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жгутиков мутанты по генам flhB, fabG1 или mmsB1 хуже формируют биопленки. В дан-
ной работе сравнивали агрегацию бактерий и формирование ими биопленок, действие 
ДНКазы на биопленки. Результаты исследований показали, что агрегация клеток в план-
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Экстраклеточная ДНК является частью многокомпонентной системы, обеспечивающей 
сродство биопленок к поверхностям с разными физико-химическими свойствами и их 
структурную целостность.
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Введение

Альфапротеобактерии Azospirillum brasilense 
обитают в разнообразных природных средах, в 
частности в фитосфере, и могут вступать в ас-
социативное взаимодействие с широким кругом 
растений [1]. Определенное значение для успеш-
ного функционирования растительно-микробной 
ассоциации может иметь способность азоспи-
рилл формировать биопленки – сообщества 
бактерий, внедренных в толстый слизистый слой 
матрикса [2]. Информация о микроструктуре 
биопленок азоспирилл, в частности о морфо-
логии клеток, интегрированных в биопленку, и 
основных компонентах матрикса (внеклеточные 
полисахариды, белки и ДНК) фрагментарна, но 
необходима для понимания механизмов фор-
мирования и дисперсии биопленок, подбора 
способов управления данными процессами. Так, 
дефекты в образовании полярного жгутика (Fla), 
липополисахаридов (ЛПС) и полисахаридов, 
связывающих калькофлуор, оказывают замет-
ное влияние на эффективность формирования 
биопленок соответствующих мутантов штамма 
A. brasilense Sp245 [3–5]. Сохранение Fla на 
клетках A. brasilense Sp245, интегрированных в 
зрелую биопленку, способствует поддержанию 
ее целостности и повышает ее устойчивость в 
условиях гидродинамического сдвига [4]. Отлич-
ные от жгутиков белковые компоненты поверх-
ности азоспирилл, чувствительные к действию 
проназы и трипсина, необходимы для прочного 
соединения бактерий в биопленках и вносят 
вклад в прикрепление биопленок к субстрату [6].

Биопленки многих микроорганизмов также 
содержат в составе матрикса экстраклеточную 
ДНК (эДНК) [7]. Считается, что эДНК – это 
компонент матрикса, освобождающийся в связи 
с лизисом клеток, однако для некоторых бакте-
рий показано участие эДНК в процессе агрега-
ции клеток [8]. Например, это справедливо для 
бактерий рода Rhodovulum, способных к само-
осаждению [9]. Внеклеточные ДНК являются 
компонентами матрикса биопленок A. brasilense 
[10]. Участие этих компонентов в организации 
архитектуры пленок азоспирилл остается неяс-
ным. В планктонной культуре флокуляция бак-
терий, опосредованная компонентами клеточной 
поверхности, характерна для азоспирилл [5, 11, 
12], однако взаимосвязь процессов агрегации 
клеток и формирования биопленок у этих микро-
бов не исследована. 

Поскольку формирование и устойчивость 
микроструктуры биомассы биопленок азоспи-
рилл обусловлены в том числе и компонентами 
их клеточной поверхности, мутанты, лишенные 

жгутиков, являются удобной моделью для изуче-
ния функциональной роли компонентов матрикса 
бактериальных биопленок. В данном аспекте 
интересны мутант Sp245 по гену fl hB1 (коди-
рует компонент экспортной жгутиковой поры) 
и мутанты Sp245 по предполагаемым генам 
3-гидроксиизобутиратдегидрогеназы (mmsB1) 
и  3-оксоацил-[ацил-переносящий  белок]-
редуктазы (fabG1). Эти мутанты имеют дефекты 
в образовании латеральных жгутиков (Laf) и/
или Fla и соответственно в роении и активном 
плавании [13, 14]. Инактивация предполагаемых 
генов fabG1 или mmsB1 также повлияла на такие 
характеристики бактерий, как относительное 
содержание ряда жирных кислот в препаратах 
ЛПС и гидрофобность планктонных клеток [5]. 

Целью данной работы явилось исследование 
значения агрегации клеток и эДНК для стабили-
зации биопленок азоспирилл.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы. В работе исполь-
зовали штамм A. brasilense Sp245, выделенный 
из корней пшеницы [15], и его инсерционные 
KmR Fla– Laf– Sp245.1063 (fl hB1::Omegon-Km) 
[13], leaky Fla– Laf– Sp245.1610 (fabG1::Omegon-
Km) и leaky Fla– SK039 (mmsB1::Omegon-Km) 
мутанты [14]. 

