
Ìухліс àбедалабас, Ì.Á. Ãалкін, à.с. семенець, Ò.Î. Філіпова

32 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 2. С. 32–40

ÓÄÊ 579.222:579.262

Ìухлис àбедалабас, Í.Á. Ãалкин, à.с. семенец, Ò.Î. Филиппова
Одесский наöиональный университет иìени È.È. Ìе÷никова,

ул. Äворянская, 2,  Одесса, 65082, Óкраина,
тел.: +38 (048) 765 33 61, e-mail: tphilippova@onu.edu.ua

ÎÁÐàЗÎâàÍèÅ ÁèÎпËёÍÊè è сèÍÒÅЗ 
ÐàÌÍÎËèпèäÎâ PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

àÒсс 15692 â пÐèсуÒсÒâèè сèÃÍàËьÍÎÃÎ 
ÕèÍÎËÎÍà è ÅÃÎ сèÍÒÅÒèЧÅсÊèÕ àÍàËÎÃÎâ

Цель. Оценка вëияния екзоãенноãо сиãнаëьноãо õиноëона (Pseudomonas 
Quinolon Signal – PQS) – одноãо из аутоиндукторов системы quorum 
sensing у Pseudomonas aeruginosa – и еãо синтетическиõ анаëоãов на 
синтез рамноëипидов. Методы. Кëетки Pseudomonas aeruginosa АТСС 
15692 инкубироваëи 24 часа в 48-ëунковыõ пëаншетаõ «Nunclon» в 
присутствии синтетическиõ анаëоãов 2-ãептиë-3-ãидрокси-4-õиноëона 
(PQS), иëи еãо синтетическиõ анаëоãов (2-октиë-, 2-нониë-, иëи 
2-ëауриë-3-ãидрокси-4-õиноëона). Конечные концентрации соединений 
содержаëи от 10 до 120 мкÌ. Содержание рамноëипидов опредеëяëи 
по реакции с орциновым реактивом. Результаты. Показано, что экзо-
ãенный PQS в концентрацияõ 40, 60 и 80 мкÌ вызывает возрастание 
уровня рамноëипидов в 1,9; 3,3 и 5,2 раза, соответственно. Повышение 
концентрации сиãнаëьноãо õиноëона до 100 и 120 мкÌ снижает еãо 
стимуëирующее действие на 26% и 50% по сравнению с уровнем, ко-
торый быë зареãистрирован при 80 мкÌ PQS. При этой концентрации 
коëичество пëанктонныõ кëеток увеëичивается в 3,4 раза, а масса 
биопëёнки вдвое. Активность синтетическиõ анаëоãов зависит от 
чисëа атомов уãëерода в ациëьной цепи: октиë-õиноëон (С8) > нониë-
õиноëон (С9) > ëауриë-õиноëон (С11). Наибоëьшее повышение уровня 
биосурфактантов отмечено в присутствии 80 мкÌ октиë-õиноëона 
– на 65%. Два друãиõ анаëоãа увеëичивают еãо на 35% и 20%. Выво-
ды. Оптимаëьная концентрация сиãнаëьноãо õиноëона (PQS), которая 
максимаëьно повышает синтез рамноëипидов, составëяет 80 мкÌ. Ис-
сëедованные синтетические анаëоãи PQS уступают ему в способности 
активировать синтез  биосурфактантов Pseudomonas aeruginosa.

К ëю ч е вы е  с ë о в а : рамноëипиды, PQS, синтетические анаëоãи PQS, 
Pseudomonas aeruginosa.

Ðаìнолипиды – биосурфактанты, продуöируеìые бактерияìи рода 
Pseudomonas, а также некоторыìи представителяìи  других родов и 
сеìейств [4], благодаря своиì физико-хиìи÷ескиì свойстваì находят 
широкое практи÷еское приìенение. Они не уступают хиìи÷ескиì сур-
фактантаì по эìульгирующей способности [3,8], ÷то дает возìожность 
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эффективно использовать их для биореìедиаöии загрязненных по÷в 
[11], повышения нефтеотда÷и  [17]. Êроìе того, они обладают антиìи-
кробной активностью [16], используются в косìетологии, производстве 
средств бытовой хиìии [5]. Особый интерес представляет их приìене-
ние в ка÷естве лекарственных средств в онкологии и дерìатологии [14]. 
Практи÷еское использование раìнолипидов ограни÷ено высокой стои-
ìостью их производства. В связи с этиì, актуальной зада÷ей является 
оптиìизаöия проöессов полу÷ения биосурфактантов и повышение выхода 
коне÷ных продуктов. В настоящее вреìя для этого используют несколько 
подходов: подбор оптиìального состава культуральных сред, селекöия 
надпродуöентов, генная инженерия [10].  Ó÷итывая, ÷то синтез раìно-
липидов находится под контролеì систеìы ìежклето÷ной коììуникаöии 
(quorum sensing) и, в ÷астности, её rhl-звена [12,13] представляется 
перспективныì подход, основанный на активаöии функöионирования 
данной систеìы. Öелью данной работы была оöенка влияния екзогенного 
сигнального хинолона (PqS) – одного из аутоиндукторов систеìы quorum 
sensing у Pseudomonas aeruginosa – и его синтети÷еских аналогов на 
синтез раìнолипидов.

