новых кластеров биосинтеза антибиотиков, их активации и гетерологической экспрессии. Высокий интерес 
представляют микрофлюидные технологии скрининга антибиотической активности на уровне единичных 
клеток, которые позволяют объединить в рамках одной платформы технологии ультравысокопроизводи-
тельного скрининга, широкомасштабного секвенирования и геномного майнинга, открывая уникальные 
возможности для обнаружения новых антибиотиков.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА антибиотикорезистентность, высокопроизводительный скрининг, микрофлюидика, 
открытие антибиотиков.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ МИК – минимальная ингибирующая концентрация; ESKAPE – Enterococcus faecium, 
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa и Enterobacter 
spp.; ВЭЖХ-МС – высокоэффективная жидкостная хроматография-масс-спектрометрия; ВЭЖХ-ЯМР – 
высокоэффективная жидкостная хроматография-спектрометрия ядерного магнитного резонанса; BioMAP – 
antibiotic mode of action profile (платформа для профилирования спектра активности); FACS – флуорес-
центно-активированный клеточный сортинг; GFP – зеленый флуоресцентный белок; sCy5 – сульфоцианин 
5; NHS – N-гидроксисукцинимид; uHT – ультравысокопроизводительный.

ВВЕДЕНИЕ
Открытие антибиотиков – это одно из величайших 
достижений 20 века, позволившее многократно уве-
личить выживаемость, продолжительность и каче-
ство жизни многих миллионов людей. Период с 1940 

по 1960-е годы, когда было обнаружено большинство 
современных антибиотиков и их производных, при-
нято называть «золотой эрой открытия антибиоти-
ков» [1]. Столь фантастические результаты были до-
стигнуты благодаря успешному сочетанию простой, 
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дешевой и в то же время эффективной платформы 
для скрининга и удачного выбора объекта поиска. 
Эта платформа, получившая впоследствии название 
«платформа Ваксмана» [2], заключалась в использо-
вании чашек с агаром, на которые высевали бактерии 
из почвы. Бактерии-продуценты антибиотиков иден-
тифицировали, заливая эти чашки вторым слоем ага-
ра, несущим бактерии-мишени, и выявляли клоны-
кандидаты по образованию зон просветления (рис. 1), 
[3, 4]. Последующий отбор клонов, продуцирующих 
в среду антибиотики, проводили методом последо-
вательных разведений их ростовой среды и опреде-
ления минимальных ингибирующих концентраций 
(МИК). Дальнейший поиск новых антибиотиков с ис-
пользованием платформы Ваксмана затрудняло по-
вторное обнаружение одних и тех же антибиотиков, 
поскольку данная платформа позволяла выявлять 
только хорошо культивируемые и быстрорастущие 
почвенные бактерии (в большинстве своем принад-
лежащих роду Streptomyces), конститутивно про-
дуцирующие антибиотики в больших количествах. 
В то же время она открывала легкий доступ к деше-
вым и высокоэффективным лекарственным препа-
ратам природного и полусинтетического происхож-
дения. Таким образом, эта платформа максимально 
соответствовала целям и задачам своего времени, 
поскольку во времена «золотой эры открытия анти-
биотиков» отсутствовала проблема неограниченного 
использования антибиотиков.

Роль антибиотиков в природе заключается в под-
держании биологического разнообразия микро-
организмов за счет противостояния бактерий, про-
дуцирующих и деградирующих антибиотики [5] 
с использованием разнообразных механизмов 

[6–8], широко распространенных в различных эко-
логических нишах [8–11] и появившихся задолго 
до возникновения человеческих цивилизаций [12]. 
Неконтролируемое использование больших ко-
личеств антибиотиков создало беспрецедентные 
условия для селекции и мобилизации генов рези-
стентности среди популяций бактерий, а также их 
последующего захвата клетками патогенных микро-
организмов. Эволюция резистентности проходила 
с использованием трех основных механизмов [13]: 
первичного захвата генов устойчивости, в первую 
очередь, благодаря мобилизации и горизонтальному 
переносу генов из окружающей среды; возникнове-
ния компенсаторных мутаций, нивелирующих не-
гативное влияние захвата генов устойчивости [14], 
и активации внутренних механизмов устойчиво-
сти, таких, как активный транспорт [15, 16]. Все это 
приводит к возникновению штаммов, обладающих 
множественной лекарственной устойчивостью [17], 
особенно характерной для так называемых ESKAPE 
патогенов (Enterococcus  faecium, Staphylococcus 
aureus, Klebsiella  pneumoniae, Acinetobacter  bau-
mannii, Pseudomonas aeruginosa и Enterobacter spp.), 
представляющих реальную угрозу жизни и здоро-
вью людей [17].

