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Тяжелые металлы кадмий (Cd) и свинец (Pb) относятся к опасным загрязнителям окружающей среды. 

Попадая в организм человека, они способны аккумулироваться и приводить к развитию целого ряда серьез-

ных заболеваний. Пробиотические лактобациллы способны увеличивать толерантность организма к тяже-

лым металлам, связывая их и тем самым осуществляя их детоксикацию. Мы оценили влияние Cd и Pb на 

образование биопленок у десяти штаммов лактобацилл, семь из которых способны извлекать Cd из среды 

культивирования. Мы показали, что штаммы, обладающие детоксикационным действием в отношении Cd, 

плохо образуют биопленки за 24 ч роста в отличие от бактерий Lactobacillus brevis 20054 и Lactobacillus 

rhamnosus B-8238, которые не способны извлекать Cd из раствора, но активно образуют биопленки. У этих 

штаммов в концентрациях 5 и 10 мг/л Cd снижал образование биопленок, а Pb не оказывал значимого эф-

фекта на биопленки. Cd и Pb в наивысшей использованной концентрации 50 мг/л негативно влияют на про-

цесс формирования биопленок у всех лактобацилл вследствие токсического действия на клетки. Показано, 

что в составе биопленки лактобациллы не приобретают повышенную устойчивость к тяжелым металлам. 

Установлена корреляция средней силы между формированием биопленок и гидрофобностью, электрон-

акцепторными и электрон-донорными свойствами поверхности бактерий. 
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Введение. Расширение производственной 

деятельности человека, в том числе горнодобы-

вающей промышленности и металлургии, а 

также создание синтетических соединений при-

вело к экспоненциальному росту содержания 

тяжелых металлов в воде, почве и воздухе. 

Кадмий (Cd) и свинец (Pb), согласно ГОСТ 

12.1.007-76, относятся к высоко опасным веще-

ствам (2-му классу опасности). Pb действует  

на различные системы организма, вызывает 

расстройства нервной системы, анемию, гипер-

тензию, почечную недостаточность, нарушает 

функцию иммунной и репродуктивной систем. 

Он особенно опасен для детей младшего воз-

раста, так как вызывает у них необратимое 

ухудшение памяти и уменьшение интеллекту-

альных способностей. Pb способен накапли-

ваться в зубах и костях. Cd оказывает токсиче-

ское воздействие на почки, костную и дыха-

тельную системы, также страдают печень,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

сердечно-сосудистая система и репродуктивная 

функция. Кроме того, Cd относят к числу опас-

ных для человека канцерогенов [1].  

В последние несколько лет резко вырос 

интерес к молочнокислым микроорганизмам, 

способным связывать тяжелые металлы, как к 

альтернативе физическим и химическим мето-

дам детоксикации тяжелых металлов. Связыва-

ние тяжелых металлов пробиотическими бакте-

риями предложено для очистки воды, жидкой 

пищи и организма человека от этих поллютан-

тов [2]. Биопленки, микробные сообщества, в 

которых клетки необратимо прикреплены друг 

к другу и субстрату, а также защищены внекле-

точным полимерным матриксом преимущест-

венно полисахаридного состава, являются рас-

пространенной формой существования микро-

организмов, в том числе лактобацилл, в естест-

венных условиях [3]. Ранее у четырех штаммов 

L. plantarum и трех штаммов L. fermentum,  
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выделенных нами из пробиотических препара-

тов, кисломолочных продуктов и силоса, была 

обнаружена способность извлекать Cd из среды 

MRS при инкубировании в течение 24 ч [4]. 

Цель данной работы – выяснить влияние тяже-

лых металлов (Cd и Pb) на способность лакто-

бацилл образовывать биопленки. Данное иссле-

дование призвано углубить наше представление 

о механизмах связывания ионов тяжелых ме-

таллов бактериями и способствовать практиче-

скому применению данных лактобацилл для 

детоксикации тяжелых металлов и увеличения 

толерантности организма к антропогенной на-

грузке в условиях среды, загрязненной Cd и Pb. 