Среды для культивирования бактерий. 
Культивирование бактерий проводили на мини-
мальной малатно-солевой среде (MSM) [16] или 
богатой среде LB [17] при 28°С. При выращива-
нии устойчивых к канамицину мутантов в среды 
вносили канамицин (Km) до 50 мкг/мл.

Оценка биомассы биопленок. Жидкие 18-ча-
совые бактериальные культуры разбавляли средой 
LB или MSM до А590, равной 0.05–0.10, вносили 
в стеклянные пробирки (по 2 мл) и инкубирова-
ли при 28°С стационарно. Перед окрашиванием 
биопленок удаляли планктонные бактерии. Био-
пленки окрашивали 1%-ным водным раствором 
красителя кристаллического фиолетового при 
комнатной температуре 10 мин и дважды промы-
вали водой. Связавшийся с биомассой биопленок 
краситель растворяли в этаноле и измеряли А590 
[4]. Пленки, сформированные на покровных сте-
клах, использовали для микроскопии.

Исследование агрегации бактериальных 
клеток. По 5 мл бактериальных культур, выра-
щенных в условиях интенсивной аэрации, или 
жидких культур планктонных бактерий, окру-
жавших биопленки, отстаивали в течение 30 мин 
[11, 12]. Осторожно декантировали жидкость, а из 
осевших агрегатов готовили взвесь в 5 мл 50 мМ 
фосфатного буфера (ФБ; pH 7.0) и оставляли для 
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отстаивания на 2 ч. Измеряли А590 надосадочной 
жидкости, затем осевшие агрегаты клеток 2 мин 
диспергировали в жидкости с помощью магнит-
ной мешалки. Процент агрегационной дисперсии 
определяли по формуле 

А = ((А590)2 – (А590)1)) / (А590)1 × 100 %, 
где (А590)1 – показатель А590 культуральной жид-
кости (взвеси) после отстаивания агрегатов до 
их диспергирования, а (А590)2 – показатель А590 
взвеси после диспергирования агрегатов. 

Обработка биопленок ДНКазой. ДНКазу 
(Fluka, Швейцария) растворяли в 10 мМ Tris-HCl 
буфере (рН 8.0), содержащем 2 мМ CaCl2, до 
концентрации 1 мг/мл. В контрольных вариан-
тах использовали ФБ (pH 7.0). По 2 мл раствора 
фермента, разведенного в 50 мМ ФБ (pH 7.0) 
в соотношении 1:9, добавляли к биопленкам, 
предварительно удалив планктонную культуру, 
и инкубировали 2 ч при 37°C. После инкубации 
биопленки однократно отмывали дистиллиро-
ванной водой и окрашивали, как описано выше. 
Результаты выражали в процентах относительно 
соответствующих контрольных проб. 

Оценка содержания нуклеиновых кислот в 
матриксе биопленок. Выделение компонентов 
матрикса и определение содержания в них ну-
клеиновых кислот проводили согласно рекомен-
дациям, приведенным в работе [18]. Биомассу 
6-суточных биопленок, сформированных на по-
верхности стекла, после удаления планктонных 
бактерий промывали 50 мМ ФБ (pH 7.0) и смывали 
пипетированием этим буфером. Анализировали 
легко смываемые компоненты, перешедшие в 
надосадочную жидкость при центрифугировании 
биомассы после ее промывания ФБ (pH 7.0) (ФБ-
«экстракты»). Процедуру повторяли трижды, со-
бирая надосадочную жидкость. Содержание в экс-
трактах белка, углеводсодержащих компонентов и 
нуклеиновых кислот определяли соответственно 
рекомендациям, описанным в работе [18].

Световая микроскопия биопленок. Фазово-
контрастную микроскопию проводили в Центре 
коллективного пользования научным оборудова-
нием в области физико-химической биологии и 
нанобиотехнологии «Симбиоз» при ИБФРМ РАН 
(Саратов) на аппарате Leica LMD 7000 (Leica, 
Германия).

Статистическая обработка результатов. 
Оценку биомассы биопленок выполняли 30–50 раз 
в каждом варианте опыта. В остальных случаях 
проводили не менее трех независимых эксперимен-
тов с количественными измерениями как минимум 
в трех повторностях. Результаты статистически 
обрабатывали с использованием пакета Mic ro-

Рис. 1. Динамика накопления биомассы в биопленках, 
сформированных бактериями A. brasilense Sp245 (1), 
Sp245.1063 (2), Sp245.1610 (3) и SK039 (4) на поверхности 
стекла под жидкой средой LB в стационарных условиях. 
А590 – оптическая плотность кристаллического фиолето-
вого, десорбированного после окрашивания биопленок

soft Offi ce Excel 2007. Доверительные интервалы 
определяли для 95%-ного уровня значимости.