Ìатериалы и методы
В работе использовали штаìì Pseudomonas aeruginosa ÀÒÑÑ 15692 

(ONU 300) из коллекöии ìикроорганизìов кафедры ìикробиологии, 
вирусологии и биотехнологии ОНÓ иìени È.È. Ìе÷никова. Ñигнальный 
хинолон (PqS) и его синтети÷еские аналоги, отли÷ающиеся длиной аöиль-
ной öепи, были синтезированы в Биотехнологи÷ескоì нау÷но-у÷ебноì 
öентре ОНÓ иìени È.È. Ìе÷никова:
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Èсследования проводили в систеìе планктон–биоплёнка в 48-луно÷ных 
полистироловых плоскодонных планшетах «Nunclon». Ñуто÷ную культуру 
P. aeruginosa разводили стерильныì физиологи÷ескиì раствороì и вно-
сили в лунки планшетов, содержащих по 1 ìл среды Гиса до коне÷ной 
конöентраöии 103 клеток/ìл. Планшеты инкубировали в те÷ение 24 ÷асов 
при 37 °Ñ. Äля оöенки эффектов PqS и его синтети÷еских аналогов их 
добавляли в лунки планшетов до коне÷ных конöентраöий 10–120 ìкÌ. 

Через 24 ÷аса из каждой лунки тщательно отбирали планктонные 
культуры и спектрoфотоìетри÷ески оöенивали коли÷ество клеток при 
длине волны 540 нì. Биоплёнки на дне лунок отìывали физиологи÷ескиì 
раствороì и фиксировали 96% этанолоì в те÷ение 10 ìин [15]. Затеì 
их окрашивали 1% водныì раствороì кристалли÷еского фиолетового 
в те÷ение 5 ìин при коìнатной теìпературе. Планшеты с окрашенной 
биоплёнкой высушивали 24 ÷аса при коìнатной теìпературе и добавляли 
в каждую лунку по 1 ìл лизирующего раствора, содержащего 1% до-
деöилсульфата натрия в  0,1 Ì NaOH. Планшеты выдерживали 1,5 ÷аса 
при коìнатной теìпературе до полного растворения биоплёнки. Êоли÷е-
ство кристалли÷еского фиолетового определяли по опти÷еской плотности 
опытных и контрольных образöов на спектрофотоìетре SmartSpec Plus 
(Bio-Rad, Hungary)  при длине волны 592 нì.

Ðаìнолипиды из супернатанта, полу÷енного после öентрифугирова-
ния культур при 1500 g, осаждали  после доведения рН до 6,5 75 ìÌ 
раствороì ZnCl2 [7]. Через 20 ìин преöипитат растворяли в 0,1 Ì 
натрий фосфатноì буфере (рН 6,5). Полу÷енные растворы дважды 
экстрагировали 5 ìл хлорофорìа. Органи÷ескую фазу отбирали в ÷истые 
20 ìл флаконы и испаряли насухо. Осадок на дне флаконов растворяли 
в 100 ìкл ìетанола.

Êоли÷ество раìнолипидов в образöах определяли с поìощью орöи-
нового теста. Ê 100 ìкл образöа раìнолипидов в ìетаноле добавляли 
400 ìкл H2O и 500 ìкл орöинового реактива. Ðеакöионную сìесь кипя-
тили на водяной бане 20 ìин до изìенения окраски с жёлтой на зелёную 
и изìеряли экстинкöию контрольных и опытных образöов при длине 
волны 670 нì [9]. 

Все экспериìенты проводили трижды  с 6 повтораìи в каждоì. 
Ñтатисти÷ескую обработку результатов проводили с использованиеì 

общепринятых ìетодов вариаöионного анализа. Ðасс÷итывали средние 
зна÷ения показателей (Х

–
) и их стандартную ошибку (SХ–). Äостоверность 

отли÷ий ìежду средниìи определяли по критерию Ñтьюдента на уровне 
зна÷иìости не ìенее 95% (р≤0,05). Ìатеìати÷еские рас÷еты осущест-
вляли с поìощью коìпьютерной програììы Excel [2].

