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Впервые исследовано действие норадреналина на рост планктонных культур и биопленок коммен-
сального микроорганизма Kytococcus schroeteri H01. Показан дозозависимый ингибирующий эффект
норадреналина на биопленки после 24 и 72 ч инкубации K. schroeteri H01 на тефлоне: наибольшее
подавление роста биопленок отмечено при концентрации гормона 3.5 × 10–7 М после 24 ч инкуба-
ции (71 ± 13% от контроля) и 3.5 × 10–6 М после 72 ч роста (78 ± 10% от контроля). Биопленки на
стекле в присутствии норадреналина становились значительно более плоскими и тонкими. Значимого
воздействия на метаболическую активность клеток в составе биопленок не обнаружено. По-видимому,
норадреналин влияет на начальные этапы перехода к биопленочному способу существования и синтез
матрикса у K. schroeteri.
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Биопленки микроорганизмов играют важную
роль в глобальных биогеохимических циклах эле-
ментов, в функционировании различных природ-
ных экосистем, иммунной системы человека и
поддержании гомеостаза комменсальной микро-
биоты кожи, кишечника и других органов (Но-
жевникова и соавт., 2015). Представители филума
Actinobacteria широко используются в биотехно-
логии, а также широко представлены как ком-
менсалы человека, в частности, кожи (Fourniere
et al., 2020). В настоящее время все возрастающий
интерес представляют исследования взаимодей-
ствия гуморальных систем человека и его микро-
биоты (в особенности, биопленок комменсалов и
патогенов) с точки зрения потенциальной регу-
ляции гомеостаза микробиоты гормонами. Ка-
техоламины являются наиболее исследованными
гормонами, однако их влияние на грамположи-
тельные микроорганизмы исследовано слабо, в
частности, мало изучен эффект воздействия на
актинобактерии. Недавно было показано, что ка-
техоламины (норадреналин, адреналин) способны
оказывать значительный стимулирующий эф-
фект на рост биопленок C. acnes и M. luteus (Borrel

et al., 2019; Данилова и соавт., 2020). Помимо этого,
сравнительно мало сведений о жизнедеятельно-
сти и формировании биопленок некоторых грам-
положительных микроорганизмов, обитающих
на коже и их взаимодействии с организмом чело-
века. В этом аспекте интересно исследование Ky-
tococcus schroeteri – микроорганизма, выделенно-
го из рода Micrococcus по ряду биохимических
признаков и отнесенного, согласно современной
классификации, к семейству Kytococcaceae порядка
Micrococcales класса Actinobacteria (Becker et al.,
2002, Nouioui et al., 2018). Этот микроорганизм
является крайне мало исследованным с точки
зрения биохимии и физиологии, что затрудняет
понимание механизмов вызываемых им клиниче-
ских случаев эндокардитов, пневмоний и обраста-
ний имплантатов, приводящих к распространению
инфекции (Shah et al., 2019). В недавнем исследова-
нии полного генома (Boukerb et al., 2019) K. schroeteri
H01, выделенного с кожи, показано, что для него
характерно высокое содержание Г + Ц, как и для
других актинобактерий, а также наличие около
2200 кодирующих генов и 2.5 млн пар оснований.
Таким образом, этот организм является типичным

КРАТКИЕ
СООБЩЕНИЯ



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 5  2021

ИНГИБИРУЮЩЕЕ ДЕЙСТВИЕ НОРАДРЕНАЛИНА НА РОСТ БИОПЛЕНОК... 619

представителем данной физиологической группы,
несмотря на особенности его экотопа (Boukerb et al.,
2019). О биопленках K. schroeteri H01 практически
ничего не известно, поэтому, а также из-за того,
что этот потенциально опасный и малоизучен-
ный микроорганизм обитает на здоровой коже
человека, важно исследовать его биопленки и
связь с гуморальными системами человека.

В настоящей работе использовали штамм
K. schroeteri H01, выделенный ранее с кожи доб-
ровольца (Журина и соавт., 2017; Boukerb et al., 2019),
и воздействие на него норадреналина (“Merck”,
США), показавшее, что данный гормон является
одним из существенных факторов регуляции ме-
таболизма указанного обитателя кожи человека.
В работе опирались на данные о содержании гормо-
на в плазме крови человека в норме (верхний предел
нормы, согласно Boyanova, 2017, – 3.5 × 10–9 М). По-
мимо этого исследовали также концентрации
3.5 × 10–8, 3.5 × 10–7, 3.5 × 10–6 М. Бактерии выра-
щивали на обогащенной клостридиальной среде
(Gannesen et al., 2018). Инкубацию проводили при
33°С, что соответствует температуре кожи, где
обитает этот микроорганизм (Boutcher et al., 1995;
Lange-Asschenfeldt et al., 2011). Результаты пред-
ставляли в виде средних абсолютных и относи-
тельных значений (% от контроля). Эксперименты
проводили не менее чем в трех независимых по-
вторностях. Статистическую достоверность дан-
ных характеризовали непараметрическим крите-
рием Манна–Уитни при р < 0.05 с использованием
пакета Microsoft Excel 2010.

