
13ISSN 0201-8462. Мікробіол. журн., 2009, Т. 71, № 5

УДК 579.64:631.44

А.С. Гордиенко, З.Т. Бега, Д.И. Дыренко, И.К. Курдиш

Институт микробиологии и вирусологии НАН Украины, 
ул. Академика Заболотного, 154, Киев ГСП, Д03680, Украина

АДГЕЗИЯ НА РАЗЛИЧНЫХ ПОВЕРХНОСТЯХ 
AZOTOBACTER VINELANDII ИMB B-7076 

И BACILLUS SUBTILIS ИMB B-7023

Исследована зависимость адгезии Azotobacter vinelandii ИМВ В-7076 и Bacillus subtilis ИМВ В-7023 
от некоторых параметров дисперсионной среды (рН, наличие ионов Са2+). Установлено, что снижение 
отрицательного заряда бактерий обусловливает увеличение степени их прикрепления к абиотической 
поверхности (стекло), что соответствует физико-химическим закономерностям данного процесса. 
Адгезия бактерий на биотической поверхности (корни огурцов) не подчиняется общепринятым пред-
ставлениям, согласно которым одним из факторов, определяющих эффективность адгезии, является 
электростатическое отталкивание между взаимодействующими объектами.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  адгезия бактерий, корни огурцов, стекло, Azotobacter vinelandii, Bacillus 
subtilis.

Бактерии Azotobacter vinelandii ИМВ В-7076 и Bacillus subtilis ИМВ В-7023 являются 
композитами гранулированных микробных препаратов комплексного действия [5]. Вне-
сение данных препаратов в корневую зону ряда культурных растений, в том числе огурцов, 
повышает их урожайность [6]. Механизм стимулирующего влияния микроорганизмов на 
растения недостаточно изучен, также как и роль бактерий в зависимости от их простран-
ственного расположения в прикорневой зоне. Предполагается, что основной вклад в реа-
лизацию стимулирующего потенциала принадлежит ассоциативным бактериям, которые 
способны колонизировать ризоплану корней растений и поддерживать численность попу-
ляции на экологически значимом уровне [1, 4]. Первым этапом колонизации является про-
цесс адсорбционного (контактного) взаимодействия микроорганизмов с корнями. Для аби-
отических поверхностей направленность процесса адгезии определяется, главным образом, 
физико-химическими факторами, такими как заряд и гидрофобность взаимодействующих 
поверхностей. При адгезии бактерий на биотических поверхностях определяющее значение, 
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очевидно, имеет специфическое взаимодействие между определенными сайтами клеток кор-
ней растений и микроорганизмов [3, 4].

Целью данной работы было сравнительное исследование влияния ряда физико-
химических параметров дисперсионной среды (рН, наличие ионов Са 2+) на адгезию 
бактерий на химически инертном носителе (стекло) и биотической поверхности, в каче-
стве модели которой использовали корни проростков огурцов.

Материалы и методы. Бактерии Azotobacter vinelandii ИМВ В-7076 культивировали в 
среде Эшби с сахарозой, а Bacillus subtilis ИМВ В-7023 в среде следующего состава, г/л: 
пептон – 10,0; NaCl – 0,3; MgSO

4
 ∙ 7H

2
O – 0,3; KCl – 0,3; KH

2
PO

4
 и K

2
HPO

4
 ∙ 3H

2
O по 

0,1; MnSO
4
 ∙ 7H

2
O и FeSO

4 
∙ 7H

2
O по 0,001. Бактерии выращивали в условиях перио-

дического культивирования (24 ч для B. subtilis и 48 ч для A. vinelandii) на качалке (240 
об/мин) в колбах Эрленмейера объемом 750 мл со 100 мл среды при температуре 28 °С. 
Клетки отмывали центрифугированием трижды в 0,01М NaCl, либо в фосфатном буфе-
ре (ионная сила 0,05), и в этих же растворах готовили суспензии бактерий в соответствии 
с целью конкретного опыта. 

