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Изучено влияние немодифицированных многостенных углеродных нанотрубок (МУНТ) на
биопленки грамотрицательных бактерий, типичных представителей сообщества активного ила, и
грамположительных родококков, играющих важную роль в биодеградации ксенобиотиков. Было
показано, что наноматериалы этого типа не только не приводят к полному ингибированию
биопленкообразования изученных бактерий, но и оказывают на них пробиопленочное действие. В
присутствии МУНТ в условиях динамического равновесия с суспензионной культурой формирова-
лись менее массивные биопленки Burkholderia dolosa БОС, Rhodococcus erythropolis 4-1, R. ruber gt1, но
достоверно более массивные биопленки Acinetobacter guillouiae 11h, Alcaligenes faecalis 2 и R. erythro-
polis 11-2, однако после предварительной адгезии клеток и в отсутствии суспензионной культуры все
изученные штаммы формировали достоверно более массивную биопленку. Более интенсивному
разрушению в присутствии МУНТ были подвержены биопленки грамотрицательных подвижных
бактерий. Воздействие углеродных наноматериалов на метаболическую активность и жизнеспособ-
ность изученных бактерий было оценено по восстановлению соли тетразолия и окислительно-восста-
новительного индикатора резазурина, общему содержанию АТФ и нарушению цитоплазматической
мембраны. Достоверно возрастала дыхательная активность клеток биопленок R. erythropolis 11-2 и
R. ruber gt1, выращенных в присутствии МУНТ, и зрелых, выращенных на среде LB, биопленок
R. erythropolis ИЛ БИО и R. erythropolis 11-2 при последующем воздействии на них МУНТ. Было отмечено
отсутствие отрицательного воздействия МУНТ на восстановление метаболизируемого красителя ХТТ
клетками. Комплексные исследования биопленкообразования и метаболической активности бактери-
альных клеток подтвердили отсутствие цитотоксического действия немодифицированных МУНТ на
клетки грамотрицательных представителей сообщества активного ила и грамположительных родо-
кокков в составе биопленок.

Ключевые слова: бактериальные биопленки, многостенные углеродные нанотрубки, биопленкооб-
разование, дыхательная активность, метаболическая активность
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Углеродные нанотрубки (УНТ) представляют
собой полую цилиндрическую структуру из плоско-
стей графена и, в зависимости от количества этих
плоскостей, подразделяются на одно- (ОУНТ) и
многостенные (МУНТ) (Aqel et al., 2012). Благодаря
своим уникальным свойствам, среди которых вы-
сокая электро- и теплопроводность, прочность,
значительная удельная поверхность и химическая
инертность, наноматериалы этого типа нашли
применение в таких областях, как материаловеде-

ние, электроника, техническая химия, медицина,
природоохранные мероприятия, биотехнологии.
Получение больших объемов наноматериалов
приводит к неизбежному их попаданию в окружа-
ющую среду, что ставит вопрос о воздействии на
биоценозы, и в первую очередь на микробиоце-
нозы естественной среды, а также на представи-
телей сообщества активного ила очистных соору-
жений.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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Взаимодействие микроорганизмов с УНТ мо-
жет быть различным. Во-первых, накоплено до-
статочно данных о цитотоксических свойствах
УНТ, что предполагает возможность использова-
ния их как антимикробных агентов (Kang et al.,
2007, 2008), а микроорганизмов в качестве тест-объ-
ектов для изучения токсичности наноматериалов
(Зарубина и соавт., 2009). Во-вторых, высокие ад-
сорбционные способности УНТ позволяют приме-
нять их в технологиях очистки воды как носитель
для иммобилизации (агрегации) микробных клеток
(Yan et al., 2004; Das et al., 2014; Özdemir et al., 2017),
в биокатализе (Максимова и соавт., 2017), биоде-
градации токсичных веществ (Qu et al., 2016), в ка-
честве электронопроводящего материала в микроб-
ных топливных элементах (Ghasemi et al., 2013) и
биосенсорах (Tоlmaciu, Morris, 2015).

Следуя современным представлениям микро-
биологии, основной формой существования мик-
роорганизмов в природе является адгезированное
состояние и формирование многовидовых сооб-
ществ, погруженных в вырабатываемый ими по-
лимерный матрикс (Ножевникова и соавт., 2015).
Биопленки имеют большое значение в техноло-
гиях очистки окружающей среды, биотехнологи-
ях, связанных с получением энергии (микробные
топливные элементы) и конструированием био-
сенсоров, а также представляют собой проблему
медицинского характера, являясь трудно поддаю-
щейся антибиотикотерапии и антисептике формой
существования болезнетворных микроорганизмов.