Биопленки выращивали в модельных системах
с тефлоновыми кубиками и в планшетах со стек-
лянным дном, как описано ранее (Журина и соавт.,
2017; Gannesen et al., 2018). В обоих случаях
биопленки формировались в равновесии с планк-
тонной культурой. Одну часть образцов окрашива-
ли кристаллическим фиолетовым для определения
общей биомассы, а другую часть окрашивали мета-
болизируемым красителем 3-(4,5-диметилтиазол-
2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромидом (МТТ) по
методике, разработанной ранее (Журина и соавт.,
2017). Это позволило оценить метаболическую
активность клеток в составе биопленок, а именно
работу электрон-транспортных цепей и НАДН-
дегидрогеназ, поскольку акцептор электронов
МТТ является универсальным инструментом для
подобной оценки, как в случае клеток животных,
так и бактерий (Berridge at al., 2005). В планшетах
анализировали трехмерную структуру биопленок
(плотность биомассы, т.е. объем на единицу пло-
щади поля зрения, и среднюю толщину) с помо-
щью конфокальной лазерной сканирующей мик-
роскопии (КЛСМ).

Перед началом основных экспериментов
предварительно определили время инкубации для
получения формирующихся и сформированных

биопленок K. schroeteri – 24 и 72 ч соответственно.
Исследование роста биопленок на тефлоновых
кубиках в присутствии различных концентраций
норадреналина показало дозозависимый харак-
тер действия гормона. После 24 ч инкубации гор-
мон не оказывал значимого эффекта на конечную
биомассу планктонных культур, за исключением
образцов с максимальной концентрацией, в ко-
торых наблюдали стимуляцию роста планктон-
ной культуры до 122 ± 10% от контроля (рис. 1а).
При этом рост биопленок снижался в присут-
ствии норадреналина; заметное ингибирование
наблюдали при 3.5 × 10–8 и 3.5 × 10–7 М: 78 ± 11 и
71 ± 13% соответственно (рис. 1б). После 72 ч инку-
бации какого-либо влияния на конечную биомассу
планктонных культур, определяемую по оптиче-
ской плотности, не наблюдали, хотя обозначалась
тенденция к подавлению их роста (рис. 1в). В случае
биопленок наблюдали аналогичную тенденцию:
достоверное ингибирование до 78 ± 10% происхо-
дило только при 3.5 × 10–6 М норадреналина в среде
(рис. 1г). Исследование метаболической актив-
ности при 3.5 × 10–6 М норадреналина в среде не
показало ощутимого ингибирования, что, вероятно,
указывает на влияние норадреналина скорее на
синтез матрикса и формирование архитектуры
биопленки, чем на способность клеток восста-
навливать МТТ. Как и в случае M. luteus (Данилова
и соавт., 2020), вероятные изменения метаболизма
K. schroeteri в присутствии норадреналина силь-
нее сказываются на росте биопленок, как более
характерной для микроорганизмов-комменсалов
человека форме существования.

Впервые было проведено исследование био-
пленок K. schroeteri с помощью КЛСМ. Измере-
ния окрашенных SYTO9 Green образцов прово-
дили с помощью микроскопа LSM510 и про-
граммного пакета ImageJ (плагин Comstat2) по
методике, описанной ранее (Gannesen et al.,
2018). Исследование структуры зрелых биопленок
K. schroeteri в присутствии 3.5 × 10–9 и 3.5 × 10–6 М
норадреналина показало сильный ингибирую-
щий эффект гормона (рис. 2). Так значительно
снижалась толщина биопленок (11.3 ± 4.7 мкм в
контроле, 4.0 ± 1.2 мкм при 3.5 × 10–9 М норадре-
налина и 2.8 ± 1.2 мкм при 3.5 × 10–6 М гормона в
среде, рис. 2а). Плотность биомассы биопленок
при этом тоже уменьшалась, значимо – при 3.5 ×
× 10–6 М гормона в среде (2.93 ± 1.1 мкм3/мкм2 в
контроле и 0.99 ± 0.3 мкм3/мкм2 в присутствии
норадреналина). При концентрации 3.5 × 10–9 М
норадреналина также наблюдали утончение
биопленок до 2.1 ± 0.51 мкм, однако разброс пока-
зателей не позволял говорить о значимости эф-
фекта. Визуализация изображений (рис. 2б–2г)
демонстрирует более плоские биопленки кито-
кокков в присутствии гормона (рис. 2в–2г). Та-
ким образом, можно предполагать, что норадре-
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Рис. 1. Влияние норадреналина на рост планктонных культур и биопленок K. schroeteri H01 в системе с тефлоновыми
кубиками (б, г – окраска КФ, д, е – окраска МТТ): а – планктонные культуры через 24 ч инкубации; б, д – биопленки
через 24 ч инкубации; в – планктонные культуры через 72 ч инкубации, г, е – биопленки через 72 ч инкубации. 1 –
контроль без добавок; 2 – норадреналин, 3.5 × 10–9 М; 3 – норадреналин, 3.5 × 10–8 М; 4 – норадреналин, 3.5 × 10–7 М; 5 –
норадреналин, 3.5 × 10–6 М. * p < 0.05.