ОГРАНИЧЕНИЯ, СВЯЗАННЫЕ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 
КОМБИНАТОРНОГО РАЗНООБРАЗИЯ ХИМИЧЕСКИХ 
БИБЛИОТЕК ДЛЯ ПОИСКА НОВЫХ АНТИБИОТИКОВ
Комбинаторная химия и высокопроизводительный 
скрининг библиотек химических соединений заре-
комендовали себя как эффективные методы созда-
ния лекарственных препаратов, нацеленных на ре-
гуляцию различных процессов в клетках человека. 

Рис. 1. Классические методы скрининга антибиотической активности: (А) поиск колоний бактерий, дающих боль-
шие зоны просветления, и (Б) последующее определение МИК (адаптировано из [4])
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Однако множественные попытки использования вы-
сокопроизводительного комбинаторного скринин-
га с целью создания новых антибиотиков широко-
го спектра действия потерпели неудачу, несмотря 
на значительные финансовые и материальные вло-
жения, а также применение всех доступных техно-
логий [18–20]. 

Основные причины этих неудач связаны тем, что, 
во-первых, ксенобиотики плохо проникают в бакте-
риальные клетки (особенно грамотрицательные). Во-
вторых, антибиотики не подчиняются классическому 
«правилу пяти» Липински [21] (физико-химические 
свойства комбинаторных химических библиотек, 
подобранные для большинства препаратов, не оп-
тимальны для антибиотиков [22]). В-третьих, хими-
ческое разнообразие существующих библиотек за-
метно ограничено [23]. В то же время использование 
химических библиотек позволяет идентифицировать 
различные адъюванты, значительно усиливающие 
антимикробные свойства известных антибиотиков 
[24–26], антиметаболиты [27], антивирулентные пре-
параты [28], а также может приводить к созданию 
препаратов узкого спектра, направленных на кон-
кретную мишень, что показано на примере бедак-
вилина, селективного ингибитора F

1
F

O
-АТР-азы 

Mycobacterium tuberculosis [29]. Создание специали-
зированных химических библиотек, направленных 
на повышенную способность ксенобиотиков про-
никать в бактериальные клетки, важно для комби-
наторных методов поиска новых антибиотических 
препаратов. Альтернативная стратегия –поиск ли-
гандов, ингибирующих активность бактериальных 
систем транспорта ксенобиотиков.

ПОИСК НОВЫХ АНТИБИОТИКОВ СРЕДИ 
ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ ПРИРОДНОГО РАЗНООБРАЗИЯ 
Скрининг природных веществ приводит к значи-
тельно большей вероятности обнаружения анти-
биотической активности [30], по-видимому, в связи 
с тем, что природные вещества имеют более широкий 
спектр стереоселективных фармакофоров, уже ото-
бранных на различную биологическую активность 
в процессе эволюции [23]. Метаболомика, лежащая 
в основе современных подходов к скринингу природ-
ных антибиотиков [26], представляет собой совокуп-
ность тандемных методов разделения–анализа, таких, 
как высокоэффективная жидкостная хроматография-
масс-спектрометрия или спектрометрия ядерного 
магнитного резонанса (ВЭЖХ-МС или ВЭЖХ-ЯМР), 
и методов широкомасштабного секвенирования 
[31]. Метаболомика позволяет осуществить переход 
к функциональной геномике [32], а также идентифи-
цировать новые рибосомные и нерибосомные пептиды 
[33, 34] и вторичные метаболиты [35].

