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Аннотация 

Исследовано влияние ферментов протеолитического спектра на образование био-

пленок бациллами. Сравнение динамики формирования биопленок протеазодефицит-

ными штаммами со штаммом дикого типа B. subtilis 168 показало повышение уровня 

образования биопленок. В условиях использования рекомбинантных штаммов с секре-

цией индивидуальных протеиназ (субтилизиноподобной протеиназы, глутамилэндо-

пептидазы и метцинкиновой протеиназы B. pumilus) наблюдалось снижение уровня 

образования биопленок на 40% в случае субтилизиноподобной протеиназы и глутамил-

эндопептидазы, в то время как присутствие металлоэндопептидазы приводило к повы-

шению уровня биопленок на 10% относительно штамма дикого типа. Установлено, что 

протеазодефицитный штамм B. subtilis BRB14 с делецией 10 внеклеточных протеиназ 

более устойчив к этанольному и осмотическому стрессам. 

Ключевые слова: B. subtilis, протеазодефицитные штаммы, биопленки, внекле-
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Введение 

Биопленки – это форма существования аэробных спорообразующих бакте-

рий в окружающей среде, позволяющая приобретать устойчивость к антимик-

робным агентами стрессовым факторам, а также способствующая выживанию 

бацилл в неблагоприятных условиях [1–3]. 

Биопленки образуются бациллами на различных естественных и искус-

ственных поверхностях [4]. Их формирование вызывает загрязнение трубопро-

водов и скважин, производственных биореакторов, систем отопления зданий, 

вентиляций и др. [5]. Аналогичным образом в клинических условиях форми-

руются биопленки грамотрицательных  бактерий на медицинских имплантиро-

ванных устройствах, являясь причиной до 80% всех бактериальных инфекций 

в жизненно-важных системах организма человека [6]. Показана роль биопленок 

в развитии таких заболеваний, как пародонтит, инфекции мочеполовых путей 

и среднего уха, муковисцидоз [7]. 

Благодаря свойствам биопленок микроорганизмы могут выступать в качестве 

потенциальных источников энергии в виде микробных топливных элементов [8], 

а также для эффективной очистки сточных вод, грунтов или атмосферы [9]. 

Наконец, биопленки почвенных сапрофитных микроорганизмов B. subtilis 

колонизируют корни растений. Исследования показали, что способность бацилл 
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образовывать биопленку на корнях растений коррелирует с защитой растений 

от патогенов [10–13]. Установлено, что штаммы B. amyloliquefaciens, B. subtilis, 

B. pasteurii, B. cereus, B. pumilus, B. mycoides и B. sphaericus вызывали значи-

тельное снижение заболеваемости сельскохозяйственных культур [14].  

Многие авторы изучали влияние различных антимикробных соединений на 

формирование биопленок микроорганизмами [15–17]. Установлено ингибиро-

вание скорости образования биопленок в присутствии агентов или, наоборот, 

ее увеличение, изменение механической стабильности биопленки, поддержание 

ее структуры или разрушение под действием различных соединений. 

В качестве модельного организма для изучения формирования биопленок 

широко используются штаммы Bacillus subtilis. Бактерии B. subtilis способны 

образовывать устойчивые структуры на поверхности жидких и агаризованных 

сред, а также на абиотических поверхностях (пластик, силикон), формируя био-

пленки в несколько этапов [18]. 

Мы сравнивали динамику образования биопленок штаммами бацилл с изме-

ненной экспрессией внеклеточных протеиназ (беспротеазные штаммы и штаммы с 

повышенной секрецией протеаз) с динамикой штамма дикого типа B. subtilis 168. 

Кроме того, мы исследовали влияние этанола и хлористого натрия на способ-

ность штаммов B.subtilis образовывать биопленки на жидкой среде.  

Целью настоящей работы является оценка влияния секретируемых протеи-

наз бацилл и стрессовых факторов (NaCl и этанол) на процесс формирования 

биопленок. 

