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Изучено влияние гидролитических ферментов из морских источников на образование и разруше-
ние бактериальных биопленок. Установлено, что рост биопленок разных видов морских бактерий
стимулировался в присутствии α-D-галактозидазы морской бактерии Pseudoalteromonas sp. КММ
701, тогда как формирование биопленок бактерий Bacillus subtilis и Yersinia pseudotuberculosis ингиби-
ровалось этим ферментом. Обработка зрелых биопленок α-галактозидазой приводила к разруше-
нию от 5 до 35% биопленки у разных видов бактерий. Фосфодиэстераза и щелочная фосфатаза
морской бактерии Cobetia amphilecti КММ 296 оказывали ингибирующее действие на биопленки
морских штаммов Bacillus licheniformis, B. aegricola и B. berkelogi, а также диспергировали уже сфор-
мированные биопленки этих бацилл и иерсинии. ДНКаза гепатопанкреаса краба ингибировала об-
разование биопленки у Y. pseudotuberculosis и B. subtilis, частично разрушая зрелую биопленку.
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Большинство видов бактерий существует в
природе в виде специфически организованных
биопленок (biofilms). Бактериальная биопленка –
это сообщество одного или нескольких видов
бактерий, прикрепленных к поверхности или друг
к другу и заключенных в матрикс из синтезирован-
ных ими внеклеточных полимерных веществ
(Costerton et al., 1999; Романова, Гинцбург, 2011).
В состав внеклеточного матрикса биопленки вхо-
дят экзополисахариды, белки, нуклеиновые кис-
лоты и другие вещества (Flemming, Wingender,
2010). Биопленка защищает бактерии от неблаго-
приятных абиотических факторов внешней сре-
ды, а также от факторов специфической и неспе-
цифической защиты иммунной системы хозяина.
Бактерии в биопленке могут “общаться” между
собой посредством секреторных интермедиато-
ров, которые служат основой их “социального”
поведения, или “quorum sensing“ (Lazar, 2011).
Исследование биопленок вызывает огромный
интерес, поскольку микроорганизмы способны
образовывать биопленки на любых биотических
и абиотических поверхностях. В медицине про-
блема связана с образованием биопленок на про-
тезах, катетерах, шунтах и контактных линзах

(Романова, Гинцбург, 2011). Особое внимание
уделяется изучению образования биопленки па-
тогенными бактериями, поскольку причиной
многих хронических инфекций являются микро-
организмы, растущие в виде биопленок (Römling,
Balsalobre, 2012). Устойчивость к антибиотикам у
бактерий в биопленке в 1000 раз больше, чем у
планктонных форм (Costerton et al., 1999; Рома-
нова, Гинцбург, 2011).

Для ингибирования образования бактериаль-
ной биопленки и ее разрушения могут быть ис-
пользованы низкомолекулярные вещества, или
ферменты (Fleming, Rumbaugh, 2017). В связи с
этим целью настоящей работы являлось изучение
действия некоторых гидролитических ферментов
из морских источников на формирование и разру-
шение биопленки, образованной разными видами
микроорганизмов, в том числе обитателями моря.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

В работе использовали штаммы Bacillus subtilis,
B. licheniformis, B. aegricola и B. berkelogi из коллек-
ции ФГБУН ТИБОХ ДВО РАН и клинический
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штамм Yersinia pseudotuberculosis 512pYV+ из кол-
лекции ФГБУ НИИЭМ. Применяли метод, осно-
ванный на способности бактерий формировать
биопленки на полистероловых 96-луночных
планшетах и на окрашивании биопленок кри-
сталл виолетом (O’Toole, 2011), что позволяет
быстро определять количество образованных
микроорганизмами биопленок в разных условиях
культивирования, а также исследовать влияние
на этот процесс различных агентов (Nijland et al.,
2010).

Изучали действие на биопленки разных кон-
центраций ДНКазы (КФ 3.1.21.1) из гепатопанкреа-
са краба (Мензорова и др., 1994), α-галактозидазы
(КФ 3.2.1.22) морской бактерии Pseudoalteromonas
sp. КММ 701 (Патент РФ № 2012142209/10), фос-
фодиэстеразы (КФ 3.1.4.1) морской бактерии Co-
betia amphilecti КММ 296 (Noskova et al., 2018) и
щелочной фосфатазы (КФ 3.1.3.1) морской бакте-
рии C. amphilecti КММ 296 (ранее Cobetia marina
КММ 296) (Голотин и др., 2015). Все эксперимен-
ты проводили в 4–8 повторностях. Контролем
служила среда c микроорганизмами без добавле-
ния ферментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что основную часть внеклеточного
матрикса биопленки составляют полисахариды,
состав которых у разных бактерий различается
(Flemming, Wingender, 2010). Экзополисахариды
помогают бактериям выживать в морской среде, а
также являются факторами, способствующими
их проникновению в организм человека в период
сезонных эпидемий. В связи с этим весьма акту-
альным является изучение влияния гликозидаз на
формирование биопленок морских бактерий,
участвующих в трансформации углеводов и угле-
водсодержащих биополимеров.