Природные источники, используемые для поис-
ка антибиотиков, весьма разнообразны и включают 
в себя экстракты растений, грибов, лишайников, эн-
дофитов, морских растений, водорослей, кораллов 
и микроорганизмов [36]. Тем не менее, следует отме-
тить, что многие действующие вещества из перечис-
ленных источников действуют по неспецифическому 
механизму дестабилизации мембраны, что, в свою 
очередь, затрудняет их применение ввиду высокой 
токсичности, вызванной низким терапевтическим 
индексом. Таким образом, благодаря своему разно-
образию и эволюционной предрасположенности 
к продукции антибиотиков для завоевания экологи-
ческих ниш в процессе конкуренции друг с другом, 
бактерии продолжают оставаться одним из наиболее 
привлекательных источников антибиотической ак-
тивности. Проблема «повторного открытия» антибио-
тиков может решаться с использованием разнообраз-
ных подходов.

СТРАТЕГИИ РЕШЕНИЯ ПРОБЛЕМЫ «ПЕРЕОТКРЫТИЯ» 
АНТИБИОТИКОВ
Подавление роста коллекции различных микроор-
ганизмов может использоваться как своеобразный 
индивидуальный отпечаток исследуемого вещества 
или экстракта, что показано с помощью платформы 
BioMAP, позволяющей выявлять известные антибио-
тики, а также находить новые по индивидуальному 
профилю ингибирования [37]. Для обнаружения ми-
шени действующего вещества или, наоборот, поиска 
веществ, обладающих специфическим механизмом 
действия, можно также использовать коллекции 
штаммов бактерий одного вида. Коллекция 245 штам-
мов S. aureus c подавленной экспрессией генов позво-
лила идентифицировать антибиотик платенсимицин, 
принадлежащий к новому классу ингибиторов фер-
мента синтеза жирных кислот FabF/B [38]. 

Новый взгляд на использование почвенных бак-
терий в качестве источника новых антибиотиков 
открывает новые подходы к скринингу антибиоти-
ческой активности. Полногеномное секвенирование 
актиномицетов показало, что они обладают значи-
тельно более высокой способностью продуцировать 
вторичные метаболиты, чем при культивировании. 
Секвенирование Streptomyces  coelicolor показало 
принципиальную возможность продукции более 20 
вторичных метаболитов, в то время как при куль-
тивировании in  vitro идентифицированы только 
три [39]. В свою очередь, активация молчащих генов 
бактерий-продуцентов открывает новые источники 
ранее неизвестных антибиотиков [40], а биоинфор-
матический анализ и методы, основанные на класте-
ризации генов, позволяют предсказывать антибио-
тики de novo [41]. Таким образом, методы геномного 
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майнинга могут успешно использоваться с целью по-
иска новых вторичных метаболитов бактерий, в том 
числе и неизвестных ранее антибиотиков, обладаю-
щих высоким потенциалом для создания лекарствен-
ных препаратов [42].

Один из подходов к активации молчащих генов 
и продукции новых антибиотиков – подбор среды 
для культивирования клонов-продуцентов, пред-
варительно отобранных на основании секвениро-
вания, благодаря присутствию новых генов [43]. 
Использование факторов чувства кворума – это дру-
гой подход к активации молчащих генов [44], одна-
ко их эффект трудно предсказуем и, по-видимому, 
они не всегда представляют собой оптимальный ме-
ханизм активации молчащих генов. В то же время 
одна из наиболее очевидных стратегий активации 
молчащих генов – это рекомбинантная экспрессия 
[45, 46]. Использование новых подходов к культиви-
рованию «некультивируемых» почвенных бактерий 
(рис. 2) – еще один альтернативный подход к пробле-
ме поиска новых антибиотиков. Платформа, основан-
ная на культивировании единичных почвенных бак-
терий в их природном окружении, с использованием 
полупроницаемой мембраны, позволила открыть но-
вый антибиотик теиксобактин, активный по отноше-
нию к резистентным штаммам грамположительных 
бактерий без развития устойчивости [47], а также 
к идентификации нового рода Entotheonella, облада-
ющего уникальным набором вторичных метаболитов 
и путей их синтеза [48].

Скрининг бактерий, устойчивых к антибиотикам, 
может использоваться для выявления новых меха-
низмов синергического взаимодействия, открываю-
щих возможности для поиска адъювантов антибио-
тиков, усиливающих их действие [26]. Использование 
резистентных штаммов позволило открыть новый 
класс антибиотиков – ацилдепсипептидов, активи-
рующих внутриклеточную бактериальную протеазу 
ClpP [49], вызывающую гибель бактерий, в том чис-
ле и персистирующих, и приводящую к излечению 

от хронической инфекции [50]. Предварительный от-
бор почвенных бактерий, устойчивых к росту на гли-
копептидных антибиотиках, позволил более чем 
в 1000 раз повысить вероятность обнаружения кло-
нов-продуцентов новых антибиотиков этого класса 
и идентифицировать новый антибиотик пекискоми-
цин, обладающий уникальной структурой [51]. 