1. Материалы и методы 

1.1. Используемые в экспериментальной работе штаммы. Штаммы, ко-

торые были использованы в работе, представлены в табл. 1. 

Для оценки влияния стрессовых факторов на образование биопленок штам-

мами B. subtilis использовали 96%-ный этанол в конечных концентрациях в среде 

культивирования 5% и 7.5%, а также 1 М NaCl. Выбранные нами концентрации 

стрессовых факторов не вызывали значительного снижения роста или гибели 

планктонной культуры (при культивировании на жидкой среде с качанием) [19]. 
 

1.2. Культивирование клеток. Штаммы бактерий культивировали при рН 7.4 

и температуре 37 °С в синтетической E-среде [20]. В качестве инокулята для 

получения биопленок использовали 16-часовую ночную культуру, выращен-

ную до стационарной фазы. Культивирование проводили в термостате в гори-

зонтальном положении при 37 °С. После чего к культуре клеток добавляли рас-

творы соединений и выращивали в 96-луночных круглодонных планшетах 12, 

24, 36 и 48 ч. 
 

1.3. Окрашивание биопленок. Формирование биопленки идентифициро-

вали методом инкубации с кристаллическим фиолетовым (CV) [21] с модифи-

кациями [22]. Резким встряхиванием удаляли жидкое содержимое лунок и до-

бавляли 125 мкл 0.1%-ного раствора генциан фиолетового. Инкубировали био-

пленки с красителем в течение 15–20 мин при комнатной температуре. Для уда-

ления красителя планшеты  промывали  дистиллированной  водой  и  оставляли  
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Табл. 1 

Штаммы, использованные в работе 

Штамм Описание мутации Источник 

Bacillus subtilis 168 Природный изолят Профессор Й. Штюльке 

(J. Stülke), Геттингенский 

университет, Германия  

Протеазодефицитные штаммы 

Bacillus subtilis 

BG20-36 

ΔnprE–522; Δapr–684 (без а/б) Профессор Ю. Феррари 

(E. Ferrari), компания 

Genencor Int. Inc., США 

Bacillus subtilis 

BRB08 

ΔtrpC2; ΔnprB; ΔaprE; Δepr; 

Δbpr; ΔnprE; Δmpr; Δvpr; 

ΔΔwprA (без а/б) 

Компания Cobra 

Biologics, Великобрита-

ния  

Bacillus subtilis 

BRB14  

ΔtrpC2; ΔnprB; ΔaprE; Δepr; 

Δbpr; ΔnprE; Δmpr; Δvpr; 

ΔwprA; ΔhtrA; ΔhtrB (без а/б) 

Штаммы с повышенной продукцией протеиназ 

Bacillus subtilis 

BG2036 

(pGP382+mprBp) 

Плазмида pGP382 с геном ме-

таллоэндопептидазы B. pumilus 

(MprBp) (Erm) 

Коллекция штаммов  

лаборатории биосинтеза 

и биоинженерии фер-

ментов ИФМиБ Казан-

ского федерального уни-

верситета 

Bacillus subtilis 

BG2036 

(pGP382+aprBp) 

Плазмида pGP382 с геном суб-

тилизиноподобной протеиназы 

B. pumilus (AprBp) (Erm) 

Bacillus subtilis 

BG2036 

(pGP382+gseBp) 

Плазмида pGP382 с геном глу-

тамилэндопептидазы B. pumilus 

(GseBp) (Erm) 

 

для просушивания на фильтровальной бумаге. В качестве растворителя исполь-

зовали 150 мкл диметилсульфоксида (ДМСО). Раствор с ДМСО отбирали 

в объеме 125 мкл, помещали в чистые плоскодонные планшеты и измеряли оп-

тическую плотность при длине волны 570 нм (на графиках OD570) на спектро-

фотометре BioRad xMark Microplate (США). 
 