Мы изучали влияние рекомбинантного белка
α-галактозидазы морской бактерии Pseudoaltero-
monas sp. штамма КММ 701 на формирование
биопленки разными штаммами микроорганиз-
мов. Этот фермент катализирует гидролиз α-га-
лактозидной связи в олигосахаридах (раффиноза,
мелибиоза, стахиоза), в полисахаридах (галакто-
маннаны), а также в гликоконьюгатах, включая
гликопротеины и гликолипиды (Патент РФ
№ 201214222012).

Исследование роста биопленок морских видов
из рода Bacillus показало, что в течение трех суток при
комнатной температуре α-галактозидаза (0.5 ед./мл)
вызывала небольшое увеличение количества
биопленок морских бактерий, тогда как форми-
рование биопленки B. subtilis ингибировалось на
~20% (табл. 1). Ингибирование наблюдалось и
при образовании биопленки Y. pseudotuberculosis.
Микроорганизмы рода Yersinia относятся к возбу-
дителям сапрозоонозов, обладающих сапрофит-
ной и паразитической природой. Они способны
существовать как в организме человека и живот-
ных, вызывая инфекционный процесс, так и в
объектах окружающей среды (Сомов, 2004). Бак-
терии рода Yersinia обнаружены также в морской
воде и гидробионтах (морские ежи, голотурии,
трепанг) (Кузнецов и др., 2006).

Можно предположить, что α-галактозидаза в
природном штамме Pseudoalteromonas sp. КММ
701 наряду с другими механизмами может участ-
вовать в процессе формирования биопленки, по-
скольку данные бактерии часто оказываются в экс-
тремальных условиях выживания. Кроме этого,
морские бактерии занимают определенную нишу
в симбиотическом сообществе и помогают выжи-
вать другим участникам сообщества – бактериям,
водорослям и животным. Не исключено, что в
определенной мере воздействие фермента на
формирование структуры биопленки связано со
способностью α-галактозидазы к трансгликози-

Таблица 1. Влияние ферментов на формирование (1) и разрушение (2) биопленки (в %)

Примечание. Приведена средняя величина ± стандартное отклонение; 0 – разрушение сформированной биопленки отсут-
ствовало.

Штамм
микроорганизма

Фермент

фосфодиэстераза
(0.1 ед./мл)

щелочная фосфатаза
(1.75 ед./мл)

α-галактозидаза
(0.5 ед./мл)

1 2 1 2 1 2

Bacillus subtilis 100 ± 6 0 100 ± 5 0 78 ± 4 28 ± 1
B. licheniformis 74 ± 4 15 ± 2 57 ± 3 35 ± 2 125 ± 7 35 ± 2
B. aegricola 68 ± 4 14 ± 2 49 ± 3 7 ± 1 128 ± 6 10 ± 1
B. berkelogi 82 ± 5 8 ± 1 66 ± 4 3 ± 1 130 ± 7 5 ± 1
Yersinia pseudotuberculosis 85 ± 5 23 ± 3 80 ± 4 27 ± 2 69 ± 4 27 ± 2
Контроль 100 ± 5 0 100 ± 5 0 100 ± 6 0
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лированию – переносу галактозной группы на
другие субстраты (олиго- и полисахариды) (Слеп-
ченко и др., 2017; Bakunina et al., 2018).

α-Галактозидаза может также разрушать зре-
лую биопленку. Обработка биопленки фермен-
том приводила к разрушению от 5 до 35%
биопленки у разных видов бактерий. Ранее было
установлено, что α-галактозидаза из морской
бактерии Pseudoalteromonas sp. KMM 701 способ-
на редуцировать такой важнейший фактор плен-
кообразования, как адгезия, у патогенного мик-
роорганизма Corinebacterium diphtheriae, колони-
зирующего слизистый эпителий человека
(Balabanova et al., 2010), и значительно изме-
нять морфологию внеклеточного матрикса
биопленки Pseudomonas aeruginosa (см.: Слеп-
ченко и др., 2017).

Бифункциональная щелочная фосфодиэстераза
морской бактерии C. amphilecti КММ 296 (0.1 ед./мл)
с активностью щелочной фосфатазы, принадле-
жащая к структурному семейству фосфатаз/фос-
фодиэстераз, оказывала небольшое ингибирую-
щее действие на биопленки морских бацилл B. li-
cheniformis, B. aegricola и B. berkelogi (18–32%). Она
также диспергировала на 8–15% сформирован-
ные биопленки данных бацилл и Y. pseudotubercu-
losis (табл. 1).

