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Аннотация. Ввиду малого числа исследований роли кумаринов в ассоциативных симбиотических отношениях, впервые были изучены 
некоторые аспекты влияния синтетических кумаринов на физико-химические и культуральные свойства Azospirillum baldaniorum Sp245.
Для выявления роли гидроксилирования в положении 7 конденсированного ароматического кольца – 1-(2-оксо-2H-хромен-3-ил)бутан-
1,3-диона проведены сравнительные исследования влияния исходного и гидроксилированного кумаринов на культуру модельного 
штамма азоспирилл. Исследовали выживаемость бактерий при добавлении кумаринов методом подсчета КОЕ на агаризованной среде. 
Оценивали активность формирования биопленок культурой с использованием кристаллического фиолетового. Изучали изменение по-
верхности бактерий под действием кумаринов по электрической поляризуемости бактериальных клеток на электрооптическом анализа-
торе ELUS (“EloSystemGbR”, Germany). Исследовали выход и моносахаридный состав внеклеточных гликополимеров с использованием 
газожидкостной хроматографии. Впервые установлено, что гидроксилированный препарат обладает более высокой антибактериальной 
активностью по сравнению с незамещённым. Выявлено снижение числа жизнеспособных клеток в планктонной культуре и торможение 
роста биоплёнок. Методом электрооптического анализа показано, что присутствие кумаринов в среде культивирования во всех исследу-
емых концентрациях приводит к изменению электрической поляризуемости клеток A. baldaniorum Sp245. Применение метода электро-
оптического анализа клеточных суспензий с использованием моноспецифических антител, полученных на липополисахарид данного 
штамма, позволило выявить отсутствие изменений в углеводных антигенных детерминантах на поверхности бактериальных клеток. Это 
согласуется с данными анализа состава экстраклеточных полисахаридов методом ГЖХ, в ходе которого не было выявлено отличий каче-
ственного состава и соотношения моносахаридов. Показано увеличение выхода ЭПС бактерий при росте в присутствии 1-(7-гидрокси-2-
оксо-2H-хромен-3-ил)бутан-1,3-диона в 1,2 и 1,7 раз для концентраций 50 и 100 мкМ. Полученные результаты позволяют рассматривать 
произошедшие изменения как особенности адаптации бактерий к ассоциативным условиям существования.
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Abstract. Due to the small number of studies on the role of coumarins in associative symbiotic relationships, some aspects of the infl uence of 
synthetic coumarins on the physicochemical and cultural properties of Azospirillum baldaniorum Sp245 were studied for the fi rst time. To reveal 
the role of hydroxylation in position 7 of the fused aromatic ring – 1-(2-oxo-2H-chromen-3-yl)butan-1,3-dione, comparative studies of the eff ect 
of the original and hydroxylated coumarins on the culture of a model strain of azospirilla were carried out. The survival of bacteria after the 
addition of coumarins was studied by counting CFU on an agar medium. The biofi lm formation activity of the culture was assessed using crystal 
violet. The change in the surface of bacteria under the action of coumarins was studied by the electrical polarizability of bacterial cells on an ELUS 
electrooptical analyzer (EloSystemGbR, Germany). The yield and monosaccharide composition of extracellular glycopolymers were studied using 
gas-liquid chromatography.For the fi rst time, an increase in the yield of EPS of bacteria during growth in the presence of 1-(7-hydroxy-2-oxo-2H-
chromen-3-yl)butan-1,3-dione by 1.2 and 1.7 times for concentrations of 50 and 100 μM respectively was observed. It has been established for 
the fi rst time that the hydroxylated substance has a higher antibacterial activity compared to the unsubstituted one. A decrease in the number of 
viable cells in planktonic culture and inhibition of biofi lm growth were revealed. It has been shown by electro-optical analysis that the presence 
of coumarins in the cultivation medium in all concentrations studied leads to a change in the electrical polarizability of A. baldaniorum Sp245 cells. 
The use of electrooptical analysis of cell suspensions using monospecifi c antibodies obtained against lipopolysaccharides of this strain made it 
possible to reveal the absence of changes in carbohydrate antigenic determinants on the surface of bacterial cells. This is consistent with the data 
of the analysis of the composition of extracellular polysaccharides by GLC, during which no diff erences were found in the qualitative composition 
and ratio of monosaccharides. An increase in the yield of bacterial EPS during growth in the presence of 1-(7-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-3-yl)
butan-1,3-dione by 1.2 and 1.7 times for concentrations of 50 and 100 μM was shown. The results obtained allow us to consider the changes that 
have occurred as features of the adaptation of bacteria to the associative conditions of existence.
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Введение
Сложный комплекс взаимодействий между 

