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Показано, что выращивание Azospirillum brasilense SR55 в присутствии рутина и кверцетина 
приводит к изменениям физико-химических свойств поверхности бактериальных клеток, а 
также индуцирует синтез липополисахаридов, отличных от исходных по структуре антигенных 
детерминант, макромолекулярной организации, моносахаридному составу и соотношению 
жирных кислот. 
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В процессе жизнедеятельности растения син-

тезируют и выделяют в окружающую среду ши-
рокий спектр соединений: органические кислоты, 
в том числе и аминокислоты, моно- и полисаха-
риды, а также вторичные метаболиты, которые 
играют важную роль в растительно-микробных 
взаимодействиях [21]. Среди всего разнообразия 
веществ, выделяемых растением в ризосферу, 
особое место занимают флавоноиды – соединения 
фенольной природы – выполняющие множество 
функций, в том числе: защита корней от патоген-
ных микроорганизмов и грибов, а также хемоат-
тракция и стимуляция роста аммонифицирующих 
бактерий [19, 23]. 

Молекулярный диалог между микро- и макро-
партнёрами наиболее детально изучен на модель-
ной системе бобово-ризобиального симбиоза. Ус-
тановлено, что экссудаты корней растений семей-
ства Fabaceae активируют экспрессию бактери-
альных генов, вовлечённых в установление сим-
биотических отношений с ризобиями [17], а для 
бактерий рода Sinorhizobium показано, что куль-
тивирование в присутствии флавоноидов приво-
дит к изменению состава гликополимеров по-
верхности бактериальной клетки: липополисаха-
ридов (ЛПС), капсульных полисахаридов (КПС) и 
экзополисахаридов (ЭПС) – которые играют важ-
ную роль в формировании симбиоза [16]. 
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Данные о влиянии флавоноидов злаковых рас-
тений на установление ассоциативных отношений 
с микроорганизмами немногочисленны [11]. В 
качестве модельного объекта исследования ассо-
циативных микроорганизмов в последние годы 
используются бактерии рода Azospirillum, для ко-
торых ранее было показано, что культивирование 
A. brasilense Cd в присутствии экссудатов корней 
пшеницы, содержащих в том числе и флавонои-
ды, приводит к изменению состава ЭПС [15], а 
под воздействием кверцетина (1,3 мМ) изменяет-
ся структура и состав ЛПС и КПС бактерий A. 
lipoferum Sp59b [2, 3]. 

Поскольку с практической точки зрения наи-
более важным является изучение формирования 
ассоциации азоспирилл с хлебными злаками, то 
внимание исследователей привлекают содержа-
щийся в экссудатах корней пшеницы флавонол 
кверцетин [9], а также широко распространённый 
гликозид кверцетина – рутин [10]. При этом, по-
скольку в состав рутина входит углеводная ком-
понента, представленная дисахаридом рутинозой, 
он характеризуется меньшей гидрофобностью. 

Учитывая важную роль флавоноидов и угле-
водных компонентов клеточной мембраны бакте-
рий в образовании ассоциации, цель работы со-
стояла в выявлении характера влияния флавонои-
дов на состав и структуру гликополимеров по-
верхности A. brasilense SR55. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ 

Культура A. brasilense SR55 [6], изолированная 
с корней твёрдой пшеницы Triticum durum L. лю-
безно предоставлена коллекцией микроорганиз-
мов ИБФРМ РАН (г. Саратов). Исследуемый 
штамм культивировали в жидкой синтетической 
среде до окончания экспоненциальной фазы роста 
[20]. Растворы флавоноидов в диметилформамиде 
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вносили в среду после стерилизации до внесения 
инокулята. 

Измерения ориентационных спектров клеток 
проводили на электрооптическом анализаторе 
ELUS, разработанном в Государственном науч-
ном центре прикладной микробиологии (Обо-
ленск, Россия) как описано в работе [1]. Условия 
измерений электрооптических параметров клеток 
были выбраны следующие: напряженность элек-
трического поля 17 В/см при времени приложе-
ния 16 сек; проведение измерений на частотах 
740, 1000, 1450, 2000 и 2800 кГц; количество кле-
ток в измерительной ячейке 4.2 x 107 кл./мл. 