Биопленочный фенотип микроорганизмов су-
щественно отличается от фенотипа одиночных
планктонных клеток, в связи с чем результаты
воздействия многих факторов внешней среды, хи-
мических веществ, биоцидов и антибиотиков, а так-
же наноматериалов, могут значительно отличаться.
Данные, касающиеся воздействия углеродных на-
номатериалов на бактериальные биопленки, до-
статочно противоречивы. С одной стороны, анти-
микробные свойства нанотрубок предотвращают
адгезию клеток и формирование биопленок (Upa-
dhyayula, Gadhamshetty, 2010; Sun, Zhang, 2016), с
другой стороны, есть сведения, что биопленки
могут нарастать на таких материалах: мертвые
клетки на поверхности экранируют токсический
эффект УНТ, в результате чего происходит обра-
зование биопленки по принципу “живое на мерт-
вом” (Goodwin et al., 2015, 2016). В ряде исследова-
ний показано антибактериальное действие МУНТ
на микробные биопленки. Продемонстрировано,
что модификация нанотрубками полидиметил-
силоксановых композитов снижает колонизацию
этих поверхностей пионерными биопленками
эукариотов (Sun, Zhang, 2016), а дисперсия
МУНТ в структуре полиэфирсульфоновых мем-
бран обеспечивает устойчивость таких композит-
ных материалов к обрастанию биопленками мо-
дельных организмов Escherichia coli и Pseudomonas

aeruginosa (Madenli et al., 2020). Продемонстриро-
ван эффект ингибирования биопленкообразова-
ния Klebsiella oxytoca, Pseudomonas aeruginosa и
Staphylococcus epidermidis МУНТ различной длины
(Malek et al., 2016). Различные модификации
МУНТ увеличивают их антимикробную актив-
ность. МУНТ, конъюгированные с антителами,
применялись для фототермальной инактивации
(обработки инфракрасным светом с целью эради-
кации) стрептококков группы А (Levi-Polyachen-
ko et al., 2014). МУНТ, покрытые антимикробным
пептидом низином, обладали антиадгезивными
свойствами и были эффективны против образо-
вания биопленок (Dong et al., 2014). Поверхности,
модифицированные МУНТ и импрегнированные
антибиотиком, препятствовали формированию
биопленок патогенных микроорганизмов на эн-
допротезах (Hirschfeld et al., 2017). УНТ также ис-
пользуют в технологиях очистки воды, благодаря
таким качествам, как большая площадь поверх-
ности и простота функционализации. Они сами
являются фильтрами, либо входят в состав мембран
различного состава, так как препятствуют биооб-
растанию, способствуют дезинфекции, а также об-
ладают прочностью и проницаемостью (Ihsanul-
lah, 2019).

В свою очередь, углеродные наноматериалы
могут способствовать образованию биопленок
электрогенных микроорганизмов, что использу-
ется при конструировании микробных топлив-
ных элементов (Zhang et al., 2017; Jiang et al., 2018).
Показано, что модификация нанотрубками анода
микробных топливных элементов улучшает их
электрохимические характеристики и повышает
производительность (Zhang et al., 2018). Таким
образом, две противоположные задачи – борьба с
“вредными” биопленками и содействие образо-
ванию “полезных” биопленок могут решаться с
помощью различных углеродных материалов, их
функционализации и модификации. Однако воз-
действие углеродных нанотрубок в гораздо боль-
шей степени исследовано в отношении микроб-
ных клеток в суспензии, чем их биопленок.

В связи с этим целью работы явилось изучение
влияния МУНТ на биопленкообразование и раз-
рушение биопленок бактерий различных систе-
матических групп, а также на жизнеспособность
и метаболическую активность бактериальных
клеток в составе биопленок.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Бактериальные штаммы и характеристики МУНТ.

Объектами исследования явились грамотрицатель-
ные бактерии, ранее выделенные нами из активно-
го ила очистных сооружений: Alcaligenes faecalis 2,
Acinetobacter guillouiae 11h (Демаков и соавт., 2015),
Achromobacter pulmonis ПНОС, Burkholderia dolosa
БОС (Максимова и соавт., 2020), и грамположи-
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тельные бактерии, ранее выделенные из почв:
R. erythropolis ИЛ БИО, R. erythropolis 11-2, R. ruber
gt1 (Максимов и соавт., 2003).