растениями и ризосферными и почвенными 
микроорганизмами опосредуется множеством 
продуцируемых ими химических сигналов, в том 
числе вторичных метаболитов. Корневые экссу-
даты растений содержат в себе широкий спектр 
соединений, каждое из которых выполняет 
определённую функцию [1, 2]. Среди вторичных 
метаболитов растений, выделяемых в окру-
жающую среду, вещества фенольной природы 
(флавоноиды, антоцианы, феноловые кислоты, 
кумарины и др.) занимают особое место в связи 
с их разноплановым влиянием на организмы в 
ризосфере. Более 1300 кумаринов были иденти-

фицированы как вторичные метаболиты расте-
ний. Известно, что эти соединения присутству-
ют в растениях, относящихся к 30 различным 
семействам, в том числе Poaceae, Caprifoliaceae, 
Oleaceae, Apiaceae, Asteraceae, Papilionaceae, 
Rosaceae и др. [1–4]. При этом роль кумаринов в 
растительно-бактериальных взаимодействиях до 
конца не выяснена, несмотря на широкий спектр 
исследований их биологической активности [3, 
4]. Связано это в том числе с многообразием и 
сложностью как фенольных метаболитов, так 
и реализуемых ими стратегий воздействия на 
растительно-микробные сообщества в услови-
ях формирования симбиотических отношений. 
Более исследован вопрос, связанный с кумари-
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нами бобовых растений, благодаря упрощению 
системы за счет использования модельных экс-
периментов с участием растений арабидопсиса и 
некоторых ризобактерий из группы PGPR (Plant 
Growth-Promoting Rhizobacteria) [5, 6].

В последние годы выявлено, что фенилпро-
паноиды кумаринового ряда могут действовать 
как фитоалексины, они накапливаются на по-
верхности листьев, плодов и семян, подавляют 
рост и спорообразование грибковых патогенов 
растений. Также многие растительные кума-
рины обладают антимикробной активностью 
[7–9], которая может проявляться в угнетении 
роста и формирования биоплёнок. Однако для 
кумаринов, в отличие от флавоноидов, механизм 
торможения роста биоплёнок до сих пор остаётся 
неизученным [10, 11].

Установлено, что антибактериальная актив-
ность кумаринов зависит от количества и поляр-
ности кислородсодержащих заместителей в бен-
зольном кольце [12], поэтому нами были выбраны 
однократно замещённый гидроксильной группой 
и для сравнения незамещённый в бензольном 
кольце представители [13, 14], относящиеся к 
группе простых кумаринов [3]. К этой группе 
также относятся такие хорошо изученные кума-
рины, как умбеллиферон и скополетин [9, 15, 16].

Поскольку особый интерес представляет 
выяснение характера воздействия кумаринов 
на ассоциативные микроорганизмы, влияние 
их на реализацию начальных стадий формиро-
вания ассоциативного симбиоза, цель данной 
работы состояла в выявлении влияния соеди-
нений – представителей класса кумаринов на 
физико-химические и культуральные свойства 
ассоциативных азотфиксирующих бактерий 
Azospirillum baldaniorum Sp245.

Материалы и методы
В работе использован штамм A. baldaniorum 

Sp245 [17, 18], любезно предоставленный коллек-
цией микроорганизмов Института биохимии и 
физиологии растений и микроорганизмов, ФИЦ 
«Саратовский научный центр РАН» (ИБФРМ 
РАН) (г. Саратов). 