Эффективным оказалось и создание бифункцио-
нальных агентов, работающих по принципу троян-
ского коня. Конъюгат аналога антибиотика рифам-
пицина, соединенного биодеградируемым линкером 
с антителом против тейхоевых кислот клеточной 
стенки S. aureus, показал свою эффективность в эли-
минации не только суспензионных клеток, но и вну-
триклеточного резервуара бактерий, устойчивого 
к действию ванкомицина [52]. При этом важное зна-
чение имеет правильный выбор антитела, линкера 
и антибиотика. Эффективным оказался рациональ-
ный дизайн высокоспецифичных антибиотиков 
в случае конъюгатов сидерофор-антибиотик [53].

Переход от ингибирования  in vitro к непосред-
ственной оценке антибиотической активности 
препарата in  vivo открывает новые возможности 
для создания наиболее эффективных лекарственных 
средств. Скрининг антимикробной активности против 
M. tuberculosis с использованием зараженных макро-
фагов [54] позволяет максимально приблизить мо-
дель in vitro к условиям in vivo, а также исключить 
вещества, обладающие неспецифической цитоток-
сичностью и низкой способностью проникать в ма-
крофаги. Использование моделей заражения немато-
ды Caenorhabditis elegans [55] и рыбок Danio rerio [56] 
in vivo позволяет отобрать соединения, приводящие 
к элиминации бактерий, в том числе и при помощи 
механизмов, отличных от классической антибиоти-
ческой активности.

Высокая чувствительность аналитического сигна-
ла является принципиальной характеристикой, необ-
ходимой для увеличения производительности скри-
нинга. Использование бактерий, продуцирующих 

Рис. 2. Устройство 
для культивации «некульти-
вируемых» бактерий почвы 
(адаптировано из [47]). 
Устройство состоит из двух 
частей, разделенных полу-
проницаемой мембраной. 
С одной стороны находятся 
индивидуальные клетки 
бактерий почвы в питатель-
ной среде, с другой – по-
чва, несущая необходимые 
факторы роста
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рекомбинантные флуоресцентные белки-репортеры, 
в качестве биосенсора антибиотической активности 
позволяет напрямую детектировать подавление ро-
ста бактерий [57], идентифицировать антибиотики, 
действующие по заданному механизму ингибирова-
ния трансляции [58], а также производить скрининг 
комбинации антибиотиков с использованием не-
скольких флуоресцентных репортеров с различным 
спектром возбуждения/эмиссии [59].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Ввиду быстрого возникновения антибиотикорези-
стентности, поиск новых антибиотиков становится 
весьма актуальной задачей. Скрининг химических 
библиотек имеет крайне низкую вероятность успеха, 
он эффективен в основном для поиска адъювантов 
антибиотиков и высокоспецифичных препаратов. 
Классическая платформа Ваксмана для скрининга 
антибиотической активности микроорганизмов ока-
залась эффективной в прошлом, однако в дальней-
шем ее применение приводило к чрезвычайно вы-
сокой вероятности повторного открытия известных 
антибиотиков, в то время как обнаружение анти-
биотиков нового класса считается возможным лишь 
в результате скрининга более 107 различных микро-
организмов [60]. Решить эту проблему можно за счет 
использования альтернативных платформ, основан-

ных на метаболомике, широкомасштабном секвени-
ровании, биоинформатическом анализе, рекомби-
нантной экспрессии генов, а также альтернативных 
подходов к культивированию «некультивируемых» 
микроорганизмов. Свидетельства того, что физиоло-
гически значимые антибиотики могут быть найдены 
среди представителей микробиоты человека [61], от-
крывают новые источники для поиска антимикроб-
ной активности. Особый интерес представляет вне-
дрение микрофлюидных платформ, позволяющих 
перейти от классической 2D-платформы скрининга 
на чашках к эмульсионному 3D-скринингу в изоли-
рованных микрокомпартментах. Культивирование 
отдельных клеток в каплях эмульсии можно исполь-
зовать для скрининга резистентных бактерий [62], 
а также бактериолитической активности [63]. Этот 
альтернативный подход открывает уникальные воз-
можности для высокопроизводительного анализа ак-
тивности широких репертуаров клеток. 