1.4.Статистический анализ результатов. Математическую обработку ре-

зультатов проводили в программе GraphPad Prism, GraphPad Software (LA Jolla, 

CA, США) с использованием двухстороннего дисперсионного анализа Two-

way ANOVA и критерия Тьюки для множественного парного сравнения коли-

чественных показателей разных групп. На графиках в виде погрешностей от-

ложены 95%-ные доверительные интервалы для средних. Статистический ана-

лиз полученных результатов проводили, руководствуясь рекомендациями [23].  

2. Результаты и их обсуждение 

Биопленки B. subtilis – основной тип кооперативного существования бакте-

рий в природных условиях. Жизнедеятельность бактерий, объединенных био-

пленкой, определяется физическими и химическими факторами, а также они ре-

гулируются и дифференцируются на субпопуляции в том числе под действием 

ферментов. Однако в настоящее время крайне мало сведений о действии фермен-

тов на цикл развития биопленки. Такие знания полезны для разработки общей 
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стратегии управления синтезом биопленок спорообразующих бактерий B. subtilis, 

которые в настоящее время рассматривают как эффективное средство био-

контроля. 

Мы исследовали влияние протеолитической активности на образование био-

пленки B. subtilis. Для этого использовали протеазодефицитные штаммы B. subtilis 

и рекомбинантные штаммы B. subtilis, способные к секреции гетерологичных 

экзопротеиназ с разными свойствами и принадлежащие к разным классам. 
 

2.1. Пленкообразование протеазодефицитными штаммами B. subtilis. 

В геноме B. subtilis идентифицированы 62 гена протеаз, из которых 14 являются 

секретируемыми [24]. Мы использовали протеазодефицитные штаммы: B. subtilis 

BG2036, в геноме которого инактивированы две внеклеточные протеиназы, 

штамм B. subtilis BRB8, в геноме которого инактивированы 8 внеклеточных про-

теиназ, а также штамм B. subtilis BRB14, в геноме которого инактивированы 

10 внеклеточных протеиназ. Изучали динамику образования биопленки проте-

азодефицитными штаммами при рН 7.4 и температуре культивирования 37 °С 

(рис. 1). Все протеазодефицитные штаммы формировали биопленку по анало-

гии с бактериями дикого типа в тех же условиях и с сохранением максимума 

к 48-му часу роста культуры. Кроме того, как следует из полученных данных, 

протеазодефицитные штаммы формируют биопленку на том же уровне, что и ди-

кий тип, и даже выше.  

 

 

Рис. 1. Динамика образования биопленки протеазодефицитными штаммами B. subtilis 

на жидкой среде Е при рН 7.4 и температуре 37 °С. * р ˂ 0.05 

2.2. Формирование биопленок штаммами B. subtilis с повышенной  

продукцией протеиназ. Использовали протеазодефицитный штамм B. subtilis 

BG2036, в который трансформировали плазмиды, обеспечивающие экспрессию 

индивидуальных генов протеиназ: неспецифической субтилизиноподобной про-

теиназы (B. subtilis BG2036 (pGP382+aprBp), специфичной глутамилэндопеп-

тидазы B. subtilis BG2036 (pGP382+gseBp) и метцинкиновой металлопротеиназы 

B. subtilis BG2036 (pGP382+mprBp). Все плазмиды несут гены, изолированные 

из ДНК бактерий B. pumilus 7P/3-19 под сильным конститутивным промотором.  
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Рис. 2. Динамика формирования биопленок рекомбинантными штаммами B. subtilis 

с повышенной секрецией индивидуальных протеиназ: B. subtilis BG2036 (aprBp) – суб-

тилизиноподобная протеиназа B. pumilus, B. subtilis BG2036 (gseBp) – глутамилэндо-

пептидаза B. pumilus и B. subtilis BG2036 (mprBp) – металлоэндопептидаза B. pumilus на 

жидкой среде Е при рН 7.4 и температуре 37 °С. * р ˂ 0.05; ** р ˂ 0.001 

Изучали динамику формирования биопленок рекомбинантными штаммами с сек-

рецией индивидуальных протеиназ (рис. 2).  