В качестве модели биотической поверхности использовали корни проростков 
огурцов сорта Конкурент. Для получения проростков семена стерилизовали смесью 
этилового спирта и 50  % перекиси водорода в соотношении 1:1 в течение 5 минут, 
трижды промывали водопроводной водой и проращивали в течение 5 суток при темпе-
ратуре 25 °С на картофельном агаре в чашках Петри. Полученные корни разрезали на 
сегменты длиной 1 см и по 100 мг корней вносили в пробирки диаметром 20 мм, длиною 
10 см, содержащие по 3 мл суспензии бактерий. Количество жизнеспособных бактерий 
составляло (1–2)∙108 кл/мл. Пробирки, содержащие корни огурцов в суспензии клеток, 
помещали на качалку (130 об/мин, амплитуда 2 см) при комнатной температуре. После 
инкубации с бактериями в течение 1ч корни трижды отмывали стерильным физиоло-
гическим раствором, гомогенизировали в ступке и доводили объем физиологическим 
раствором до 10 мл. Количество адгезированных жизнеспособных клеток определяли по 
численности выросших колоний на агаризованной среде в чашках Петри после посева 
из десятикратных разведений.

В качестве модели абиотической поверхности использовали либо стеклянные гранулы 
(диаметр 1–2 мм), либо стеклянные пластины. Гранулы (15 г) помещали в вертикально 
расположенные колонки диаметром 16 мм, которые заполняли суспензией бактерий (7 мл) 
до полного покрытия адсорбента. Содержание клеток в суспензии составляло 5∙108 кл/мл. 
После контакта с адсорбентом в течение 2 ч суспензию сливали и по разности в оптической 
плотности суспензии бактерий до и после взаимодействия с носителем рассчитывали коли-
чество клеток, сорбировавшихся на 1 г стеклянных гранул. 

Стеклянные пластины помещали вертикально в суспензию микроорганизмов на 2 ч, 
а количество бактерий, адгезированных на поверхности носителя, определяли методом 
прямого счета под микроскопом с фазовым контрастом.

Электрофоретические исследования проводили на установке для микроэлек
трофореза [2]. Измеряли скорость электрофореза 50 клеток и рассчитывали их 
1-потенциал.

Результаты и их обсуждение. Данные исследований, представленные в таблицах 
1–4, подтверждают тот факт, что закономерности прикрепления бактерий A. vinelandii 
и B. subtilis к абиотической поверхности (стекло) отвечают общепринятым представле-
ниям о зависимости процесса адгезии от ряда физико-химических факторов, в частнос-
ти, электростатического фактора [11]. При обсуждении полученных результатов следует 
учитывать следующее: известно [10], что увеличение концентрации катионов в среде 
обуславливает снижение отрицательного потенциала (1-потенциала) частиц неоргани-
ческой природы, а увеличение рН дисперсионной среды, наоборот, возрастание отрица-
тельного заряда их поверхности.

Установлено (табл. 1 и 2), что увеличение содержания в среде ионов Са2+ приводит 
к снижению отрицательного 1-потенциала клеток бактерий и, как можно полагать, 
к такому же эффекту для поверхности стекла. Таким образом, уменьшается энергия 
электростатического отталкивания между взаимодействующими поверхностями, что 
должно приводить к возрастанию адгезии клеток на неорганическом носителе [11] и это 
подтверждается экспериментальными данными (табл. 1 и 2).
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Та б л и ц а  1

Влияние ионов Са2+ на 1-потенциал и адгезию клеток Azotobacter vinelandii 

Концентрация
Ca (NO

3
)

2
 , г/л

 1-потенциал, мВ
Адгезия, %

Стекло Корни

0 – 48,8 100,0 100,0

0,05 – 43,6 110,4 77,6

0,5 – 29,9 129,7 63,7
Примечание: дисперсионная среда – 0,01 М NaCl, рН 7,0; адгезия бактерий в отсутствие 

Ca (NO
3
)

2
 принята за 100 %.

Та б л и ц а  2

Влияние ионов Са2+ на 1-потенциал и адгезию клеток Bacillus subtilis 

Концентрация

Ca (NO
3
)

2
 , г/л

1-потенциал, мВ
Адгезия, %

Стекло Корни

0 – 42,1 100,0 100,0

0,05 – 40,5 105,3 100,7

0,5 – 25,4 184,2 227,3
Примечание: дисперсионная среда – 0,01 М NaCl, рН 7,0; адгезия бактерий в отсутствие 

Ca (NO
3
)

2
 принята за 100 %.

