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В последнее десятилетие значительное внима�
ние исследователей направлено на изучение
биопленок, так как большинство важных природ�
ных и инженерных систем находятся под их воз�
действием [1–3]. Биопленки, сформированные
сульфатредуцирующими бактериями и их гетеро�
трофными спутниками на поверхности стали, яв�
ляются также факторами микробной коррозии [4,
5]. Установлено, что ведущую роль в формирова�
нии биопленок играют экзополисахариды (ЭПС),
продуцируемые бактериями в экзополимерном
матриксе [6–8]. В составе ЭПС обнаружены ней�
тральные углеводы, а также уроновые кислоты и
аминосахара, которые, взаимодействуя с другими
компонентами матрикса с помощью карбоксиль�
ных и аминогрупп, учавствуют в формировании
структуры биопленки [9, 10]. Помимо этого, поли�
сахариды способны связывать в матриксе ионы ме�
таллов и сульфиды, активизируя таким образом
коррозионный процесс [5]. Поэтому всестороннее
исследование различными методами углеводного
состава экзополимерного матрикса биопленок яв�
ляется актуальным.

Ранее нами был исследован состав экзополи�
мерного матрикса, продуцируемого коррозион�
но�агрессивным микробным сообществом при
формировании биопленки на стали. Методом
газожидкостной хроматографии проведен ана�
лиз моносахаридного состава углеводных ком�
понентов экзополимерного матрикса биопленки.
Установлено наличие в его составе нейтральных

углеводов, а также уроновых кислот и аминосаха�
ров [11].

В настоящее время в научных исследованиях
все большее распространение завоевывает поли�
фазный анализ, при котором сопоставляются ре�
зультаты, полученные разными методами, с це�
лью их дополнения или детализации. Одним из
таких подходов при исследовании поверхности
бактериальных клеток, наряду с биохимическими
методами, является применение в качестве моле�
кулярных зондов меченых лектинов.

Меченые лектины успешно используются при
исследовании микробных культур для зондирова�
ния структур клеточной поверхности, изучения
бактериальных капсул [12, 13] и локализации угле�
водов на поверхности клетки [14]. Свойство лекти�
нов проявлять максимальное сродство к олигосаха�
ридам строго определенной структуры дает также
возможность изучения определенных углеводных
компонентов, продуцируемых бактериями при
формировании биопленки.

Лектины, меченные флуоресцентными краси�
телями, применяются как маркеры для исследо�
вания пространственной локализации гликопо�
лимеров, продуцируемых in situ в модельных
биопленках с помощью конфокальной лазерной
сканирующей микроскопии (КЛСМ) [15–19].
Применение этой in situ техники позволяет оце�
нить ЭПС�специфичные гликоконъюгаты и да�
же дифференцировать несколько их типов [20].
Однако этот метод не всегда доступен.
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тины, меченные коллоидным золотом, можно применять как экспресс метод для выявления и ло�
кализации углеводов в составе гликополимеров экзополимерного матрикса биопленок. 
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Цель работы – исследование возможности
использования лектинов, меченных коллоид�
ным золотом, для определения углеводных ком�
понентов биопленки, образуемой на поверхно�
сти стали коррозионно�агрессивными бактери�
ями, методом трансмиссионной электронной
микроскопии.

МЕТОДИКА

Объекты исследования. В работе использова�
ны ранее выделенные нами из коррозионно�
агрессивного сульфидогенного микробного со�
общества бактерии Desulfovibrio sp. 10, Bacillus
subtilis 36, Pseudomonas aeruginosa 27, а также ис�
кусственно созданная из этих монокультур ассо�
циация [21]. 