Установлено, что при секреции субтилизиноподобной протеиназы (aprBp) 

и глутамилэндопептидазы (gseBp) существенно снижалось образование био-

пленок – на 40% к 48-му ч роста (р ˂ 0.001). Оба фермента обладают выражен-

ной протеолитической активностью и могут участвовать в протеолизе белкового 

компонента матрикса биопленки, чем и объясняется снижение уровня образова-

ния биопленки. Неожиданным для нас было наблюдение, что штамм B. subtilis 

BG2036 (pGP382+mprBp) с секрецией металлопротеиназы демонстрировал 

увеличение уровня биопленок на 10% (р ˂ 0.05) по сравнению с диким типом. 

Металлоэндопептидаза B. pumilus является минорным компонентом спектра 

внеклеточных протеиназ бацилл, по ключевым характеристикам относится 

к семейству адамализинов/репролизинов клана метцинкинов [25]. Отсутствуют 

данные о функциональной роли этого фермента в клетках бацилл, поэтому 

в настоящее время мы не можем объяснить ее стимулирующее действие в от-

ношении биопленок. 
 

2.3. Влияние этанола на образование биопленки. Внесение этанола кон-

центрации 5% в среду культивирования штамма B. subtilis 168 вызывает сниже-

ние уровня образования биопленок на 25% к 48-му часу роста (р ˂  0.001), а при 

концентрации 7.5% – 25%-ное снижение наблюдается уже на 12-й час роста 

культуры (р ˂ 0.05) (рис. 3, а).  

Для штамма B. subtilis BRB14 с делецией 10 различных внеклеточных про-

теиназ снижение образования биопленок при обеих концентрациях этанола не 

превысило 30% к 48-му часу роста (р ˂ 0.001) (рис. 3, б).  
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Рис. 3. Влияние этанола на уровень образования биопленок штаммами B. subtilis: а – 

B. subtilis 168, б – B. subtilis BRB14. * р ˂ 0.05; ** р ˂ 0.001 

     

Рис. 4. Влияние NaCl на уровень образования биопленок штаммами B. subtilis: а – 

B. subtilis 168, б – B. subtilis BRB14. * р ˂ 0.05; ** р ˂ 0.001 

Механизм действия спиртов состоит в том, что они денатурируют белки, 

содержащиеся в биопленке и мембране клеток, вызывая ингибирование обра-

зования биопленки. Это действие неспецифическое. Полученные данные пока-

зывают, что вызванная этиловым спиртом денатурация белка, по-видимому, 

снижает способность прикрепления клеток для образования биопленок, указы-

вая на важную роль белков в этом процессе. В условиях этанольного стресса 

биопленка протеазодефицитного штамма B. subtilis BRB14 оказалась более 

устойчивой к действию этого агента при обеих концентрациях этилового спирта. 
 

2.4. Влияние NaCl на образование биопленки. Внесение в среду культи-

вирования NaCl в концентрации 1 М приводит к снижению образования био-

пленок природным штамм Bacillus более чем на 50% уже к 36-му часу роста 

(р ˂ 0.001) (рис. 4, а). Наибольшую устойчивость к присутствию хлористого 

натрия демонстрирует рекомбинантный штамм B. subtilis BRB14, снижение об-

разования биопленок у которого не превышали 15% к 48-му часу роста (р ˂ 0.05) 

(рис. 4, б).  

а) б) 

а) б) 



ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ФАКТОРОВ НА ФОРМИРОВАНИЕ… 

 

369 

Заключение 

Итак, нами установлено, что уровень формирования биопленки выше у про-

теазодефицитных штаммов B. subtilis в среднем на 10%, рекомбинантные штаммы, 

экспрессирующие гены сериновых протеиназ, субтилизиноподобной протеиназы 

и глутамилэндопептидазы, образуют биопленки с пониженным уровнем в сред-

нем на 30%, штамм с экспрессией метцинкиновой адамализиноподобной метал-

лопротеиназы отличается повышенным уровнем образования биопленки, что, 

возможно, связано с функциональной ролью этого фермента in vivo. 