Ðезультаты и их обсуждение
Ó÷итывая, ÷то синтез раìнолипидов находится у Pseudomonas 

aeruginosa под контролеì систеìы ìежклето÷ной коììуникаöии, ис-
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следования проводили в условиях, способствующих активаöии всех 
звеньев quorum sensing. Полу÷енные результаты (рис. 1) показали, ÷то 
экзогенный сигнальный хинолон повышает синтез биосурфактанта, на-
÷иная с конöентраöии 40 ìкÌ. Ìеньшие конöентраöии PqS заìетного 
эффекта не оказывали. В диапазоне конöентраöий 40–80 ìкÌ наблюда-
ется пропорöиональное увели÷ение синтеза раìнолипидов. Èх уровень 
возрастает в 1,9; 3,3 и 5,2 раза в присутствии 40, 60 и 80 ìкÌ PqS, 
соответственно. Äальнейшее возрастание конöентраöии сигнального хи-
нолона снижает его стиìулирующий эффект. При конöентраöиях 100 и 
120 ìкÌ содержание раìнолипидов в супернатанте уìеньшается на 26% 
и 50% по сравнению с ìаксиìальныì уровнеì, который наблюдался при 
80 ìкÌ. Èзìенения двух других показателей: коли÷ества планктонных 
клеток и ìассы биоплёнки, носят такой же характер. В присутствии 
80 ìкÌ PqS коли÷ество планктонных клеток возрастает в 3,4 раза, а 
ìасса биоплёнки вдвое по сравнению с контролеì. Более низкий уровень 
прироста биоплёнки по сравнению с планктонныìи клеткаìи связан, по-
видиìоìу, с высокиì содержаниеì раìнолипидов, которые способствуют 
откреплению клеток от биоплёнки и их переходу в жидкую фазу [6].

Ðис. 1. синтез рамнолипидов в системе планктон–биоплёнка  в присутствии 

экзогенного PQs
Приìе÷ание:  – разли÷ия достоверны по сравнению с контролеì

fіg. 1. rhamnolіpіds bіosynthesіs іn plankton–bіofіlm system іn presence of 
exogenous PQs 

Note:   – the differences were significant in comparison with control

Ñинтети÷еские аналоги сигнального хинолона также повышают 
синтез раìнолипидов, однако их эффективность существенно ниже по 
сравнению с PqS (рис. 2).
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Àктивность синтети÷еских аналогов зависит от ÷исла атоìов углерода 
в аöильной öепи: октил-хинолон (Ñ8) > нонил-хинолон (Ñ9) > лаурил-
хинолон (Ñ11). Наибольшее увели÷ение уровня биосурфактантов отìе÷ено 
в присутствии 80 ìкÌ октил-хинолон – на 65%. Äва других аналога 
(нонил- и лаурил-хинолоны) повышают его на 35% и 20%.  Êоли÷ество 
планктонных клеток при внесении в среду культивирования этих веществ 
не отли÷алось от контрольного зна÷ения, а ìасса биоплёнки возрастала 
в 1,3–1,5 раза при конöентраöии 80 ìкÌ.

Ðис. 2. синтез рамнолипидов в системе планктон–биоплёнка  в присутствии 
синтетических аналогов PQs 

Приìе÷ание:    – разли÷ия достоверны по сравнению с контролеì

fіg. 2. rhamnolіpіds bіosynthesіs іn plankton-bіofіlm system іn presence of PQs 
synthetіc analogs 

Note:  – the differences were significant in comparison with control

Òакиì образоì, проведенное исследование показало, ÷то сигнальный 
хинолон P. aeruginosa в систеìе планктон–биоплёнка существенно увели-
÷ивает синтез раìнолипидов, который обеспе÷ивается rhl-звеноì систеìы 
ìежклето÷ной коììуникаöии. Полу÷енные результаты подтверждают 
важную роль pqs-звена в активаöии проöессов, контролируеìых rhl-
звеноì. Ðанее было показано, ÷то экзогенный PqS увели÷ивает продук-
öию пиоöианина штаììоì  P. aeruginosa ÐÀ01 [6,10]  и восстанавливает 
синтез этого пигìента в присутствии ингибиторов quorum sensing [1]. 
Êроìе того, pqs-ìутанты, иìеющие полноöенное rhl-звено, не образуют 
раìнолипиды, синтез которых восстанавливается после внесения в среду 
сигнального хинолона [10].  
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Ðеферат