МУНТ синтезировали в Уральском научно-
исследовательском институте композиционных
материалов (г. Пермь, Россия) осаждением природ-
ного газа с содержанием метана около 97 об. %.
Осаждение МУНТ проводили на катализаторе,
содержащем оксиды магния, никеля, кобальта и
частицы металлического сплава никеля и кобальта,
МУНТ содержали 83.0% С, 16.6% MgO, 0.3% Со,
0.1% Ni и обладали следующими характеристиками:
внешний диаметр 5–35 нм, внутренний диаметр
3–14 нм, длина не менее 2 мкм, удельная поверх-
ность, измеренная по методу БЭТ, не менее 400 м2/г.

Условия культивирования биопленок и определе-
ние их биомассы. Бактериальные биопленки выра-
щивали в 96-луночном полистироловом планшете
“Медполимер” (Россия) в среде LB (“Sigma-Al-
drich”, США) в присутствии МУНТ (200 мкг/мл).
Предварительно для получения однородной сус-
пензии среду с МУНТ обрабатывали УЗ в ультра-
звуковой ванне Elma Ultrasonic 30S (“Elma”, Герма-
ния) при 37 кГц 10 раз по 1 мин. В лунки планшета
вносили 200 мкл среды, инокулировали 5 мкл бак-
териальной суспензии, содержащей 109 КОЕ/мл.
Контролем служили биопленки, выращенные на
среде LB без МУНТ.

После 3–7 сут инкубации в термостате при
30°С планктонные клетки удаляли из лунок декан-
тацией, отмывали биопленку 200 мкл калий-фос-
фатного буфера дважды и определяли биомассу
образованной биопленки. Биопленку окрашива-
ли 0.1% кристаллическим фиолетовым в течение
40 мин в темноте, удаляли краситель, отмывали
1 раз калий-фосфатным буфером и экстрагировали
краситель 200 мкл 96% спирта. Биопленкообразо-
вание оценивали по оптической плотности рас-
твора красителя при 540 нм на планшетном ридере
Infinite M1000 pro (“TECAN”, Швейцария).

Во втором варианте изучали формирование
биопленки из предварительно адгезированных
клеток (Gannesen et al., 2018): 200 мкл бактериаль-
ной суспензии вносили в лунки полистиролового
планшета для адгезии клеток, через 2 ч удаляли,
отмывали однократно калий-фосфатным буфе-
ром и вносили по 200 мкл среды LB с МУНТ и без
нанотрубок в качестве контроля; раз в сутки среду
заменяли на свежую. Биомассу биопленок опре-
деляли как описано выше.

Для определения массивности полимерного
матрикса биопленки, выращенные в лунках чер-
ного непрозрачного планшета (“Nunc”, Дания),
окрашивали 150 мкл водного раствора konA-тет-
раметилродамина (500 мкг/мл) в течение 40 мин в
темноте, удаляли краситель, отмывали биопленку
1 раз 150 мкл 0.9% NaCl. В качестве контроля кра-
ситель вносили в пустую лунку, удаляли и отмы-

вали, как описано выше. Массивность полимер-
ного матрикса оценивали по интенсивности флу-
оресценции на планшетном ридере Infinite M1000
pro (“TECAN”, Швейцария) при длине волны
возбуждения/испускания 555/580 нм (Зорина и
соавт., 2019).

Влияние МУНТ на разрушение биопленок
оценивали по биомассе биопленки, определен-
ной описанным выше методом, после суточной
инкубации выращенных на среде LB биопленок с
0.9% NaCl, содержащим 200 мкг/мл МУНТ. Кон-
тролем служили биопленки, инкубированные с
0.9% NaCl без МУНТ.