Для достижения поставленной цели, кроме соб-

ственно определения формирования биопленок 

методом окрашивания генцианвиолетом, мы 

оценили влияние Cd и Pb на рост лактобацилл и 

исследовали связь между биопленкообразова-

нием и физико-химическими параметрами по-

верхности бактерий. 

 

Материалы и методы исследования.  

В работе использовали 10 штаммов лактоба-

цилл: L. brevis DSM-20054, L. buchneri DSM-

20057 (Немецкая коллекция микроорганизмов и 

культур клеток, DSMZ), L. rhamnosus B-8238 

(Всероссийская коллекция промышленных 

микроорганизмов, ВКПМ), L. plantarum B-578 

(Всероссийская коллекция микроорганизмов), 

L. plantarum S1 (Силос, СХП «Кулон» Чисто-

польского района Республики Татарстан),  

L. plantarum 8PA3 (лекарственный препарат 

«Лактобактерин сухой», ФГУП НПО «Био-

мед»), L. plantarum Ga (лекарственный препарат 

«Гастрофарм», АО «Биовет», Болгария),  

L. fermentum Na (БАД «Наринэ», ОАО «Narex», 

Армения), L. fermentum 3-2 (Кисломолочный 

напиток «Айран», ООО ФудМилк), L. Fermen-

tum 3-3 (Кисломолочный напиток «Дар гор», 

ООО ФудМилк). Бактерии выращивали в  

96-луночных полистироловых планшетах 

Cellstar (Grenier Bio-one) при 37°С на питатель-

ной среде MRS (BD Difco). В лунки планшета 

вносили по 150 мкл ночной культуры лактоба-

цилл, разведенной 1:50 свежей средой MRS с Pb 

или Cd. Водные растворы Cd (2 мг/мл) и Pb  

(2 мг/мл) готовили из Cd(NO3)2 и Pb(NO3)2 

(Sigma-Aldrich) соответственно, стерилизовали 

автоклавированием и вносили в MRS перед 

инокуляцией. На 24 ч роста с помощью план-

шетного ридера xMark Bio-Rad (США) оцени-

вали рост культур лактобацилл по оптической 

плотности при 600 нм и образование биопленок 

по степени связывания ими кристаллического 

фиолетового, как описано ранее [5]. 

Для оценки достоверности различий ис-

пользовали t-критерий Стьюдента; за критерий 

значимости отличий между двумя группами 

данных принимали критерий вероятности  

Р < 0.05. Для определения коэффициента кор-

реляции использовали метод Пирсона. 

 

Результаты и обсуждение. На первом 

этапе работы оценили влияние Cd и Pb в кон-

центрациях 5, 10 и 50 мг/л на рост лактобацилл 

(рис. 1). Наивысшая концентрация обоих тяже-

лых металлов обладала значительным токсиче-

ским действием в отношении всех исследован-

ных лактобацилл, а наименьшая концентрация, 

напротив, не оказывала существенного эффекта 

на рост бактерий. При наличии в среде роста Pb 

в концентрации 10 мг/л рост L. buchneri 20057  

и L. plantarum Ga снижался на 26 и 28% соот-

ветственно, по сравнению с культурами, выра-

щенными на среде без добавок. К 10 мг/л Cd 

проявили чувствительность три штамма 

L. plantarum (В-578, S1, 8PA3) и один штамм 

L. fermentum 3-2. В нашей работе ранее было 

показано, что 10 мг/л Cd практически полно-

стью останавливает рост культур L. brevis 

20054, L. buchneri 20057 и L. rhamnosus B-8238 

[4]. Данное отличие, по-видимому, объясняется 

разными условиями аэрации при культивирова-

нии лактобацилл: в предыдущей работе лакто-

бациллы инкубировали с перемешиванием каж-

дые 30 мин, тогда как в настоящем исследова-

нии бактерии выращивали в микроаэрофильных 

условиях. По-видимому, токсическое действие 

Cd и Pb в аэробных условиях объясняется из-

вестной способностью данных тяжелых метал-

лов индуцировать образование активных форм 

кислорода (АФК), вызывающих окислительное 

повреждение липидов, белков и нуклеиновых 

кислот в клетке [6]. Полученные данные о 

влиянии Cd и Pb на рост лактобацилл согласу-

ются с работой [7], в которой показано, что бак-

терии этой группы хотя и характеризуются в 

целом высокой устойчивостью к тяжелым ме-

таллам, но отношение к этим элементам у них 

видо- и даже штаммоспецифично.  