Культуру бактерий выращивали в жидкой 
синтетической малатно-солевой среде [19] без 
добавления солей железа при постоянном пере-
мешивании на вибростенде в течение 24 часов и 
температуре 30°C. 

В работе использовали 2 синтетических 
кумарина: 1-(2-оксо-2H-хромен-3-ил)бутан-1,3-
дион (кумарин 1) и 1-(7-гидрокси-2-оксо-2H-
хромен-3-ил)бутан-1,3-дион (кумарин 2), которые 
были любезно предоставлены сотрудниками 

кафедры органической и биоорганической химии 
Института химии Саратовского национального 
исследовательского государственного универси-
тета имени Н. Г. Чернышевского. Кумарины были 
синтезированы в соответствии с известными 
методиками [13, 14].

Исследуемые вещества добавляли в виде 
раствора в диметилсульфоксиде (ДМСО) в среду 
после стерилизации перед внесением инокулята 
до исследуемой концентрации. В контрольный 
образец добавляли только ДМСО, содержание 
которого в среде составляло 1% (об/об). Иноку-
лят вносили в среду до оптической плотности 
OD600нм = 0,09–0,11, что соответствовало показа-
телю КОЕ 2,1×104. Измерение OD суспензии вы-
полняли на Specord 40 (Analitik Jena, Германия).

Для подсчета количества колониеобразую-
щих единиц (КОЕ), формирующихся из отдель-
ных жизнеспособных клеток после выращивания 
в присутствии кумаринов, использовали стан-
дартный метод посева на поверхность плотной 
питательной среды, как описано [20].

Подготовку образцов и измерение электриче-
ской поляризуемости выполняли на электроопти-
ческом (ЭО) анализаторе ELUS (“EloSystemGbR”, 
Germany). Параметры измерения: напряженность 
электрического поля 89,4 В/см, длина волны света 
670 нм (относительно вакуума), время приложе-
ния электрического поля 4,5 с [21, 22].

Моноспецифические антитела были полу-
чены на обработанные глутаровым альдегидом 
клетки A. baldaniorum Sp245 по известной ме-
тодике [23]. Антитела добавляли к суспензии 
клеток до итоговой концентрации 6 мкг/мл, 
5 мин инкубировали при комнатной температуре, 
после чего проводили анализ электрической по-
ляризуемости суспензии.

Продукцию экстраклеточных полисахари-
дов азоспирилл проводили, оценивая отношение 
количества полисахаридов в культуральной 
жидкости бактерий, определённое по методу 
Дюбуа [24], к массе высушенных до постоянного 
веса клеток.

Выделение экстраклеточных полисахаридов 
(ЭПС) проводили путём добавления 3 объемов 
охлажденного этанола к холодной бесклеточной 
культуральной жидкости и выдерживания в 
течение 24 ч при 4°С с последующим центри-
фугированием, диализом и лиофилизацией [25].

Моносахаридный состав ЭПС исследовали 
методом ГЖХ ацетатов полиолов на хроматогра-
фе Shimadzu GC-2014. Образцы предварительно 
гидролизовали 2М CF3COOH (120°C, 2 ч) с по-
следующим восстановлением NaBH4 и ацетили-
рованием [26].

М. В. Каневский и др. Изменение физико-химических и культуральных свойств Azospirillum 
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Определение активности роста биоплёнок 
проводили в 96-луночных плоскодонных микро-
планшетах после 6 суток культивирования с 
использованием кристаллического фиолетового 
красителя по методике [27].

Для каждой серии экспериментов проводили 
не менее пяти повторов опытов. Анализ и пред-
ставление данных осуществляли при помощи 
программы Microsoft Excel 2010 и стандартных 
методов статистической обработки.