Методы культивирования. Моно� и ассоциа�
тивные культуры выращивали на жидкой среде
Постгейта “В” [21] во флаконах объемом 50 мл,
инокулированной в зависимости от варианта
опыта культурами бактерий в экспоненциальной
фазе роста. Количество посевного материала со�
ставляло 10% от объема среды, начальный титр
монокультур – 107 кл./мл. Биопленку наращива�
ли на образцах стали 3. Стальные образцы пред�
варительно обрабатывали согласно методике,
описанной в [11], затем погружали во флаконы и
герметически закрывали резиновыми пробками.
Инкубировали при 28°С в течение 10 сут. Каждый
опыт ставили в 3 повторностях. 

Коммерческие препараты лектинов. Использо�
ванные в опыте препраты лектинов, меченные
коллоидным золотом (НПО “Лектинтест”, Львов),
приведены в табл. 1. Выбор лектинов для данного
исследования обусловлен предварительно прове�
денным нами биохимическим анализом моносаха�
ридного состава экзополимерного матрикса выше�
указанных бактерий [11], а также данными литера�
турных источников о составе углеводов в биопленке
[6, 8–10].

Лектины использовали в виде золя, который
содержал в качестве консерванта 0.02% азида на�
трия, 10–20% этиленгликоля в 0.01 М фосфатном
буферном растворе (рН 6.5–8.5). Размер частиц
коллоидного золота составлял 8–12 нм. Концен�
трация лектинов по А520 = 5.0 ± 0.2. Растворы лек�
тинов готовили согласно инструкции производи�
теля. 

Подготовка образцов для электронной микро�
скопии. Препараты биопленки для электронной
микроскопии получали методом отпечатков. Для
этого после окончания экспозиции стальные об�
разцы с образованной на них биопленкой вынима�
ли из флаконов, затем на поверхность биопленки
накладывали медные сеточки, покрытые формва�
ровой пленкой. После 1 мин экспозиции, сеточки
с отпечатком биопленки осторожно снимали и
высушивали на воздухе. Для получения препара�
тов суспензионных культур на сеточки наносили
суспензию бактерий (10–20 мкл) и также высу�
шивали на воздухе. 

Таблица 1. Характеристика лектинов, используемых в работе (НПО “Лектинтест”)

Лектин
Источник 
получения 

лектина
Название Углеводная 

специфичность

Молеку�
лярная 

маcса, кДа

Количество 
субъединиц 
в молекуле

Количество 
центров 

связывания
 углеводов*

Конканавалин А Canavalia 
ensiformis, семена

Con A α�D�глюкоза 
α�D�манноза

102 4α 4

Лектин завязей 
пшеницы

Triticum vulgaris, 
завязи

WGA N�ацетил�D�
глюкозамин, 
сиаловая кислота

36 2α 2

Лектин картофеля Solanum tuberosum, 
клубни

STA N�ацетил�D�
глюкозамин

105 2 –

Лектин чечевицы Lens culinaris, 
семена

LCА α�D�глюкоза 
α�D�манноза

48 2α2β 2

Лектин гороха Pisum sativum,
семена

PSА α�D�глюкоза�D�
манноза

48 4αβ –

Лектин сои Glycine max,
бобы

SBA N�ацетил�D�
галактозамин

110 4α 2

Лектин фасоли Phaseolus limensis, 
семена

LBA N�ацетил�D�
галактозамин

127 4 –

* “–” – нет данных.

2*
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На сеточки с образцами биопленки и суспен�
зионных культур наносили раствор соответству�
ющего лектина, меченного коллоидным золотом,
и выдерживали 1 ч для связывания лектина с угле�
водами экзополимерного матрикса. После экспо�
зиции, для удаления остатков раствора лектинов,
сеточки трижды промывали дистиллированной
водой и высушивали на воздухе.

Микроскопические исследования. Приготов�
ленные образцы исследовали с использованием
трансмиссионного электронного микроскопа
JEM�1400 (“JEOL”, Япония) при ускоряющемся
напряжении 80 кВ и общем инструментальном
увеличении ×3000–12000. Методом рандомизи�
рованного отбора просматривали не менее 20 по�
лей зрения. Количество коллоидных частиц золо�
та, связанных с углеводными компонентами эк�
зополимерного матрикса биопленки и суспензии,
подсчитывали в 1 мкм2 площади поля зрения, ис�
пользуя программу ImageJ ver. 143u (http://rsb.info.
nih.gov./ij). 