Результаты и их обсуждение

Исследование динамики формирования био-
пленок. Было осуществлено сравнение динамики 
накопления биомассы в пленках, формируемых 
штаммом A. brasilense Sp245 и его дефектными по 
жгутикованию мутантами Sp245.1063, Sp245.1610 
и SK039 на границе раздела фаз «жидкость – 
твердая гидрофильная поверхность (стекло)». 
В первые сутки инкубации бактерий в жидкой 
среде LB на поверхности стеклянных пробирок 
формировались тонкие пленки, при микроскопии 
которых просматривались разрозненные клеточ-
ные агрегаты (микроколонии). На 2–3-и сутки 
инкубации в жидкой среде LB биомасса штаммов 
Sp245, Sp245.1063 и Sp245.1610, закрепившихся 
на поверхности пробирок, стабилизируется – без 
существенных межштаммовых различий (рис. 1).

Вероятно, в данном временном промежутке за-
вершается процесс адгезии бактерий на поверхно-
сти стекла. Лишь в случае бактерий штамма SK039 
увеличивается продолжительность их адгезии на 
гидрофильной поверхности до 4 суток, что можно 
объяснить более высокой гидрофобностью клеток 
этого мутанта по сравнению с родительским штам-
мом Sp245 [5]. После завершения этого этапа бак-
териальные микроколонии сливаются в пленку с 
более ровной поверхностью, и начинается прирост 
биомассы. В случае штаммов Sp245.1063 и SK039 
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количество биомассы в биопленке стабилизируется 
к 4–5-м суткам инкубации и остается неизменным 
на всем протяжении культивирования (см. рис. 1). 
Толщина биопленок, сформированных родитель-
ским штаммом Sp245 или мутантом Sp245.1610, 
становится постоянной позже – после 6 дней ин-
кубации (см. рис. 1). Таким образом, к 6-м суткам 
культивирования все исследованные штаммы фор-
мируют зрелую биопленку (см. рис. 1). На стекле 
под LB биомасса зрелых биопленок Sp245.1610 

не отличается от показателей штамма Sp245, 
остальные мутанты образуют более тонкие плен-
ки (см. рис. 1). Под MSM по сравнению с Sp245 
все мутанты формируют биопленки с меньшим 
количеством биомассы (рис. 2, а). Результаты 
определения относительного количества биомас-
сы в зрелых биопленках азоспирилл с помощью 
окрашивания и результаты прямых микроскопи-
ческих измерений толщины биопленок согласу-
ются между собой [4].

Рис. 2. Влияние ДНКазы (б) на биомассу биопленок A. brasilense (а), сформированных на стекле под жидкой средой LB 
(1) или MSM (2), и степень агрегации планктонных клеток (в, г) после 2 (в) и 6 (г) суток культивирования; а  – А590 – 
оптическая плотность кристаллического фиолетового, десорбированного после окрашивания биопленок A. brasilense; 
б – процентное отношение А590 красителя, десорбированного с окрашенных пленок после их инкубации в растворе 
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Таким образом, начальные этапы форми-
рования биопленки – прикрепление и адгезия 
бактерий на поверхности стекла, вероятно, 
протекают независимо от способности клеток 
синтезировать жгутики. Лишь в случае мутанта 
SK039 увеличивается продолжительность адге-
зии клеток на стекле до 4 суток. Тем не менее 
полноценный Fla необходим азоспириллам для 
активной адгезии [19]. Как уже отмечалась, 
на ранних этапах биопленки мутантов и роди-
тельского штамма образованы разрозненными 
клеточными агрегатами (микроколониями). 
Возможно, активная агрегация бактерий уже 
в планктонной культуре способствует их при-
креплению к твердой поверхности, особенно в 
случае мутантов без полноценного Fla.