Оценка влияния МУНТ на метаболическую актив-
ность биопленок. Воздействие МУНТ на дыхатель-
ную активность биопленок оценивали колоримет-
рическим методом с использованием набора реак-
тивов ХТТ Cell Proliferation Assay Kit (“Roche”,
Германия). Биопленки грамположительных и
грамотрицательных бактерий выращивали в поли-
стирольном плоскодонном 96-луночном планшете
в 200 мкл среды LB с добавлением МУНТ
(200 мкг/мл) в течение 7 и 3 сут соответственно,
контролем служили биопленки, выращенные на
среде LB без МУНТ. Сформированные биопленки
отмывали и вносили 100 мкл 0.9% раствора NaCl с
добавлением 50 мкл реактива ХТТ (2,3-бис-(2-
метокси-4-нитро-5-сульфофенил)-2Н-тетразолий-
5-карбоксанилид). Измерения проводили на план-
шетном ридере Infinite M1000 pro (“TECAN”,
Швейцария) при ОП480 через каждый час в течение
7 ч. Во второй серии опытов выращенные, как опи-
сано выше, на среде LB биопленки отмывали, вно-
сили 100 мкл 0.9% NaCl с МУНТ (200 мкг/мл) и до-
бавляли 50 мкл реактива ХТТ, контролем служил
0.9% NaCl без добавок. Измерения проводили, как
описано выше. Уровень влияния МУНТ на метабо-
лическую активность бактериальных клеток опре-
деляли как отношение оптической плотности экс-
периментального образца к оптической плотности
контрольного образца (ОПэкспер/ОПконтр) через 6 ч
инкубации. При значении, превышающем 1, делали
вывод о повышении дыхательной активности, ме-
нее 1 – о снижении дыхательной активности.

Метаболическую активность клеток биопле-
нок оценивали по уровню флуоресценции после
окраски PrestoBlueTM Cell Viability Reagent (“Invit-
rogen”, США). Биопленки грамотрицательных и
грамположительных бактерий выращивали в чер-
ном полистироловом плоскодонном 96-луноч-
ном планшете (“Nunc”, Дания) в 200 мкл среды
LB в течение 3 и 7 сут соответственно, отмывали
фосфатным буфером, вносили 0.9% NaCl с МУНТ
(200 мкг/мл), инкубировали в термостате. Через
1 ч биопленки отмывали 100 мкл 0.9% NaCl одно-
кратно. В лунки вносили 90 мкл 0.9% NaCl и 10 мкл
PrestoBlueTM Cell Viability Reagent. После 10 мин
инкубации при температуре 37°С измеряли уро-
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вень флуоресценции при λ возбуждения/испус-
кания 560/590 нм. Условные единицы флуорес-
ценции контрольных образцов (1 ч инкубации с
0.9% NaCl без внесения МУНТ) принимали за 100%.
Окраску реактивом PrestoBlueTM Cell Viability Re-
agent проводили отдельно для биопленок и планк-
тонных клеток.

Эпифлуоресцентная микроскопия биопленок.
Биопленки грамотрицательных и грамположи-
тельных бактерий выращивали в течение 3 и 7 сут
соответственно в чашках Петри на предметных
стеклах (25 × 75 мм) в среде LB, содержащей
200 мкг/мл МУНТ, или среде LB без МУНТ в ка-
честве контроля. Среду инокулировали клетками
соответствующего штамма. Стекла с биопленка-
ми отмывали фосфатным буфером (рН 7) одно-
кратно, окрашивали красителем LIVE/DEAD®
(Syto 9/пропидиум иодид) BacLightTM Bacterial Vi-
ability Kit (“Invitrogen”, США) из расчета 3 мкл
смеси красителя на 1 мл физиологического раство-
ра (0.9% NaCl), инкубировали в темноте в течение
20 мин и просматривали в световом микроскопе
Leica DM LS (Германия) с флуоресценцией. Про-
цент живых и мертвых клеток подсчитывали с по-
мощью программы BioFilmAnalyzer (Bogachev et al.,
2018).