Инкапсуляция индивидуальных клеток в каплях 
биосовместимой двойной эмульсии (рис. 3) позволя-
ет не только анализировать активность на уровне 
единичных клеток, но и кокультивировать предста-
вителей микробиоты с клетками-мишенями с целью 
идентификации антагонистических штаммов, про-
дуцирующих антибактериальные соединения [64]. 
Суть метода заключается в коинкапсуляции инди-

Рис. 3. Ультравысокопроизводительный (uHT) скрининг антибиотической активности в каплях биосовместимой 
двойной эмульсии (адаптировано из [64]). Культивация единичных клеток-эффекторов микробиоты с репор-
терным штаммом патогена-мишени с последующим прижизненным окрашиванием на наличие живых клеток, 
а также отбором целевой популяции клеток-эффекторов, обладающих антибиотической активностью с исполь-
зованием FACS
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видуальных представителей микробиоты с репор-
терным штаммом патогена-мишени в каплях биосов-
местимой двойной эмульсии вода–масло–вода, их 
последующем кокультивировании в каплях и отборе 
с использованием клеточного сортинга целевой попу-
ляции капель, в которых наблюдается ингибирование 
роста патогена при наличии живых клеток-эффек-
торов микробиоты. Одно из неоспоримых преиму-
ществ данной технологии – это возможность отбора 
целевой популяции бактерий-эффекторов, что по-
зволяет добиться ультравысокопроизводительно-
го (≈ 30 000 клеток в секунду) скрининга антибио-
тической активности на уровне единичных клонов. 
В то же время отобранные в результате скрининга 
бактерии могут быть представителями чрезвычайно 
редких, медленнорастущих и «некультивируемых» 
микроорганизмов, которых впоследствии иденти-
фицируют, используя широкомасштабное секвени-
рование и последующий биоинформатический ана-
лиз. Данная платформа может быть использована 
для прижизненного отбора антимикробной активно-
сти единичных клеток из популяций клеток-эффек-
торов представительностью порядка 0.005% за один 
раунд селекции.

Дальнейшее развитие ультравысокопроизводи-
тельных (uHT) методов скрининга антибиотической 
активности представляет чрезвычайно высокий ин-
терес, так как необычайно широкое разнообразие 
бактериальных сообществ таит в себе множество 
загадок, требующих комплексного понимания вза-
имодействий на уровне как единичных бактерий, 
так и каждого уникального микробиома в целом 
[65]. Использование комбинации методов uHT скри-

нинга и геномного майнинга открывает уникальные 
возможности с точки зрения направленного поиска 
новых редких кластеров биосинтеза вторичных ме-
таболитов бактерий с различным спектром антибио-
тической активности. Такие проблемы, как анализ 
индивидуальной активности каждого представи-
теля микробиоты по отношению к заданной ми-
шени, а также широкомасштабная оценка спектра 
активности антибиотиков на заданное микробио-
логическое сообщество, представляют чрезвычай-
но высокий интерес, так как дают нам возможность 
распутать клубок взаимодействий внутри микро-
биологического сообщества. Мы считаем, что разви-
тие микрофлюидных технологий в комплексе с ме-
тодами ультравысокопроизводительного скрининга, 
широкомасштабного секвенирования, протеомики 
и биоинформатики позволит перейти на новый уро-
вень понимания процессов в области микробиологии. 
Возможности микрофлюидной технологии ультра-
высокопроизводительного скрининга природных ис-
точников биоразнообразия микроорганизмов или ис-
кусственных библиотек антимикробных соединений 
имеют очевидную перспективу открытия антибио-
тиков следующего поколения, а также в реализации 
стратегии поиска лигандов, ингибирующих факторы 
резистентности микроорганизмов к существующим 
антибиотическим препаратам. Комбинированное ис-
пользование таких препаратов может иметь ключе-
вое значение для решения проблемы лекарственной 
устойчивости к антибиотикам. 

Работа выполнена при поддержке гранта  
РНФ № 14-50-00131. 
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