Ìета. Äослідження синтезу раìноліпідів P. aeruginosa за впливу 
екзогенного сигнального хінолону (PqS) та його синтети÷них аналогів з 
різниì ÷ислоì  атоìів вуглеöю в аöильноìу заìіснику. Ìетоди. Êлітини 
Pseudomonas aeruginosa ÀÒÑÑ 15692 інкубували 24 години у 48-лун-
кових планшетах «Nuclon» у присутності 2-гептил-3-гідрокси-4-хінолону  
(PqS), або його синтети÷них аналогів (2-октил-, 2-нонил- або 2-лаурил-
3-гидрокси-4-хінолону). Êінöеві конöентраöії сполук становили від 10 до 
120 ìкÌ. Вìіст раìноліпідів визна÷али за реакöією з орöиновиì реак-
тивоì. Ðезультати. Встановлено, що екзогенний PqS за конöентраöій 
40, 60 і 80 ìкÌ викликає зростання рівня раìноліпідів у 1,9; 3,3 і 5,2 
рази, відповідно. Підвищення конöентраöії сигнального хінолону до 100 
і 120 ìкÌ зìеншує його стиìулюю÷у дію на 26% та 50% у порівняні з 
рівнеì, що був зареєстрований при 80 ìкÌ PqS. За öієї конöентраöії 
кількість планктонних клітин зростає у 3,4 разу, а ìаса біоплівки вдві÷і. 
Àктивність синтети÷них аналогів залежить від ÷исла атоìів вуглеöю в 
аöильноìу ланöюгу: октил-хінолон (Ñ8) > нонил-хінолон (Ñ9) > лаурил-
хінолон (Ñ11). Найбільше підвищення рівня біосурфактантів відìі÷ено 
за присутності 80 ìкÌ октил-хінолону – на 65%. Äва інших аналога 
підвищують його на 35% і 20%. âисновки. Оптиìальна конöентраöія 
сигнального хінолону (PqS), що ìаксиìально підвищує синтез раìноліпі-
дів, дорівнює 80 ìкÌ. Äосліджені синтети÷ні аналоги PqS поступаються 
йоìу в здатності активувати синтез біосурфактантів P. aeruginosa.

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а : раìноліпіди, PqS, синтети÷ні аналоги PqS, 
Pseudomonas aeruginosa.
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biofilM forMation and rhaMnoliPides 
biosynthesis in PSEUDOMONAS AERUGINOSA àÒсс 

15692 in Presence of signaling Quinolone and its 
synthetic analogs

summary

aіm. Discovering of the rhamnolipids  biosynthesis in P. aeruginosa 
in presence of exogenic  concentrations of Pseudomonas quinolone Signal 
(PqS) and its synthetic analogs with different amount of carbon atoms in 
acyl chain. Methods. Pseudomonas aeruginosa ÀÒÑÑ 15692  cells were 
incubated for 24 hours in 48-wells plates «Nuclon» in presence of the 
2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolon  (PqS), or its synthetic analogs (2-octyl-, 
2-nonyl- or 2-lauryl-3-hydroxy-4-quinolon). Final concentrations of the dis-
covered substances were from 10 to 120 mÌ. Rhamnolipids concentrations 
were determined with the orcinic test. results. It was shown that PqS in 
concentration 40, 60 и 80 mÌ causes increase of rhamnolipides level in 1.9; 
3.3 and 5.2 times, respectively. Increasing of the PqS concentration to 100 
і 120 mÌ decrease its stimulation effect to 26% and 50% in compare with 
the level, it was determined with treatment of P. aeruginosa culture with 
80 mÌ of PqS. When this concentration was used, planctonic cells numbers 
increase in 3.4 times, and biofilm mass – twice. Synthetic analogs activity 
depended on carbon atoms numbers in the acyl chain: octyl-quinolone (Ñ8) 
> nonyl-quinolone (Ñ9) > lauryl-quinolone (Ñ11). The highest level of the 
biosurfactant stimulation was determined in presence of the 80 mÌ of the 
оctyl-PqS – up to 65%. Two other analogs increase its level in 35% and 
20%. conclusіons. Signaling quinolone (PqS) optimal concentration, that 
increases rhamnolipids biosynthesis in maximum level was 80 mÌ. Studied 
synthetic PqS analogs showed the lowest ability to increase biosurfactants 
biosynthesis in P. aeruginosa compare with PqS.

Ê e y  w o r d s : rhamnolipids, PqS, PqS synthetic analogs, Pseudomo-
nas aeruginosa.
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