Статистический анализ результатов проводили
с помощью стандартного пакета лицензионной
программы MS Excel 2007, определяли среднее
арифметическое, стандартное отклонение, стан-
дартную ошибку среднего. Достоверность различий
определяли с использованием критерия Стьюдента.
Авторы принимали, что варьирование результатов в
их экспериментах подчиняется закону нормального
распределения. Различия считали достоверными
при уровне значимости p < 0.05 (n = 7–14).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние МУНТ на биопленкообразование и раз-
рушение биопленок. Изучено влияние МУНТ на
биопленкообразование актино- и протеобакте-
рий (рис. 1). В первом варианте опыта биоплен-
кообразование оценивали в присутствии планк-
тонной культуры. Показано, что МУНТ в среде
культивирования приводили к увеличению био-
массы биопленок A. faecalis 2, A. guillouiae 11h и
R. erythropolis 11-2 и ее снижению у B. dolosa БОС
и R. ruber gt1. Увеличение биомассы сформиро-
ванных биопленок может быть связано с двумя
факторами: во-первых, УНТ в среде культивиро-
вания могут способствовать агрегации клеток и
приводить к повышенной адгезии. При биоплен-
кообразовании в присутствии планктонной куль-
туры возникает динамическое равновесие между
прикрепленной и неприкрепленной культурами,
и увеличение или уменьшение биомассы биоплен-
ки происходит за счет влияния МУНТ на планктон-
ную культуру или формирующуюся биопленку: мо-
жет происходить снижение или стимуляция роста
клеток, повышенная агрегация и включение планк-
тонных клеток в состав биопленки в процессе ро-
ста, или наоборот, дисперсия клеток. Также уве-
личение биомассы биопленок может быть ответом
клетки на различные стрессовые факторы. Как
следует из накопленных знаний, касающихся фор-
мирования биопленок, микробные популяции пе-
реходят от планктонного способа существования
к прикрепленному под воздействием различных
стрессовых условий (Плакунов и соавт., 2017).
Менее массивные биопленки могут формиро-
ваться за счет снижения выработки полимерного
матрикса, либо за счет отрицательного влияния
внешних факторов на жизнеспособность, рост и
размножение клеток. В данном эксперименте
полного ингибирования биопленкообразования
в присутствии МУНТ отмечено не было.

Во втором варианте экспериментов бактери-
альные клетки предварительно адгезировали в
лунках полистиролового планшета в течение 2 ч,
после чего суспензию удаляли и заменяли свежей
питательной средой. Формирование биопленок в
данном случае было первичным по отношению к
планктонному росту, однако не был исключен пе-
реход клеток биопленки в планктонное состояние и
размножение клеток в суспензии. Для всех изучен-
ных культур отмечали эффективное биопленкооб-
разование в присутствии МУНТ, что свидетель-
ствовало о пробиопленочном эффекте этих нано-
материалов (рис. 2).

Показано усиление процесса разрушения
биопленок A. pulmonis ПНОС, B. dolosa БОС и
A. guillouiae 11h под воздействием МУНТ, тогда
как на биопленки грамположительных бактерий
рода Rhodococcus углеродные наноматериалы влия-
ние не оказывали (рис. 3). Разрушение биопленки

Рис. 1. Биомасса биопленок A. pulmonis ПНОС (1),
A. guillouiae 11h (2), A. faecalis 2 (3), B. dolosa БОС (4),
R. erythropolis ИЛ БИО (5), R. erythropolis 11-2 (6),
R. erythropolis 4-1 (7), R. ruber gt1 (8), сформированных
в присутствии планктонной культуры в среде LB (а) и
в среде LB с МУНТ (б), (* p < 0.05).
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является следствием как более активной миграции
клеток и перехода в планктонное состояние, так и
отрыва целых фрагментов биопленки. Нами было
показано, что под влиянием МУНТ интенсивнее
разрушались биопленки грамотрицательных по-
движных бактерий, что может быть обусловлено
их меньшей прочностью, а также более активным
переходом подвижных клеток из прикрепленного
состояния в свободно плавающее.

Оценка воздействия МУНТ на жизнеспособность
и метаболическую активность клеток в составе
биопленок. Жизнеспособность и метаболическую
активность клеток в составе биопленок оценива-
ли различными методами. Прямой высев клеток
биопленок и определение КОЕ не является доста-
точно точным методом вследствие неравномер-
ного разрушения клеточных агрегатов (Плакунов
и соавт., 2016), поэтому в данной работе были ис-
пользованы косвенные методы, среди которых
оценка дыхательной активности с использованием
реактива ХТТ Cell Proliferation Assay Kit и метаболи-
ческой активности с использованием PrestoBlueTM

Cell Viability Reagent, а также оценка общего содер-
жания АТФ и соотношения живых и мертвых кле-
ток (клеток с интактной и нарушенной мембраной)
методом флуоресцентной микроскопии при окрас-
ке красителем LIVE/DEAD®. Изучена динамика
изменения оптической плотности раствора краси-
теля ХТТ, добавленного к бактериальным биоплен-
кам, выращенным с МУНТ в среде культивирова-
ния и в среде без нанотрубок. Бактериальные
биопленки для данного эксперимента были выра-
щены в присутствии планктонной культуры. Более
интенсивное восстановление соли тетразолия,
входящей в состав ХТТ, до оранжевого раствора
формазана связано с увеличением количества де-
гидрогеназ, участвующих в переносе электронов от