Перед проведением электрооптического ана-
лиза клетки отмывали трехкратным центрифуги-
рованием при 2800×g в течение 5 мин дистилли-
рованной водой, затем ресуспендировали в не-
большом количестве дистиллированной воды 
(электропроводность 1.8 S/см). Для устранения 
конгломератов клетки вновь центрифугировали 
при 110g в течение 1 мин. Оптическую плот-
ность суспензии, оставшейся в надосадочной 
жидкости, доводили до 0.4 при λ=670 нм. 

Ориентационные спектры (ОС) представля-
лись в виде частотной зависимости разности зна-
чений оптической плотности суспензий δОD, из-
меренных при распространении пучка неполяри-
зованного света вдоль и поперек направления 
ориентирующего поля. Эта разность была норми-
рована на значение оптической плотности при 
хаотической ориентации клеток [5, 8]. 

Кривые на рисунках строились по средним 
значениям, полученным в результате не менее 5 
экспериментов. Для статистической обработки 
экспериментальных данных также использовали 
пакет прикладных программ Microsoft Excel 2000. 

Твердофазный иммуноферментный анализ 
(ТИФА) выполняли в полистироловых 96-
луночных планшетах («Медполимер», Россия). 
По 50 мкл последовательных двукратных разве-
дений растворов ЛПС (в 0,15 М фосфатно-
солевом буфере, рН 7.2) вносили в лунки планше-
тов. Иммунодетекцию проводили, с применением 
поликлональных кроличьих антител к препарату 
ЛПС A. brasilense SR55. В качестве вторых Ат 
использовали козьи антикроличьи антитела, 
конъюгированные с пероксидазой хрена 
(«Sigma»). В качестве субстратного реагента ис-
пользовали перекись водорода с 3,3’-
диаминобензидином. Оптическое поглощение 
исследуемых проб измеряли на иммунофермент-
ном анализаторе Multiscan Ascent при λ=492 нм 
(«Thermo scientific», Финляндия). 

Капсульный материал смывали с поверхности 
бактериальных клеток 0.15 М NaCl в течение 6 
суток с ежедневной заменой отмывающего рас-
твора. Бескапсульные клетки высушивали в аце-
тоне и использовали для экстракции ЛПС 45% 

водным раствором горячего фенола без разделе-
ния слоёв [4]. Экстракты концентрировали, обра-
батывали CCl3COOH, затем отделяли от осадка 
белков и нуклеиновых кислот центрифугировани-
ем в течение 30 минут при 5000 об/мин. ЛПС ос-
вобождали от низкомолекулярных соединений на 
колонках с Sephadex G-50 (42×2.6 см, V0=30 мл, 
«GE Healthcare», США). Фракции, выходившие с 
нулевым объёмом колонки и содержавшие угле-
воды, объединяли, концентрировали и лиофили-
зировали. Наличие углеводных компонентов оп-
ределяли по поглощению продуктов реакции 
элюата с фенолом и серной кислотой при λ=492 
нм [14]. 

Электрофорез препаратов ЛПС в полиакрила-
мидном геле с додецилсульфатом натрия (ДСН-
ПААГ) выполняли в соответствии с методикой 
[18] с последующей визуализацией продуктов 
разделения углеводных компонентов визуализи-
ровали окрашиванием гелей красителем на основе 
азотнокислого серебра с предварительным перйо-
датным окислением [28]. 

Содержание в препаратах углеводов, фосфора 
и КДО определяли с помощью общепринятых 
спектрофотометрических методов в соответствии 
с [20]. Для исследования содержания примесей 
белка в образцах применяли метод Лоури [22]. 