0

20

40

60

80

100

120

140

1 2 3 4

%
 О

П

5 1 2 3 4 5 1 2

(а) (б) (в) (г) (д) (е)

*

*

*
*

3 4 5 1 2 3 4 5 1 5 1 5

Рис. 2. КЛСМ биопленок K. schroeteri H01, окрашенных SYTO 9 Green после 72 ч инкубации: а – количественные ха-
рактеристики биопленок; б – контроль без добавок; в – норадреналин, 3.5 × 10–9 М; г – 3.5 × 10–6 М; i – плотность
биомассы биопленок, мкм3/мкм2 (1 – контроль, 2 – норадреналин 3.5 × 10–9 М, 3 – норадреналин 3.5 × 10–6 М);
ii ‒ средняя толщина биопленок, мкм. *** p < 0.001.
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налин в модельных системах не влияет на процесс
адгезии клеток к абиотическим поверхностям –
тефлону и стеклу. Возможно, что в присутствии
норадреналина активируются некие глобальные
каскады биохимических реакций, подобные тем,
которые запускаются сигнальной системой QseBC
у Escherichia coli (Weigel, Demuth, 2016). У грампо-
ложительных микроорганизмов пока не обнару-
жено систем, подобных QseBC, однако потенци-
ально мишенями для гормонов могут быть другие
сенсоры. Также вероятно, что гормон действует
сразу на несколько мишеней, но при разных кон-
центрациях в среде, что потенциально могло бы
служить объяснением дозозависимого эффекта,
или один рецептор может по-разному реагиро-
вать на различные концентрации гормона, как
это показано на моторной коре у человека (Fres-
noza et al., 2014). Помимо этого, имеются свиде-
тельства о мультитаргетном действии других гор-
монов на клетки. К примеру, прогестерон при
разных концентрациях активирует различные
мишени в Т-клетках, модулируя иммунный ответ
при аутоиммунных заболеваниях (Tan et al., 2015).
Потенциально, похожие явления возможны и в
бактериальных клетках. Необходимы исследования
изменений биохимического состава матрикса
биопленок K. schroeteri, изменения поверхностных
свойств клеток и экспрессии генов для дальнейшего
углубленного изучения эффекта норадреналина.

Таким образом, впервые были получены дан-
ные о структуре биопленок Kytococcus schroeteri и
эффекте норадреналина на бактерию. Получено
еще одно доказательство взаимосвязи коммен-
сальной микробиоты человека и его гормональных
регуляторных систем. Несмотря на гораздо более
сложные взаимодействия микроорганизмов с орга-
низмом человека и друг с другом в составе мульти-
видовых сообществ на коже, полученные нами
результаты способствуют продвижению к лучше-
му пониманию взаимодействия человека и его
микробиоты на примере K. schroeteri.
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Abstract—This is the first report on the effect of norepinephrine on biofilms and planktonic cultures of a hu-
man skin commensal Kytococcus schroeteri H01. A dose-depending inhibitory effect of norepinephrine on
K. schroeteri was shown after 24 and 72 h of incubation on PTFE cubes. The most pronounced effect was ob-
served at 3.5 × 10–7 M norepinephrine after 24 h of incubation (71 ± 13% of the control) and at 3.5 × 10–6 M
after 72 h (78 ± 10% of the control). Biofilms formed on glass in the presence of norepinephrine were thinner
and f latter than in the controls. No significant effect of norepinephrine on metabolic activity of the cells in
biofilms formed on PTFE cubes was revealed. Norepinephrine probably affects initial stages of the switching
to biofilm lifestyle and matrix synthesis in K. schroeteri H01.

Keywords: norepinephrine, biofilms, confocal laser scanning microscopy, Kytococcus schroeteri, human mi-
crobiota
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