Статистическую обработку полученных ре�
зультатов проводили, используя стандартное от�
клонение по выборке связанных частиц коллоид�
ного золота в поле зрения с помощью программы
MS Exel 2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Способность лектинов специфически взаимо�
действовать с различными углеводами позволяет
использовать их при изучении свойств, структуры
и локализации углеводсодержащих биополиме�
ров, а также для идентификации биологических
объектов. Используя лектинсвязывающий анализ

для биохимической характеристики биопленок,
необходимо знать полный спектр углеводного свя�
зывания данного лектина. Однако стандартные
лектины из каталога, по данным производителя,
испытываются только относительно некоторых уг�
леводов. Как правило, эти углеводы имеют важное
значение для биологических исследований клет�
ки, но не обязательно могут присутствовать в экзо�
полимерах природных биопленок. Кроме того,
некоторые специфические гликоконъюгаты, на�
пример альгинат, могут быть уникальными для
бактерий и биопленок [8].

Учитывая это, мы сочли целесообразным ис�
следовать специфичность ряда коммерческих лек�
тинов относительно углеводов, продуцируемых в
экзополимерном матриксе бактериями компонен�
тами коррозионно�агрессивного сообщества. 

С помощью трансмисионной электронной мик�
роскопии нами было показано, что связывание
лектинов с углеводами происходило непосред�
ственно в экзополимерном матриксе, а также на
поверхности бактериальных клеток, о чем свиде�
тельствовало наличие частиц коллоидного золота.
Меченные коллоидным золотом лектины визуа�
лизировались на снимках как небольшие округ�
лые электронно�плотные частицы размером 8–12 нм
(рис. 1–3). 

Для определения в биопленке N�ацетил�D�га�
лактозамина были использованы меченые лекти�
ны фасоли LBA и сои SBA, имеющие соответству�
ющую углеводную специфичность (табл. 2). В
биопленке Desulfovibrio sp. 10 и B. subtilis 36, а так�
же ассоциативной культуры отмечено связывание
вышеуказанных лектинов с углеводами, о чем сви�
детельствовало наличие частиц коллоидного золо�

500 нм(а) 200 нм(б)

LBA

LBA

Рис. 1. Cвязывание лектинов с углеводами Desulfovibrio sp. 10 в биопленке. Масштабная метка: а – 500 нм, б – 200 нм. 
На рис. 1–3 локализация частиц коллоидного золота на поверхности клетки и во внеклеточном матриксе выборочно
указана стрелками. 
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та. Количество лектина LBA, связанного с N�аце�
тил�D�галактозамином в биопленке Desulfovibrio
sp. 10 и B. subtilis 36, было в 3.8 и 6 раз соответствен�

но больше по сравнению с лектином SBA, что сви�
детельствовало о необходимости исследования
матрикса этих культур с наиболее для них специ�

LBA

200 нм(а) (б) 500 нм

LBA

Рис. 2. Связывание лектина LBA с углеводами в биопленке: а – B. subtilis 36, в – P. aeruginosa 27. Масштабная метка:
а – 200 нм; б – 500 нм. 