При увеличении рН дисперсионной среды имеет место незначительное возраста-
ние отрицательного 1-потенциала клеток бактерий (табл. 3 и 4). Неизвестно насколько 
возрастает отрицательный заряд поверхности стекла, но, в соответствии с известными 
фундаментальными представлениями о данном процессе [10], такая тенденция долж-
на иметь место. В частности, для диоксида кремния показано [13], что в условиях, при 
которых проведены измерения электроповерхностных свойств исследуемых бактерий, 
1-потенциал частиц составлял – 4,5 мВ при рН 5 и – 22,0 мВ при рН 7. Следовательно, 
при увеличении рН дисперсионной среды возрастает отрицательный заряд как клеток, 
так и поверхности стекла, что должно обуславливать увеличение энергии отталкивания 
между поверхностью клеток и адсорбента и, соответственно, снижение эффективности 
прикрепления бактерий на данном носителе. Теоретические предпосылки полностью 
подтверждаются экспериментальными данными (табл. 3 и 4).

Клеточная стенка клеток корней представлена целлюлозными микро- и макрофибрил-
лами, погруженными в матрикс [ 8 ]. Матрикс состоит из полисахаридов (пектины), гемицел-
люлоз и белка (экстенсин). В состав оболочки также входят такие важные в функциональном 
плане элементы как гликопротеины (лектины). Все перечисленные компоненты являют-
ся заряженными макромолекулами, включающими как положительно, так отрицательно 
заряженные ионогенные группы. Степень диссоциации ионогенных групп определяется 
рН дисперсионной среды [14]. Поверхность стенки растительных клеток имеет суммарный 
отрицательный заряд [8], и величина этого заряда в большей или меньшей степени долж-
на возрастать при увеличении рН дисперсионной среды. Эта зависимость имеет место и 
для клеток микроорганизмов, структурными компонентами поверхности которых являют-
ся макромолекулы, содержащие подобные ионогенные группы [14], что и подтверждается 
данными наших исследований (табл. 3 и 4).

Та б л и ц а  3

Влияние рН дисперсионной среды на 1-потенциал и адгезию клеток Azotobacter vinelandii 

рН дисперсионной 
среды

1-потенциал, мВ
Адгезия, %

Стекло Корни

5,0 – 40,1 100,0 100,0

6,0 – 41,0 77,1 107,5

7,0 – 41,8 60,1 112,4

8,0 – 43,6 43,0 121,5
Примечание: дисперсионная среда – фосфатный буфер, ионная сила – 0,05; адгезия бактерий 

при рН 5 принята за 100 %. 
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Та б л и ц а  4

Влияние рН дисперсионной среды на 1-потенциал и адгезию клеток Bacillus subtilis 

рН дисперсионной 
среды

1-потенциал, мВ
Адгезия, %

Стекло Корни

5,0 – 24,6 100,0 100,0

6,0 – 27,3 73,0 176,3

7,0 – 26,5 75,2 154,5

8,0 – 28,5 59,0 117,5

Примечание: дисперсионная среда – фосфатный буфер, ионная сила – 0,05; адгезия бактерий 

при рН 5 принята за 100 %.

При обсуждении полученных результатов следует учитывать тот факт, что при уве-
личении рН дисперсионной среды возрастает и отрицательный заряд клеток корней. 
Поэтому должна возрастать энергия отталкивания между растительными клетками и 
бактериями и, как следствие, снижаться эффективность прикрепления микроорганиз-
мов на поверхности корней, аналогично процессу, имеющему место при адгезии бакте-
рий на стекле. Однако, полученные экспериментальные данные (табл. 3 и 4) находятся 
в противоречии с вышеизложенным предположением. А именно, как для B. subtilis, так 
и A. vinelandii наблюдается тенденция к возрастанию степени адгезии клеток на корнях 
при увеличении рН дисперсионной среды. Для бацилл эта зависимость имеет более 
сложный характер с максимумом при рН 6, однако даже при рН 8 количество клеток, 
прикрепившихся на поверхности корня больше, чем при рН 5.

Влияние ионов Са2+ на формирование электроповерхностных свойств абиотических 
материалов определяется двумя механизмами: либо данный катион участвует в катио-
нобменном процессе и влияет тем самым на заряд поверхности твердых частиц, либо 
как катион, обеспечивающий снижение отрицательного потенциала (но не заряда) по-
верхности, что имеет место для химически инертных поверхностей [10]. Относительно 
растений известно [8], что корневая система обладает катионобменными свойствами 
и значительная часть катионобменной емкости обеспечивается за счет Са2+. Следова-
тельно, увеличение концентрации в среде данного катиона должно приводить к сни-
жению отрицательного заряда клеток корней и, соответственно, к возрастанию адгезии 
бактерий. Для B. subtilis такая зависимость имеет место. В то же время, для A. vinelandii 
наблюдается эффект снижения количества прикрепившихся клеток при увеличении со-
держания в дисперсионной среде ионов Са2+ (табл. 1 и 2). 