донора к соединению тетразолия, и поэтому может
коррелировать с количеством жизнеспособных
клеток. В присутствии МУНТ достоверно увели-
чивалась дыхательная активность клеток биопленок
R. erythropolis 11-2 (рис. 4а) и R. ruber gt1 (рис. 4б). У
культур A. faecalis 2, A. guillouiae 11h и R. erythropolis
11-2 отмечена корреляция между общим биоплен-
кообразованием и относительным содержанием
живых клеток, оцененным по изменению ОП480
раствора ХТТ, однако в отношении R. ruber gt1
получены противоположные данные (табл. 1).
Определено, что R. ruber gt1, в отличие от R. eryth-
ropolis 11-2, в присутствии МУНТ формировал
биопленку, массивность которой была достовер-
но меньше, чем на среде LB без добавок. Такое
противоречие могло объясняться снижением
продукции полимерного матрикса. Полимерный
матрикс биопленок, синтезируемый в присутствии
и отсутствии МУНТ, был окрашен конканавалин
А-тетраметилродамином, и было показано, что по-
лисахаридная основа внеклеточного матрикса
R. ruber gt1 незначительно, но достоверно менее
массивна при формировании биопленки в присут-
ствии МУНТ (рис. 5). Можно предположить, что
такая же тенденция будет прослеживаться и при
формировании биопленки из предварительно ад-
гезированных клеток, однако в последнем слу-
чае формируется значительно более массивная
биопленка под воздействием МУНТ, чем в состо-
янии динамического равновесия с планктонны-
ми клетками.

В то же время, восстановление ХТТ было более
интенсивным при добавлении МУНТ к выра-
щенным на среде LB биопленкам всех изучен-
ных штаммов бактерий, и у R. erythropolis ИЛ БИО
и R. erythropolis 11-2 эта разница была достоверна
(рис. 6, табл. 1). Увеличение содержания формаза-
на при восстановлении ХТТ под воздействием

Рис. 2. Формирование биопленок после предвари-
тельной адгезии клеток A. pulmonis ПНОС (1), A. guil-
louiae 11h (2), A. faecalis 2 (3), B. dolosa БОС (4),
R. erythropolis ИЛ БИО (5), R. erythropolis 11-2 (6),
R. erythropolis 4-1 (7), R. ruber gt1 (8) в среде LB (а) и в
среде LB с МУНТ (б), (* p < 0.05).
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Рис. 3. Разрушение биопленок A. pulmonis ПНОС (1),
A. guillouiae 11h (2), A. faecalis 2 (3), B. dolosa БОС (4),
R. erythropolis ИЛ БИО (5), R. erythropolis 11-2 (6),
R. erythropolis 4-1 (7), R. ruber gt1 (8) в 0.9% NaCl (а) и
в 0.9% NaCl с МУНТ (б), (* p < 0.05).
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зрелых биопленок в присутствии МУНТ могло
быть связано либо с более интенсивной работой
дыхательной цепи вследствие адаптивного ответа
клеток на присутствие наноматериалов, либо бо-
лее активным переносом электронов с помощью
дегидрогеназ, опосредованным электронопрово-
дящими свойствами углеродных нанотрубок. Как
следовало из результатов исследования абиотиче-
ского контроля, МУНТ без клеток на реагент не
воздействовали.

Общую интенсивность метаболизма клеток
биопленок также оценивали по появлению флуо-
ресценции при окраске PrestoBlueTM Cell Viability
Reagent. Оценка уровня метаболической активности
связана с трансформацией в живых клетках окисли-
тельно-восстановительного индикатора резазурина
в флуоресцирующий резоруфин. Показано, что ме-

Рис. 4. Дыхательная активность 7-суточных биопле-
нок R. erythropolis 11-2 (а) и R. ruber gt1 (б), выращен-
ных на среде LB в присутствии МУНТ (1) и на среде
LB без добавок (2).
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Рис. 5. Массивность полимерного матрикса биопле-
нок R. erythropolis ИЛ БИО и R. ruber gt1 при форми-
ровании биопленок на среде LB (1) и на среде LB с
МУНТ (2).
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Таблица 1. Воздействие МУНТ на метаболическую активность клеток биопленок

* p < 0.05.