Влияние продолжительности и условий 
культивирования на способность бактерий 
к агрегации

Все штаммы имеют примерно одинаковую 
скорость роста на жидких средах LB или MSM. 
В статичных условиях в начале стационарной 
фазы роста на 2-е сутки культивирования (этап 
прикрепления бактерий к твердой поверхности 
(см. рис. 1)) в LB степень агрегации клеток в 
планктонных культурах Sp245.1063, Sp245.1610 и 
SK039 выше, чем у Sp245, при этом относительное 
количество биомассы в биопленках всех штаммов 
примерно одинаково (см. рис. 1, 2, в). Вероятно, 
активная агрегация бактерий уже в планктонной 
культуре способствует их прикреплению к твер-
дой поверхности, особенно в случае мутантов без 
полноценного Fla, необходимого азоспириллам 
для активной адгезии [19].

При культивировании в LB на 6-е сутки в 
случае мутантов агрегация планктонных клеток 
не изменяется, а у Sp245 возрастает в 2 раза до 
уровня Sp245.1610 (см. рис. 2, г). На стекле от-
носительное количество биомассы в биопленках 
этих штаммов в данный период культивирования 
также примерно одинаково (см. рис. 1, 2, а).

При культивировании в MSM стационарно 
клетки всех исследованных штаммов агрегиро-
вали примерно одинаково независимо от време-
ни инкубации, а процент агрегации превышал 
данный показатель в LB (см. рис. 2, в, г). Тем не 
менее в MSM, как и в LB, сохраняются различия 
в толщине зрелых пленок Sp245 и Sp245.1063 или 
SK039 (см. рис. 2, а). Очевидно, что агрегация 
клеток в 6-суточной планктонной культуре этих 
трех штаммов существенным образом не влияет 
на количество биомассы зрелых биопленок. В 
случае Sp245.1610 под MSM толщина зрелых 
биопленок уступает показателю этого мутанта 
под LB (см. рис. 2, а). Одной из причин зависи-

мости толщины биопленок Sp245.1610 от состава 
среды культивирования могут являться различия 
в степени гидрофобности клеток этого мутанта, 
выросших в LB или MSM [5]. 

В условиях перемешивания (условия, позво-
ляющие повысить содержание кислорода в среде 
культивирования) агрегация клеток неподвижных 
мутантов по сравнению с Sp245 выражена в мень-
шей степени. Так, к 18 ч культивирования на среде 
MSM для штаммов Sp245, Sp245.1063, Sp245.1610 
и SK039 показатель агрегации клеток составляет 
соответственно (36.8 ± 7.9), (21.8 ± 5.7), (5.8 ± 0.6) 
и (8.2 ± 1.4)%. Агрегация 2-суточных культур в ус-
ловиях перемешивания не изменяется. Например, 
к 48 ч культивирования на среде MSM у штам-
мов Sp245 и Sp245.1063 показатель агрегации 
клеток составляет соответственно (35.9 ± 6.2) и 
(26.2 ± 4.9)%. Стоит отметить, что к 48 ч на LB 
в условиях перемешивания агрегация клеток 
штамма Sp245 достигает максимальной величины 
((69.2 ± 1.9)%), а у мутанта Sp245.1063 – мини-
мальной ((4.7 ± 1.6)%) ниже.

Вполне вероятно, что подвижность и жгути-
ки способствуют агрегации азоспирилл в зависи-
мости от состава среды и содержания кислорода 
в среде культивирования (от степени насыщения 
среды кислородом). Так, даже в статичных ус-
ловиях при фазово-контрастной микроскопии 
18-часовых жидких культур Sp245 видно, что 
подвижные клетки этого штамма, сосредото-
чившиеся в результате аэротаксиса недалеко 
от границы раздела жидкость/воздух, образуют 
небольшие агрегаты (рис. 3). Клетки мутантов, 
лишенные полярной флагеллы, не обладают 
способностью к подобной быстрой агрегации.

Таким образом, способность бактерий к 
агрегации в планктонной культуре обусловливает 
начальные этапы формирования биопленок, но не 
способствует приросту биомассы зрелых пленок, 
что наиболее очевидно в случае мутантов с инак-
тивированными генами fl hB, fabG1 или mmsB1. 
Результаты исследования позволили выявить 
у азоспирилл, различающихся по способности 
синтезировать жгутики, зависимость степени 
агрегации клеток в планктонной культуре и 
формирования ими биопленок от состава среды, 
продолжительности и условий культивирования, 
которые, в свою очередь, могут влиять на свой-
ства компонентов клеточной поверхности микро-
организмов белковой и полисахаридной природы 
[5, 11, 12, 20]. Важным интегральным компонен-
том для процесса агрегации клеток некоторых 
микроорганизмов является эДНК. Например, 
обработка клеток бактерий рода Rhodovulum ну-
клеазами приводит к прекращению процесса их 
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Рис. 3. Фазово-контрастная микроскопия 18-часовых жидких культур A. brasilense Sp245 (а–д) и Sp245.1063 (е), вы-
ращенных в LB, спустя 1 (б), 5 (в), 10 (г, д) и 15 мин (а, е) после приготовления препарата для микроскопии. Черными 
стрелками обозначена область максимального сосредоточения подвижных клеток недалеко от отмеченной белыми 