Метилирование жирных кислот для исследо-
вания состава липида А выполняли согласно ме-
тодике, описанной в работе [24]. Жирные кисло-
ты идентифицировали методом ГЖХ по эталон-
ным образцам фирмы «Sigma» (США) на хрома-
тографе GC-2010 («Shimadzu», Япония). 

Моносахаридный состав ЛПС исследовали ме-
тодом ГЖХ ацетатов полиолов на хроматографе 
Hewlett Packard 5890. Образцы предварительно 
гидролизовали 2М CF3COOH (120°C, 2 ч) с по-
следующим восстановлением NaBH4 и ацетили-
рованием [27]. 

О-специфический полисахарид (ОПС) выделя-
ли мягким гидролизом ЛПС в 2% СН3СООН в 
течение 4 часов при 100°С. Центрифугированием 
(20 мин при 12000×g) осаждали липид А. Супер-
натант фракционировали на Sephadex G-50. 

Исследование методом ЯМР спектроскопии 
выполняли на спектрометре DRX-500 («Brucker», 
Германия) в растворе 99.96% D2O при 27°С с аце-
тоном в качестве внутреннего стандарта (δH 2.225, 
δC 31.45). Образцы предварительно дважды лио-
филизировали из 99.9% D2O. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Интерес к флавоноидам обусловлен их широ-
кой распространённостью среди вторичных мета-
болитов фенольной природы, экскретируемых в 
почву, и определяющей ролью в симбиотических 
отношениях [21]. 

Поскольку флавоноиды плохо растворимы в 
воде для достижения цели был использован диме-
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тилформамид, так как он обладает наименьшей 
собственной бактериостатической активностью 
по отношению к азоспириллам (Каневский и др., 
2012). 

А. brasilense SR55 выделен с поверхности кор-
ней Triticum durum L. ЛПС этой бактериальной 
культуры включает в свой состав О-
специфический полисахарид (ОПС) с разветвлён-
ным октасахаридным повторяющимся звеном, в 
состав которого входят рамноза, 3-О-метил-
рамноза, галактоза и глюкуроновая кислота [7]. 

Для выявления влияния флавоноидов на мак-
ромолекулярную организацию ЛПС проводили 
культивирование бактерий в жидкой синтетиче-
ской среде с малатом натрия и хлоридом аммония 
[20]. Концентрации флавоноидов – для кверцети-
на в среде от 31,3 мкМ до 2 мМ и для рутина от 
125 мкМ до 2 мМ – были на несколько порядков 
ниже бактериостатической, установленной нами 
ранее [2]. ЛПС выделяли из биомассы ЭДТА-
содержащим экстрагирующим буфером с после-
дующим электрофоретическим разделением и 
визуализацией результатов. Как было показано 
ранее [7] и установлено нами в препарате ЛПСSR55 
наряду с молекулами с длинной О-цепью в высо-
кой концентрации присутствовали молекулы, О-
цепь которых представлена несколькими повто-
ряющимися звеньями или отсутствует (рис. 1. 
трек 1).  

 

Рис. 1. Результат электрофорети-
ческого анализа в ДСН-ПААГ 
ЛПС клеток A. brasilense SR55, 
выращенных в присутствии фла-
воноидов: 1 – ЛПС; 2 – ЛПСQ; 3 – 
ЛПСR 

 

      1         2         3 
При добавлении в среду кверцетина в концен-

трации 62.5 мкМ в ЛПСQ наблюдали увеличение 
степени полимеризации О-цепи, о чём свидетель-
ствует наличие полос в верхней части электрофо-
ретического трека (Рис. 1. Трек 2). Выращивание 
бактерий в присутствии рутина в указанных кон-
центрациях приводило к накоплению также 
фракции ЛПС с более высокой молекулярной 
массой, чем у контрольного образца (Рис. 1. Трек 
3). Изменение степени полимеризации О-цепи 
ранее показано для Sinorhizobium fredii USDA205, 

у которых под воздействием флавоноида апиге-
нина изменялсь молекулярная масса ОПС [26]. 