Штаммы

Коэффициент интенсивности воздействия МУНТ
на дыхательную активность, I

Метаболическая 
активность 

биопленок/планктонных 
культур после воздействия 

МУНТ, %
выращивание биопленок 

в присутствии МУНТ
воздействие МУНТ 

на выращенные биопленки

A. pulmonis ПНОС 1.0 1.9 32/94

A. guillouiae 11h 1.9 1.7 107/136

A. faecalis 2 1.5 1.3 88/95

B. dolosa БОС 1.3 1.2 81/124

R. erythropolis 4-1 0.9 1.1 86/89

R. erythropolis ИЛ БИО 0.9 3.3* 162/88

R. erythropolis 11-2 1.8* 1.9* 99 /257

R. ruber gt1 3.7* 1.2 92/89
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таболизм биопленок и планктонных культур незна-
чительно изменялся после часового воздействия
МУНТ, а у ряда штаммов превышал таковой в кон-
трольных условиях. Снижение флуоресценции
отмечено только у биопленок A. pulmonis ПНОС
(табл. 1). Дополнительно оценили влияние МУНТ в
течение 1 ч на разрушение биопленок: было опре-
делено достоверное отличие от контроля только
для биопленок R. erythropolis 4-1 и A. guillouiae 11h,
причем биопленки R. erythropolis 4-1 разрушались
активнее под действием МУНТ (массивность
биопленки была снижена на 27%), а A. guillouiae
11h – в присутствии 0.9% NaCl без нанотрубок
(массивность биопленки превышала контроль-
ную почти в 2 раза). У остальных штаммов досто-
верной разницы в массивности биопленок после
часовой инкубации с МУНТ в растворе 0.9% NaCl
и контролем без МУНТ не наблюдали, следова-
тельно, отличие уровня флуоресценции не было
связано с разрушением биопленок.

Нарушение цитоплазматической мембраны кле-
ток в биопленках оценивали с помощью окраски
LIVE/DEAD® и подсчитывали количество
живых и мертвых клеток, используя программу Bio-

FilmAnalyzer. Было показано, что при выращива-
нии в присутствии МУНТ формируются биоплен-
ки, содержащие даже бóльшие количества живых
клеток, чем на среде LB без добавок (табл. 2).
Данный факт мог быть связан с более активной
адгезией и инициацией процесса биопленкооб-
разования как грамотрицательных, так и грампо-
ложительных бактерий, и отсутствием поврежда-
ющего действия МУНТ на клетки.

Определение энергетического статуса клеток в
составе биопленок, сформированных в присутствии
МУНТ. Изучили влияние МУНТ на содержание
АТФ в клетках биопленок. Известно, что общее
содержание АТФ в биопленке может говорить
как о количестве жизнеспособных клеток, так и о
стрессовом состоянии клетки, при котором количе-
ство АТФ может либо снижаться, либо возрастать
при разобщении энергетического и конструктив-
ного метаболизма. Показано, что у A. guillouiae 11h,
A. faecalis 2 и R. ruber gt1 общее содержание АТФ
при выращивании биопленок в присутствии
МУНТ возрастает (рис. 7), что коррелирует с дан-
ными, полученными другими методами: у пред-
ставителей грамотрицательных бактерий увеличи-
вается как общее биопленкообразование в присут-
ствии МУНТ, так и метаболическая активность за
счет жизнеспособных клеток биопленки, а у R. ru-
ber gt1 при меньшей биомассе биопленки, сфор-
мированной в присутствии МУНТ, содержание
жизнеспособных клеток не снижается, а умень-
шается только массивность полисахаридного
матрикса.

Таким образом, показано, что МУНТ не ока-
зывает ингибирующего действия на биопленко-
образование и метаболическую активность клеток
представителей экологически и биотехнологиче-
ски значимых групп бактерий: грамположитель-
ных родококков, имеющих большой потенциал
для использования в технологиях очистки окру-

Рис. 6. Дыхательная активность биопленок R. eryth-
ropolis 11-2 (а) и R. ruber gt1 (б), выращенных на среде
LB, определенная по восстановлению ХТТ в 0.9%
NaCl с МУНТ (1) и в 0.9% NaCl без добавок (2).
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Рис. 7. Содержание АТФ в клетках биопленок A. guil-
louiae 11h (1), A. faecalis 2 (2), R. erythropolis ИЛ БИО (3),
R. erythropolis 11-2 (4), R. ruber gt1 (5) при росте на сре-
де LB (а) и на среде LB с МУНТ (б).