Таблица 2. Связывание лектинов с углеводными компонентами в биопленке*

Биопленка, 
сформированная 

бактериями

Лектин

LBA SBA STA WGA LSA PSA Con A

Специфичность

N�ацетил�D�галактозамин N�ацетил�D�глюкозамин D�глюкоза, D�манноза

Desulfovibrio sp.10 178 ± 15* 47 ± 17 109 ± 30 69 ± 32 21 ± 7 136 ± 30 13 ± 2

Bacillus subtilis 36 384 ± 33 65 ± 15 24 ± 7 100 ± 7 22 ± 6 51 ± 20 32 ± 12

Pseudomonas aeruginosa 27 53 ± 24 47 ± 18 46 ± 16 132 ± 11 15 ± 2 20 ± 11 11 ± 5

Искусcтвенная ассоциация 151 ± 40 13 ± 6 64 ±1 5 33 ± 8 29 ± 6 25 ± 6 4 ± 1

* Количество частиц коллоидного золота/мкм2.

500 нм(а) 500 нм 500 нм(б) (в)

LBASTA

PSA

Рис. 3. Связывание лектинов с углеводами в суспензионной культуре Desulfovibrio sp. 10: а – лектин PSA, б – лектин
STA, в – лектин LBA. Масштабная метка – 500 нм. 
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фичным лектином LBA. В биопленке, образован�
ной P. aeruginosa 27, количество частиц коллоид�
ного золота не зависело от вида лектина и было по�
чти одинаковым для SBA и LBA, мишенями для
которых был N�ацетил�D�галактозамин, поэтому
для выявления в биопленке псевдомонад этого уг�
левода могут быть использованы оба лектина. 

Визуализация связывания лектина LBA с N�аце�
тил�D�галактозамином, продуцируемом бактерия�
ми в биопленке, представлена на рис. 1, 2. На выде�
ленном (рис. 1а) и увеличенном (рис. 1б) участке от�
печатка биопленки Desulfovibrio sp. 10 четко видна
локализация меченого лектина LBA непосред�
ственно на поверхности клетки и во внеклеточном
матриксе. На препаратах отпечатков биопленки Ba$
cillus subtilis 36 и P. aeruginosa 27 также зафиксирова�
но разное количество связанных лектином ча�
стиц коллоидного золота, что подтверждает нали�
чие N�ацетил�D�галактозамина (рис. 2).

Для выявления N�ацетил�D�глюкозамина ис�
пользованы лектины картофеля STA и завязей
пшеницы WGA. Согласно полученным результа�
там с углеводами биопленки Desulfovibrio sp. 10,
активнее всего взаимодействовал лектин STA, а
для B. subtilis 36 и P. aeruginosa 27 более специфи�
чен лектин WGA.

Для определения нейтральных углеводов, а
именно D�маннозы и D�глюкозы, применяли
лектины чечевицы – LSA, гороха – PSA и конка�
навалин А. Наибольшее количество частиц кол�
лоидного золота в экзополимерном матриксе
всех исследуемых биопленок было выявлено при
использовании лектина PSA. Лектины LSA и
конканавалин А в незначительном количестве
связывались с D�маннозой и D�глюкозой. Так,
количество частиц коллоидного золота лектина
PSA, связанных в биопленке Desulfovibrio sp. 10,
было в 6.5 и 10.5 раз больше, чем при использова�
нии лектинов LSA и Con A соответственно.

Следует отметить, что конканавалин А являет�
ся наиболее распространенным и широко упо�
требляемым лектином в биологических исследо�
ваниях [12]. Однако, используя его для изучения
углеводного состава ЭПС бактерий – компонен�
тов коррозионно�агрессивного сообщества, мы
установили, что Con A проявлял наименьшее
сродство к углеводам во всех вариантах опыта.
Возможно, в исследуемых экзополимерных ком�
плексах было мало мишеней именно для этого
лектина.