Для оценки влияния флавоноидов на микроб-
ные клетки использовали метод ЭО анализа кле-
точных суспензий. Цикл исследований по изуче-
нию электрофизических свойств микроорганиз-
мов, выполненный ранее с различными бактери-
альными клетками и действующими агентами 
(агглютинином зародыша пшеницы, ксенобиоти-
ками, антителами, бактериофагами, антибиотика-
ми), позволил выявить одну общую закономер-
ность: специфическое взаимодействие вещества с 
клетками приводит к выраженному изменению 
величины элеткрооптической экстинкции (ЭОЭ) 
клеточных суспензий [1, 8]. Исследование ЭО 
свойств клеток, выращенных в присутствии фла-
воноидов, может показать не только сам факт 
влияния флавоноидов на микроорганизмы, но и 
(по изменению величины ЭО параметров) оце-
нить воздействие соединения на микробные клет-
ки количественно. 

Установлено, что в исследуемом диапазоне 
частот 740, 1000, 1450, 2000 и 2800 кГц регистри-
руются изменения величины ЭО сигнала суспен-
зии клеток после культивирования с кверцетином 
и рутином, начиная с концентраций 62,5 и 125 
мкМ, соответственно, по сравнению с контролем. 
Имеет место концентрационная зависимость эф-
фекта для кверцетина: максимальное изменение 
величины ЭО сигнала фиксируется при концен-
трации кверцетина 500 мкМ. Для удобства пред-
ставления экспериментальных данных была ис-
пользована величина ЭО сигнала при частоте 
ориентирующего поля 1000 кГц. Как видно из 
полученных данных, линейная зависимость вели-
чины электрооптического эффекта от концентра-
ции кверцетина для клеток азоспирилл наблюда-
лась в интервале концентрации 31,25 до 500 мкМ 
(рис. 2). В дальнейших исследованиях использо-
вались кверцетин и рутин в концентрациях 62,5 и 
125 мкМ соответственно. 

Как видно из представленных данных добав-
ление в среду выращивания кверцетина (62,5 
мкМ) и рутина (125 мкМ), приводило к сниже-
нию, по сравнению с контролем, величины ЭО 
сигнала на 8% и на 10%, соответственно, что сви-
детельствует об изменении физико-химических 
характеристик поверхности бактерий. 

Методом ТИФА препаратов ЛПС для концен-
трации 0,5 мкг/мл были обнаружены небольшие, 
но статистически достоверные изменения анти-
генного состава ЛПС контрольных и опытных 
образцов, что может свидетельствовать о появле-
нии в структуре ЛПС дополнительных антиген-
ных детерминант (рис. 3). 

Методом солевой агрегации [12] было показа-
но увеличение относительной гидрофобности по-
верхности бактериальных клеток, выращенных в 
присутствии кверцетина, на 30% по сравнению с 
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контролем. В связи с этим, очевидно, уже на ран-
них стадиях роста наблюдалась агрегация бакте-
риальных клеток. Гидрофобность поверхности 
играет важную роль в формировании симбиоза на 
стадии адсорбции микроорганизмов на корнях 
растений-ассоциантов [25]. Методом микроско-
пии в тёмном поле было выявлено, что присутст-
вие флавоноидов в среде выращивания не влияло 
на подвижность бактерий. Для исследования хи-
мического состава ЛПС экстрагировали горячей 
водно-фенольной смесью из отмытых от капсуль-
ного материала бактериальных клеток. 
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Рис. 2. Зависимость показателя ЭОЭ суспензии кле-
ток A. brasilense SR55, культивируемых в присутст-
вии различных концентраций флавоноидов при час-
тоте ориентирующего поля 1000 кГц. 
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Рис. 3. Твердофазный иммуноферментный анализ 
образцов ЛПС (1), ЛПСQ (2) и – ЛПСR (3) с АТ на 
ЛПС бактерий A. brasilense SR55. 
Примечание: все препараты флавоноидов были ис-
пользованы в концентрирации 0.5 мкг/мл 