АТФ, нмоль/лунку
0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

0
1 2

*

*

*

а

б

3 4 5



514

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 91  № 4  2022

МАКСИМОВА и др.

жающей среды от нефтепродуктов и тяжелых ме-
таллов (Ившина и соавт., 2013), и грамотрица-
тельных бактерий водной среды, которые явля-
ются типичными представителями сообщества
активного ила. Снижение биомассы биопленок,
формируемых в присутствии МУНТ в условиях
динамического равновесия с планктонной куль-
турой, было связано в большей степени с выра-
боткой полисахаридного матрикса, а не с наруше-
нием жизнеспособности клеток. Предварительно
адгезированные клетки изученных культур фор-
мировали достоверно более массивные биоплен-
ки в присутствии МУНТ.

Диаметр МУНТ превышает диаметр ОУНТ, в
результате чего цитотоксическое действие немоди-
фицированных МУНТ отмечается реже (Zardini
et al., 2012) и, как было показано в данной работе,
практически не проявляется в отношении бактери-
альных клеток, находящихся в составе биопленок.
Однако следует отметить, что в окружающей среде
МУНТ могут подвергаться различным модифи-
кациям под воздействием ультрафиолетового об-
лучения и гуминовых кислот почвы, что может
внести коррективы во взаимоотношения МУНТ c
бактериальными биопленками (Sartori et al., 2021).
В данной работе отмечено изменение интенсив-
ности дыхательной активности бактериальных
клеток в двух различных вариантах экспериментов:
при выращивании биопленок в присутствии МУНТ
и при воздействии МУНТ на предварительно выра-
щенные зрелые биопленки. Повышение дыхатель-
ной активности биопленки, выращенной в присут-
ствии МУНТ, свидетельствует, главным образом,
о большем количестве жизнеспособных клеток, а
более интенсивное восстановление соли тетразо-
лия до формазана под воздействием МУНТ у кле-
ток выращенных биопленок связано с более ак-
тивным переносом электронов с помощью дегид-
рогеназ, опосредованным воздействием МУНТ
на мембрану, либо является следствием общего
адаптивного ответа клетки. Полной эрадикации
биопленок в присутствии МУНТ не наблюдали,
при этом более интенсивному разрушению были
подвержены биопленки подвижных грамотрица-

тельных бактерий, а не грамположительных ро-
дококков.
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Abstract—The effect of pristine multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) on the biofilms of gram-negative
bacteria, typical members of the activated sludge community, and gram-positive rhodococci involved in xe-
nobiotic biodegradation, was investigated. Nanomaterials of this type not only did not inhibit biofilm forma-
tion completely, but were shown to have a probiofilm effect on the studied bacteria. In the presence of
MWCNT in dynamic equilibrium with suspension cultures, less massive biofilms of Burkholderia dolosa
BOS, Rhodococcus erythropolis 4-1, and R. ruber gt1, but reliably more massive biofilms of Acinetobacter guil-
louiae 11h, Alcaligenes faecalis 2, and R. erythropolis 11-2 were formed. However, after preliminary cell adhe-
sion and in the absence of suspension culture, all studied strains formed reliably more massive biofilms. More
pronounced degradation in the presence of MWCNT was observed for the biofilms of motile gram-negative
bacteria. The effect of carbon nanomaterials on the metabolic activity and viability of the studied strains was
assessed by reduction of a tetrazolium salt and of the redox indicator resazurin, total ATP content, and cell
membrane disturbance. The respiratory activity reliably increased in the biofilms of R. erythropolis 11-2 and
R. ruber gt1 grown in the presence of MWCNT, as well as in mature biofilms of R. erythropolis IL BIO and
R. erythropolis 11-2 grown in LB medium and then treated with MWCNT. MWCNT were shown to have no
negative effect on reduction of metabolized stain XTT by the cells. Comprehensive investigation of biofilm
formation and metabolic activity of bacterial cells confirmed the absence of cytotoxic effect of pristine
MWCNT on the cells of gram-negative activated sludge bacteria and gram-positive rhodococci in biofilms.

Keywords: bacterial biofilms, multi-walled carbon nanotubes, biofilm formation, respiratory activity, meta-
bolic activity
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