Результаты лектинсвязывающего анализа для
визуализации гликоконъюгатов, продуцируемых
суспензионными культурами, практически не от�
личались от таковых в биопленке. Наиболее спе�
цифичным для идентификации N�ацетил�D�глю�
козамина был лектин STA, N�ацетил�D�галактоза�
мина – лектин LBA, а для определения D�глюкозы
и D�маннозы больше всего подходил лектин PSA
(табл. 3). Например, в биопленке и суспензионной
культуре Desulfovibrio sp. 10 лектин LBA связывал
наибольшее количество N�ацетил�D�галактоза�
мина 178 ± 14.9 и 494 ± 117 частиц коллоидного зо�
лота соответственно. Визуализация связывания
лектинов PSA, STA и LBA с углеводами, продуци�
руемыми в экзополимере суспензионной культу�
ры Desulfovibrio sp. 10, представлена на рис. 3. Ча�
стицы коллоидного золота в разном количестве
обнаружены на поверхности клетки и во внекле�
точном матриксе. 

Таким образом, проведенные исследования
свидетельствуют о том, что лектины с одинаковой
углеводной специфичностью в разной степени вза�
имодействовали с углеводами, содержащимися в
экзополимерах бактерий – компонентов сульфи�
догенного микробного сообщества. Полученные
результаты, по всей вероятности, можно объяснить
как свойствами лектинов, так и структурой углево�
дов, являющихся мишенью в изучаемой системе.
Ранее [22–24] исследователями было показано, что
взаимодействие лектинов с углеводами зависит от

Таблица 3. Связывание лектинов с углеводными компонентами в суспензионнных культурах*

Суспензия 
бактерий 

Лектин

LBA SBA STA WGA LSA PSA Con A

Cпецифичность

N�ацетил�D�галактозамин N�ацетил�D�глюкозамин D�глюкоза, D�манноза

Desulfovibrio sp.10 494 ± 117 133 ± 18 118 ± 33 10 ± 3 10 ± 2 16 ± 4 12 ± 6

Bacillus subtilis 36 128 ± 21 41 ± 8 33 ± 12 29 ± 14 8 ± 3 11 ± 6 3 ± 1

Pseudomonas 
aeruginosa 27

87 ± 7 16 ± 5 28 ± 9 12 ± 5 7 ± 3 26 ± 14 2 ± 1

Искусственная 
ассоциация

291 ± 91 85 ± 21 68 ± 21 17 ± 9 8 ± 2 10 ± 3 4 ± 1

* – Количество частиц коллоидного золота/мкм2.
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структуры последних: от конформации пираноз�
ных и фуранозных форм моносахаридных остат�
ков, входящих в состав углеводной части биополи�
меров, от конфигурации аномерного центра моно�
сахаридов (D� или L�формы пиранозного кольца
углевода), от α� или β�положения гликозидной
связи при С1�позиции моносахарида. Следова�
тельно, к наиболее важным факторам взаимодей�
ствия лектинов с углеводами следует отнести та�
кие, как стереоспецифичность при связывании
моносахаридов с лектинами, присутствие или от�
сутствие коордионационных связей, водородных,
а также гидрофобных и Ван дер Ваальсовые взаи�
модействия.

Кроме того, при исследовании гликоконъюга�
тов ЭПС биопленки in situ, методом флуорес�
центного лектинсвязывающего анализа, автора�
ми также было установлено, что специфичность
лектина зависит от применяемого красителя, ис�
пользуемого для маркировки лектина. Показано,
что на специфичность лектинов влияет как при�
сутствие, так и природа флуорохрома [16, 17].

Можно сделать заключение, что выбирая лек�
тины для визуализации углеводов в составе экзо�
полимерного матрикса, продуцируемого бактери�
ями, необходимо основываться на биохимических
исследованиях экзополимеров и особенностях
бактериальной культуры, а также учитывать угле�
водную специфичность лектина. На основании
специфичности лектинов, меченных коллоид�
ным золотом, нами были визуализированы в соста�
ве ЭПС исследуемых бактерий нейтральные угле�
воды – D�глюкоза, D�манноза и аминосахара –
N�ацетил�D�глюкозамин, N�ацетил�D�галактоза�
мин. Подобные результаты были получены с при�
менением флуоресцентного лектинсвязывающего
анализа [19]. Исследователями было установлено,
что в составе ЭПС, продуцируемых цианобактерия�
ми, содержатся нейтральные углеводы, такие, как
фруктоза и галактоза, аминосахара N�ацетил�D�
глюкозамин, N�ацетил�D�галактозамин и сиало�
вые кислоты. С помощью меченных флуорохро�
мами лектинов показано, что биопленка, обра�
зующаяся Deinococcus geothermalis на нержавею�
щей стали, интенсивно взаимодействовала с
лектином WGA, что свидетельствовало о наличии
N�ацетил�D�глюкозамина и N�ацетилсиаловой
кислоты [25].