Высокоактивная щелочная фосфатаза из этого
же штамма морской бактерии C. amphilecti КММ
296 в концентрации 1–2 ед./мл ингибировала об-
разование биопленок у исследуемых видов при
инкубировании в течение трех суток при темпе-
ратуре 20–22°С на 20–50%. Разрушение зрелых
биопленок составило 5–35% (табл. 1). Это согла-
суется с данными, полученными для штаммов
условно-патогенных бактерий P. aeruginosa,
B. subtilis и Salmonella enteitidis, выделенных из за-
мороженных пищевых полуфабрикатов (Bala-
banova et al., 2017). Преимущество фермента из
морского источника заключается в его способно-
сти с высокой эффективностью катализировать
реакции при пониженных температурах. Это ак-
туально для пищевой промышленности и меди-
цины. Дозозависимый эффект ингибирования и
разрушения биопленок щелочными фосфатазами
морских бактерий может быть результатом их
влияния на механизмы межклеточных коммуни-
каций бактерий.

Одним из важнейших компонентов матрикса
является ДНК. Она играет важную роль в разви-
тии биопленки, обеспечивая ее структурную ста-
бильность и защиту от антимикробных агентов
(Gilan, Sivan, 2013). Опубликованы сведения о
влиянии нуклеаз на формирование и разрушение
биопленок грамположительных и грамотрица-
тельных бактерий (Nijland et al., 2010). Нами по-
казано, что во внеклеточном матриксе биопленки
Y. pseudotuberculosis присутствует ДНК и ее разру-

шение ДНКазой I приводит к уменьшению коли-
чества образующейся биопленки (Терентьева и
др., 2015). Об этом же свидетельствовуют резуль-
таты экспериментов по разрушению уже образо-
вавшейся биопленки Y. pseudotuberculosis данным
ферментом.

ДНКаза гепатопанкреаса краба оказывала ана-
логичное действие на биопленки Y. pseudotubercu-
losis. При концентрации ДНКазы 20 мкг/мл инги-
бирование составило 50%. Расщепление внекле-
точной ДНК приводит к изменению структуры
матрикса биопленки, что позволяет проникать
антибиотикам. Таким образом, ДНКазы могут
усиливать действие антибиотиков, что приводит
к снижению биомассы биопленки и количества
КОЕ (Nijland et al., 2010).

Современное представление о биопленках
позволяет говорить об изменении подходов к ди-
агностике и лечению инфекций в разных обла-
стях медицины и ветеринарии. К настоящему
времени разработан ряд перспективных страте-
гий для борьбы с биопленками. Терапевтическое
воздействие на биопленки может быть направле-
но на механизмы первоначальной адгезии бакте-
рий к поверхности, на нарушение или усиление
межклеточного обмена информацией, а также на
блокирование синтеза или разрушение полимер-
ного матрикса. Антибиопленочные агенты могут
ингибировать формирование биопленок или раз-
рушать зрелые биопленки, действовать отдельно
или в сочетании с традиционными антибиотика-
ми. Благодаря способности ферментов морских
организмов функционировать с высокой скоро-
стью при пониженных температурах, изученные
гидролитические ферменты могут найти приме-
нение в борьбе с биопленками в том числе и в
медицине. Подобное лечение, действующее на
структуру или функции биопленок, может ока-
заться более эффективным, чем стандартная ан-
тибактериальная терапия.
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Hydrolytic Enzymes from Marine Organisms as Inhibitors of Biofilm Formation
N. A. Terentevaa, N. S. Buinovskayaa, Yu. A. Noskovaa, L. V. Slepchenkoa, b, O. I. Nedashkovskaya a,

L. A. Tekutevab, and L. A. Balabanovaa, b

aG.B. Elyakov Pacific Institute of Bioorganic Chemistry, Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences, 
Vladivostok 690022, Russia

bSchool of Biomedicine, Far Eastern Federal University, Vladivostok 690091, Russia

Effects of some hydrolytic enzymes from marine organisms on the formation and destruction of bacterial bio-
films have been studied. As the results show, the presence of α-D-galactosidase from the marine bacterium
Pseudoalteromonas sp. KMM 701 stimulates the growth of biofilms formed by various species of marine bac-
teria, whereas the biofilm formation by Bacillus subtilis and Yersinia pseudotuberculosis is inhibited by this en-
zyme. Treatment with α-galactosidase causes destruction of 5 to 35% of a mature biofilm of different bacte-
rial species. Phosphodiesterase and alkaline phosphatase of the marine bacterium Cobetia amphilecti KMM
296 have an inhibitory effect on biofilm formation by marine strains of B. licheniformis, B. aegricola, and
B. berkelogi, and also degrade already formed biofilms of these bacilli and Yersinia. The crab hepatopancreas
DNase inhibits the biofilm formation by Y. pseudotuberculosis and B. subtilis, partially degrading a mature
biofilm.

Keywords: biofilm, inhibitors, marine microorganisms, enzymes
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