стрелками границы раздела жидкость/воздух. Масштабная линейка соответствует 10 мкм

самоосаждения [9]. Внеклеточные ДНК являются 
компонентами матрикса пленок A. brasilense [10], 
однако функция этих компонентов в биопленках 
азоспирилл остается неясной.

Исследование устойчивости биомассы 
биопленок к действию ДНКазы 

Оценка содержания белковых, углеводсодер-
жащих составляющих и нуклеиновых кислот в 
матриксе, полученном из смытой с поверхности 
стекла биомассы биопленок штамма Sp245, по-
казала, что в ФБ-«экстрактах» перечисленные 
компоненты распределяются в следующем со-
отношении: 1.0/3.6/0.5 (матрикс из биопленок, 
сформированных под LB) или 1.0/4.1/0.1 (ма-
трикс из биопленок, сформированных под MSM). 

После инкубации с ДНКазой (100 мкг/мл) 
биомасса биопленок Sp245, сформированных 
под LB на стекле, убывала на 36% (см. рис. 2, 
б). Мутанты Sp245.1063, Sp245.1610 и SK039 
теряли примерно такое же количество биомассы 
(32–40%). Аналогичная устойчивость к действию 
фермента выявлена и у биопленок, образован-
ных под MSM (см. рис. 2, б). После обработки 
ДНКазой биомасса биопленок штамма Sp245 
снижалась на 40%, а мутанты теряли примерно 
29–33% биомассы (см. рис. 2, б). 

По нашим неопубликованным данным, по-
сле инкубации с 40 мМ раствором периодата 

натрия, окисляющего полисахариды, биомасса 
зрелых биопленок Sp245, сформированных на 
стекле под LB, убывает на 40%, а в случае лишен-
ных жгутиков мутантов Sp245.1063, Sp245.1610 
и SK039 эта величина составляет 60–75%. На 
стекле под MSM устойчивость биопленок всех 
штаммов к периодатному окислению возрастает, 
а биомасса биопленок снижается примерно на 
20% (наши неопубликованные данные). После 
инкубации с проназой (100 мкг/мл) биомасса 
биопленок Sp245 или SK039, сформированных 
под LB на стекле, уменьшается на 20–30%, а в 
случае штамма Sp245.1610 на 46% [6]. Устой-
чивость образованных под MSM биопленок 
исследованных штаммов к действию протеазы 
была одинаковой. После обработки проназой 
биомасса биопленок уменьшалась примерно на 
21–31% [6]. 

Таким образом, в исследованном нами ма-
триксе биопленок бактерий вида A. brasilense 
содержание белковых и углеводсодержащих 
компонентов преобладает над содержанием ну-
клеиновых кислот, однако влияние инкубации 
с ДНКазой, снижающей биомассу биопленок 
всех исследованных штаммов, сопоставимо с 
воздействием на пленки азоспирилл протеазы 
и периодатного окислителя полисахаридов. Ре-
зультаты этих сравнений позволяют полагать, что 
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эДНК является частью многокомпонентной си-
стемы, обеспечивающей как сродство биопленок 
к поверхностям с разными физико-химическими 
свойствами, так и их структурную целостность.
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Little is known about the functions of the principal matrix components 
and about the role of cell surface structures in the formation and sta-
bilization of Azospirillum biofilms. It is known that as compared with A. 
brasilense strain Sp245, its flhB1, fabG1, and mmsB1 mutants, defective 
in flagellar assembly, form biofilms less well. We made comparative 
study of bacterial aggregation, biofilm formation, and the effect of 
DNAase on biofilms. The results show that in planktonic culture, cell 
aggregation determines the initial stages in biofilm formation but does 
not contribute to biomass growth in mature films (observed most clearly 
with the mutants). Extracellular DNA is part of a multicomponent sys-
tem that ensures the affinity of biofilms to physicochemically different 
surfaces and the structural integrity of biofilms. 
Key words: Azospirillum brasilense, bacterial aggregation, biofilm 
matrix, extracellular DNA.
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