Лактобациллы, как большинство бакте-

рий, в естественных условиях существуют в 

форме биопленок [3]. Известно, что тяжелые 

металлы способны влиять на формирование 

бактериальных биопленок – так, ионы Ni и Cd 
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в микромолярных концентрациях ингибируют 

кворум-сенсинг у бактерий Burkholderia 

multivorans [8]. Для ряда бактерий, в основном 

патогенных (Pseudomonas aeruginosa, Vibrio 

cholerae и Escherichia coli), наоборот, железо 

необходимо для образования биопленок [9].  

В данной работе мы исследовали влияние Cd и 

Pb на способность лактобацилл образовывать 

биопленки по связыванию ими красителя ген-

цианвиолета (рис. 1). Показали, что бактерии 

L. fermentum 3-3 не способны образовывать 

биопленки на 24 ч роста, также очень слабо 

это свойство проявляется у штаммов  

L. fermentum Na, L. plantarum Ga и S1. Среди 

исследованных лактобацилл наиболее активно 

биопленки образовывали бактерии L. brevis 

20054 и L. rhamnosus B-8238, причем тяжелые 

металлы оказывали сходное действие на био-

пленки у обоих штаммов: Cd в концентрациях 

5 и 10 мг/л снижал образование биопленок, а 

Pb не оказывал значимого эффекта на био-

пленки. Отметим, что 5 и 10 мг/л Cd и Pb не 

оказывали токсического действия на клетки, 

следовательно, можно предположить, что об-

наруженное снижение образования биопленок 

связано с влиянием ионов тяжелых металлов 

на механизмы образования биопленок: кворум-

сенсинг, биосинтез экзополисахаридов и др. 

[3]. У всех исследованных лактобацилл обна-

ружено снижение образования биопленок в 

присутствии 50 мг/л Cd и Pb, что, вероятно, 

обусловлено токсичностью этой концентрации 

тяжелых металлов для лактобацилл. 

Известно, что в составе биопленок бакте-

рии более устойчивы к токсическому дейст-

вию тяжелых металлов по сравнению с планк-

тонными микроорганизмами [10]. Действи-

тельно, среди исследованных лактобацилл 

рост активно образующих биопленки штам-

мов L. brevis 20054 и L. rhamnosus B-8238  

в наименьшей степени зависел от присутствия 

в среде Cd и Pb. Тем не менее аналогичное 

отношение к тяжелым металлам демонстри-

ровал штамм L. fermentum 3-3, не способный 

формировать биопленки. Таким образом, свя-

зи между устойчивостью к тяжелым металлам 

и биопленкообразованием в нашей работе не 

выявлено. 

Известно, что поверхность бактериальных 

клеток играет существенную роль в образова-

нии биопленок. Поверхностные белковые (пи-

ли, S-слой) и полисахаридные (капсулы, чех-

лы, слизи) структуры влияют на биопленкооб-

разование и определяют физико-химические 

свойства поверхности клеток [11]. Так, белки и 

вероятно также (липо)тейхоевые кислоты обу-

словливают гидрофобный характер бактери-

альной поверхности, а полисахариды – гидро-

фильные свойства [12]. Карбоксильные (-COO
-
) 

и гидросульфитные (-HSO3
-
) группы на по-

верхности бактерий сообщают ей основные и 

электрон-донорные свойства [13]. Как мы по-

казали ранее [4], у всех исследованных лакто-

бацилл поверхности клеток слабо кислые, пло-

хо акцептируют электроны и несут отрица-

тельный заряд. Большинство штаммов являют-

ся гидрофильными, кроме L. plantarum В-578, 

L. brevis 20054 и L. buchneri 20057, у которых 

поверхности клеток гидрофобные. В данной 

работе мы оценили влияние этих физико-

химических особенностей поверхности лакто-

бацилл на их способность образовывать био-

пленки. Выявлена корреляция средней силы 

между формированием биопленок и гидро-

фобностью бактерий (r = 0.6, Р < 0.05), элек-

трон-акцепторными (r = 0.52, Р < 0.05) и элек-

трон-донорными (r = 0.55, Р < 0.05) свойствами 

поверхности, но не обнаружена статистически 

значимая связь биопленкообразования с заря-

дом поверхности клеток. 