Таким образом, установлено различие в адгезии бактерий на корнях и стекле. На-
иболее заметно это для клеток A.  vinelandii, так как их адгезия на биотической по-
верхности не подчиняется общеизвестным закономерностям данного процесса [11]. 
Объяснение полученных результатов, вероятно, следует искать, основываясь на том 
факте, что на биотической поверхности физико-химические параметры дисперсион-
ной среды определяют не только суммарный заряд поверхности, но и конформацию 
структурных компонентов, составляющих наружный слой как клеток корней, так и 
клеток бактерий. Известно [10], что одним из факторов, влияющим на конформаци-
онную структуру заряженной макромолекулы, является рН среды. Ионы Са2+ прочно 
связываются с разными органическими соединениями, в том числе входящими в состав 
оболочки клеток корня [8]. Относительно поверхности бактерий, ионы Са2+ в резуль-
тате взаимодействия с карбоксильными или фосфорнокислыми группами макромоле-
кул, очевидно, могут изменять функцию данных компонентов [9, 12]. Следовательно, 
полученные данные о различии в адгезии бактерий на корнях и стекле позволяют пред-
положить наличие специфического взаимодействия между соответствующими сайтами 
поверхности клеток микроорганизмов и растений. Такое предположение обосновано 
тем, что специфичность взаимодействия определяется не только наличием соответству-
ющих функциональных групп, но и пространственным расположением данных групп 
в макромолекулах, конформация которых будет определяться физико-химическими 
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параметрами дисперсионной среды. Наглядным примером этому является зависимость 
специфичного взаимодействия (собственно, молекулярного узнавания) между фермен-
том и субстратом и, соответственно, скорости ферментативной реакции от содержания 
с среде Н+ и других катионов [7].

Данные сравнительной адгезии клеток микроорганизмов на химически инертной 
абиотической и биотической поверхностях, очевидно, можно использовать в качестве 
первичного теста, указывающего на возможное наличие специфического взаимодей-
ствия бактерий с растениями. Учитывая определяющую роль специфического вза-
имодействия в формировании растительно-бактериальных ассоциаций [3, 4], можно 
предположить, что изученные нами бактерии (главным образом, A. vinelandii) имеют по-
тенциальную возможность для колонизации корней огурцов. 
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АДГЕЗІЯ НА РІЗНИХ ПОВЕРХНЯХ AZOTOBACTER VINELANDII IMB B-7076 
І BACILLUS SUBTILIS IMB  B-7023

Р е з ю м е

Досліджено залежність адгезії Azotobacter vinelandii IМВ В-7076 і Bacillus subtilis IМВ В-7023 від 
деяких параметрів дисперсійного середовища (рН, наявність іонів Са 2+). Показано, що зменшення 
негативного заряду бактерій обумовлює збільшення ступеня їх прикріплення до абіотичної 
поверхні (скло), що відповідає фізико-хімічним закономірностям даного процесу. Адгезія бактерій 
на біотичній поверхні (корінці огірків) не підпорядковується загальноприйнятим уявленням, згідно 
з якими одним із факторів, що визначають ефективність адгезії, є електростатичне відштовхування 
між об'єктами, що взаємодіють.

К л ю ч о в і  с л о в а :  адгезія бактерій, корінці огірків, скло, Azotobacter vinelandii, Bacillus subtilis.
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The dependence of Azotobacter vinelandii IMV V-7076 and Bacillus subtilis IMV V-7023 adhesion on 
some parameters of dispersion media (pH, Са 2+ ions presence) has been investigated. It has been deter-
mined that a decrease of bacteria negative charge determines an increase of the degree of their attachment 
to abiotic surface (glass) that corresponds to physicochemical regularities of the given process. The adhesion 
of bacteria on the biotic surface (cucumber roots) is not subordinated to generally accepted ideas, accord-
ing to which the electrostatic repulsion between the interacting objects is one of factors that determines the 
adhesion effectiveness. 
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