Штамм дикого типа и протеазодефицитный штамм B. subtilis отвечают 

на этанольный стресс одинаково – уровень образования биопленок снижается 

у обоих штаммов. При этом протеазодефицитный штамм с делецией 10 внекле-

точных протеиназ сохраняет бόльшую устойчивость к этанолу. К осмотиче-

скому стрессу дикий штамм проявляет бόльшую чувствительность, чем проте-

азодефицитный. Тем не менее мы показали, что в присутствии 1 М NaCl в био-

пленке сохраняется структурированное сообщество устойчивых бактерий, кото-

рые помогают выжить популяции в условиях солевого стресса. Имеются данные, 

что гистидинкиназа B. subtilis может функционировать как осмосенсор за счет 

внеклеточного домена CACHE, что, по-видимому, важно для продолжения ко-

лонизации B. subtilis в стрессовых условиях [26]. Таким образом, биопленка 

B. subtilis устойчива к этанольному и солевому стрессу. 
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Abstract 

The strategy of existence of microorganisms in the structure of biofilms determines their adapta-

tion to specific environmental conditions. Bacteria of the genus Bacillus are actively used as models for 

studying the processes of regulation and formation of biofilms. This work aims to assess the effect of 

proteases secreted by bacilli on the formation of biofilms, as well as on the resistance of recombinant 

strains to environmental stress factors. We compared the dynamics of biofilm formation by the wild 

strain B. subtilis 168 and the following strains with altered expression of extracellular proteases: non-

protease strains (B. subtilis BG2036, B. subtilis BRB8, and B. subtilis BRB14) and strains with in-

creased protease secretion (B. subtilis (aprBp), B. subtilis (gseBp), and B. subtilis (mprBp)). We also 

investigated the effect of ethanol and sodium chloride on the ability of the B. subtilis strains to form 

biofilms in a liquid medium. 

The bacterial strains were cultured at pH 7.4 and temperature 37 °C in a synthetic E-medium in U-

shaped 96-well plates. Biofilm formation was identified by incubation with crystal violet (CV). 

We found that the level of biofilm formation is higher (by an average of 10%) in the protease-

deficient strains of B. subtilis. The recombinant strains expressing genes of serine proteases form bio-

films with a reduced level (by an average of 40%). A strain with the expression of metalloendopeptidase 

is characterized by an increased level of biofilm formation (up to 10%), which is possibly due to the 

functional in vivo role of this new enzyme. The wild and protease-deficient strains of B. subtilis respond 

similarly to ethanol stress: biofilm formation is reduced in both of them. The wild strain exhibits 

a greater sensitivity to osmotic stress than the protease-deficient one. 

Keywords: B. subtilis, protease-deficient strains, biofilms, extracellular proteases of B. pumilus, 

ethanol stress, osmotic stress 
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Figure Captions 

Fig. 1. The dynamics of biofilm formation by protease-deficient strains of B. subtilis in a liquid E-

medium at рН 7.4 and temperature 37 °С. * р ˂ 0.05. 

Fig. 2. The dynamics of biofilm formation by recombinant strains of B. subtilis with increased secretion 

of certain proteases: B. subtilis BG2036 (aprBp) – subtilisin-like protease of B. pumilus, B. subtilis 

BG2036 (gseBp) – glutamylendopeptidase of B. pumilus, and B. subtilis BG2036 (mprBp) – metal-

loendopeptidase of B. pumilus in a liquid E-medium at рН 7.4 and temperature 37 °С. * р ˂ 0.05; 

** р ˂ 0.001. 

Fig. 3. The effect of ethanol on the ability of B. subtilis strains to form biofilms: a – B. subtilis 168, b – 

B. subtilis BRB14. * р ˂ 0.05; ** р ˂ 0.001. 

Fig. 4. The effect of NaCl on the ability of B. subtilis strains to form biofilms: a – B. subtilis 168, b – 

B. subtilis BRB14. * р ˂ 0.05; ** р ˂ 0.001. 
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