В последние несколько лет резко вырос 

интерес к лактобациллам, способным связывать 

тяжелые металлы, как к альтернативе физиче-

ским и химическим методам детоксикации тя-

желых металлов. В ряде работ показано, что 

полисахаридный матрикс биопленки может свя-

зывать тяжелые металлы [14]. Ранее нами была 

обнаружена способность связывать Cd у не-

скольких штаммов L. plantarum и L. fermentum, 

причем наиболее активно Cd из раствора по-

глощали бактерии L. plantarum В-578 и  

L. fermentum 3-3. Исходя из протяженного ха-

рактера связывания Cd и отсутствия его корре-

ляции с физико-химическими параметрами по-

верхности клеток бактерий, мы предположили, 

что клетки L. plantarum и L. fermentum аккуму-

лируют ионы тяжелых металлов внутри клеток, 

а не связывают на поверхности [4]. Результаты 

данного исследования согласуются с этим 

предположением, поскольку свидетельствуют о 

том, что бактерии L. plantarum и L. fermentum на 

24 ч роста не формируют биопленки, следова-

тельно, полисахаридный матрикс биопленок не 

участвует в связывании ионов металлов.  
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Рис. 1. Влияние Cd (светлые столбцы) и Pb (темные столбцы) на образование биопленок (диаграммы) и 

рост (таблицы) лактобацилл. За 100% принят рост (оптическая плотность при 600 нм) культур, инкуби-

руемых на среде без тяжелых металлов 
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Таким образом, результаты данной работы 

свидетельствуют о том, что в нетоксичных для 

лактобацилл концентрациях 5 и 10 мг/л Cd спо-

собен снижать образование биопленок у неко-

торых лактобацилл (L. brevis 20054 и  

L. rhamnosus B-8238), но поскольку связывание 

Cd у лактобацилл происходит по механизму 

внутриклеточной аккумуляции, а не сорбции на 

поверхности клеток и матриксом биопленки, 

данное снижение биопленкообразования не бу-

дет снижать детоксикационное действие лакто-

бацилл в отношении Cd. Также показано, что 

при росте в виде биопленок лактобациллы не 

приобретают повышенную устойчивость к ток-

сическому действию тяжелых металлов. 

 

Работа выполнена в рамках Программы 

повышения конкурентоспособности Казанского 

(Приволжского) федерального университета и 

поддержана грантами РФФИ (14-34-50478,  

17-00-00456). 
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Lead and cadmium are the common environmental heavy metal pollutants and have widespread distribution. 

In human body they get accumulated and cause many serious diseases. Probiotic lactobacilli have been reported to 

bind heavy metals, thus detoxifying them and increasing one’s tolerance to heavy metals. In this paper, we studied 

the effects of Cd and Pb on biofilm formation by ten Lactobacillus strains from which seven were shown to re-

move Cd from culture medium. We showed that after 24 h Cd-detoxifying strains formed slightly detectable bio-

films while Cd non-binding L. brevis 20054 and L. rhamnosus B-8238 formed mature biofilms. In latter strains, 

application of 5 and 10 mg/L Cd resulted in the reduced biofilm formation, while Pb had no effect at these con-

centrations. Both Cd and Pb at 50 mg/L concentration inhibited biofilm formation by all tested lactobacilli due to 

their toxic effect. The presence of lactobacilli in biofilms did not increase their resistance to heavy metals. The 

results of this study indicate the average correlation between the biofilm formation and physicochemical proper-

ties of a bacterial cell under consideration that is hydrophobicity, Lewis acid-base interactions and surface charge. 

Key words: Lactobacillus, cadmium, lead, growth, biofilms. 
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