Таким образом, сравнивая полученные ранее
результаты биохимического исследования экзо�
полимерного матрикса, продуцируемого компо�
нентами сульфидогенного микробного сообще�
ства [11] с данными лектинсвязывающего анали�
за, можно констатировать, что использование
лектинов, меченных коллоидным золотом, воз�
можно для предварительного выявления и локали�
зации углеводов в составе гликополимеров экзопо�
лимерного матрикса. Дополнительными помехами

применения лектинсвязывающего анализа являет�
ся, в первую очередь, сложная природа матрикса
биопленки, а также вероятность отсутствия мише�
ни для используемого лектина, огромное разно�
образие потенциальных комбинаций углеводов.
Чтобы исключить некоторые неопределенности,
каждая биопленочная система должна быть про�
тестирована набором различных лектинов.

В то же время, в отличие от биохимического
метода, лектинсвязывающий анализ позволяет
исследовать полностью гидратированные (натив�
ные) матриксы в моно� и ассоциативных культу�
рах биопленок для выявления качественного уг�
леводного состава, без выделения индивидуальных
полисахаридов. Таким образом, лектинсвязываю�
щий анализ может быть использован in situ для ис�
следования распределения гликополимеров в мик�
робных сообществах. 

Использование углеводной специфичности
лектинов, меченных коллоидным золотом, при
изучении углеводов, продуцируемых бактерия�
ми, является наиболее удобной, доступной и
быстрой условной тест�системой, не дающей,
однако, полной характеристики состава экзопо�
лимерного матрикса.

Естественно, для изучения биопленок целесо�
образно, наряду с лектинсвязывающим анали�
зом, применять биохимические методы исследо�
вания, что позволит не только визуализировать
локализацию гликополимеров в ЭПС, но и опре�
делить их углеводный состав. В этом аспекте до�
ступные в настоящее время лектины могут быть
ценным инструментом для оценки распределе�
ния гликополимеров в сложных системах биопле�
нок. Лектинсвязывающий анализ можно также
рассматривать как экспресс�метод определения
состава экзополимерного матрикса в полностью
гидратированных и сложных биопленочных си�
стемах.
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Lectin�Binding Analysis of the Biofilm Exopolymeric Matrix 
Carbohydrate Composition of Corrosion�Aggressive Bacteria
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Abstract—The carbohydrate components of biofilms of corrosion�aggressive bacteria were studied by trans�
misstion electron microscopy using lectins labeled with colloidal gold. N�acetyl�D�glucosamine, N�acetyl�
D�galactosamine, and neutral carbohydrates D�glucose and D�mannose were found within the exopoly�
meric matrix. Lectins with equal carbohydrate specificity demonstrated different degrees of interaction with
the carbohydrate components of bacterial biofilms. To identify N�acetyl�D�galactosamine in biofilms of
Desulfovibrio sp. 10 and Bacillus subtilis 36, the LBA lectin appeared to be most specific; in the case of N�acetyl�
D�glucosamine in biofilms of B. subtilis 36 and Pseudomonas aeruginosa 27, the WGA lectin. During visual�
ization of neutral carbohydrates in the studied cultures, the PSA lectin was most specific. We have shown that
lectins labeled with colloidal gold could be used as an express method for the identification and localization
of carbohydrates in glycopolymers of the biofilm exopolymeric matrix.
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