 
Анализ липидных компонентов ЛПС методом 

ГЖХ метиловых эфиров обнаружил отличия ли-
пида А по соотношению жирных кислот в экспе-
риментальных образцах (ЛПСQ  и ЛПСR) от кон-
трольного, выращенного в среде без добавления 
флавоноидов (Таблица). В образцах ЛПСR и 
ЛПСQ наблюдалось увеличение количества 3-
гидрокситетрадекановой и 3-
гидроксигексадекановой кислот, а также сниже-
ние количества трансоктадеценовой кислоты. Бо-
лее выраженные изменения в составе жирных 
кислот происходили при выращивании бактерий в 
присутствии рутина. Следует отметить, что в экс-

периментальных образцах возрастает доля гидро-
ксикислот и снижается количество непредельных 
кислот. 

В ходе сравнительного анализа химического 
состава установлено возрастание доли углеводной 
компоненты в препарате ЛПСQ (80,7%) и сниже-
ние её в препарате ЛПСR (50,4%) по сравнению с 
контрольным образцом ЛПС (67,8%) (Таблица). 
Полученные данные коррелируют с результатами 
электрофореза. Возрастание относительной доли 
углеводной компоненты ЛПС бактерий, выра-
щенных в присутствии флавоноидов, ранее было 
описано в работе [29]. Культивирование бактерий 
в присутствии флавоноидов не приводило к не-
значительным изменениям относительного коли-
чества КДО, белка и фосфора (Таблица). 

Таблица. Химический состав препаратов  
липополисахаридов A. brasilense SR55 

Компоненты 
Препараты 

ЛПС ЛПСQ ЛПСR 

С
од
ер
ж
ан
ие

, в
ес
ов
ы
е 

%
 

Углеводы 67,8±4,31 80,7±4,63 50,4±2,24 

Белки 2,5±1,42 1,7±1,01 0,9±0,52 

КДО 1,31±0,07 1,11±0,03 1,45±0,13 

Фосфор 1,88±0,07 1,81±0,19 1,28±0,05 
%

, М
Э
Ж
К

 3ОН-14:0 25±1,43 36±0,93 39±2,34 

3ОН-16:0 13±0,51 18±0,61 23±1,22 

18:1 50±0,42 36±0,21 27±2,00 

19:0 11±0,21 8±1,12 9±0.,3 

 
Исследование методом ГЖХ показало наличие 

в составе ЛПСR и ЛПСQ моносахаридных остат-
ков, ранее определённых в структуре ЛПС [7], 
однако сигнал глюкозы, который был в контроль-
ном образце в 2 раза меньше сигнала галактозы, в 
опытных образцах одинаков по интенсивности 
для этих моносахаридов. Изменение соотношения 
входящих в состав ОПС моносахаридов может 
указывать на появление в структуре О-цепи ново-
го звена иного состава. Подобный эффект воздей-
ствия кверцетина на ЛПС бактерий обнаружен 
нами ранее [3], однако у культуры A. brasilense 
SR55 наблюдается снижение степени представ-
ленности на поверхности исходного антигена, 
возможно, за счёт появление новых структурных 
компонентов в составе ОПС. Таким образом, по-
казано, что влияние флавоноидов на бактерии 
реализуется в изменении макромолекулярной ор-
ганизации, химического состава и структуры 
ЛПС, а также физико-химических свойств по-
верхности бактерий в целом. 
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STUDY OF THE INFLUENCE OF PLANT PHENOLICS 
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Abstract: It is shown that the cultivation of Azospirillum brasilense SR55 in the presence of rutin and quercetin 
leads to changes in the physicochemical properties of the surface of bacterial cells, and induces the synthesis of 
lipopolysaccharide, that differs from the original one in the structure of antigenic determinants, macromolecular 
organization, monosaccharide composition and the ratio of fatty acids. 
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