Результаты и их обсуждение
Для исследования активности кумаринов в 

отношении бактерий – ассоциативных азотфик-

саторов – были взяты 2 синтетических кумарина: 
кумарин 1 и далее кумарин 2 (см. выше). Кумари-
ны для экспериментов были подобраны исходя из 
вопроса корреляции структуры этих веществ и 
их биологических свойств. Отличие между ними 
заключается в присутствии гидроксильной груп-
пы в конденсированном ароматическом кольце 
(положение 7) (рис. 1). Поскольку известно, что 
наличие в структуре органических веществ ги-
дроксильных групп обуславливает значительное 
увеличение биологической активности [12], ис-
следуемые вещества представляют значитель-
ный научный интерес как удобная модель оценки 
влияния заместителя на активность кумаринов.

Рис. 1. Структурные формулы исследуемых кумаринов: а – 1-(2-оксо-2H-хромен-
3-ил)бутан-1,3-дион, б – 1-(7-гидрокси-2-оксо-2H-хромен-3-ил)бутан-1,3-дион

Fig. 1. Structural formulas of the studied coumarins: a – 1-(2-oxo-2H-chromen-3-yl)
butan-1,3-dione, b – 1-(7-hydroxy-2-oxo-2H-chromen- 3-yl)butane-1,3-dione

 

   
  а/a б/b

Поскольку для фенольных соединений из-
вестна зависящая от концентрации метаболита 
антибактериальная активность [1, 3, 4], на первом 
этапе было рассмотрено влияние выбранных 
кумаринов на рост бактерий. Результаты исследо-
вания показали, что КОЕ бактерий, выращенных 
на среде с кумарином 1 при всех исследуемых 
концентрациях, достоверно не отличались от 

контрольных значений (2,4 × 108) (рис. 2), что 
согласуется с литературными данными об 
антибактериальной активности незамещённых 
кумаринов [2, 6].

Действие кумарина 2 проявлялось в досто-
верном зависимом от концентрации препарата 
существенном подавлении роста культуры, о 
чём свидетельствовало понижение числа КОЕ. 

Рис. 2. Показатели КОЕ A. baldaniorum Sp245, выращенных в присутствии кумаринов 
Fig. 2. CFU of A. baldaniorum Sp245 grown in the presence of coumarins

 

 1 
Coumarine 1 

 2 
Coumarine 2 

μM μM μM μM μM μM
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Полученные результаты хорошо согласуются 
с литературными данными, касающимися ак-
тивности гидроксилированных кумаринов [12, 
28]. Для концентраций 50, 100 и 200 мкМ было 
зарегистрировано число КОЕ, равное 9,8×106, 
3,4×106, 3,6×104 соответственно. Нарастания 
биомассы азоспирилл в присутствии кумарина 2 
в концентрации 200 мкМ не наблюдалось, о чем 
свидетельствовали незначительные изменения 
оптической плотности культуры за 24 ч, при 
сохранении жизнеспособности с числом КОЕ, 
соответствующим таковому до начала роста. Это 
позволяет констатировать бактериостатический 
эффект кумарина 2, в отличие от кумарина 1. 
Таким образом, 200 мкМ кумарина 2 – это ми-
нимальная концентрация, ингибирующая рост 
A. baldaniorum Sp245.

Важной характеристикой колонизационно-
го потенциала ассоциативных бактерий по от-
ношению к растениям является их способность 

формировать биопленки на различных поверх-
ностях. Изменения в активности образования 
бактериями биоплёнок, как правило, отража-
ют изменения спектра свойств компонентов 
их поверхности [29, 30]. Добавление в среду 
выращивания обоих кумаринов приводило к 
снижению активности роста биоплёнок азо-
спирилл. Наименьший рост биоплёнок наблю-
дался при действии кумарина 2 в концентрации 
200 мкМ, снижение показателя составило 55% 
(рис. 3). Для кумарина 1 во всех рассмотренных 
концентрациях данный параметр не превышал 
20%. Полученные результаты подтверждают 
бактериостатический эффект кумарина 2. 
Полученные данные позволяют сделать пред-
положение, что экскреция кумаринов может 
использоваться растением для контроля чис-
ленности микроорганизмов, в том числе и пато-
генных, что согласуется с данными литературы 
[6, 10, 11].

Рис. 3. Сравнение роста биоплёнок A. baldaniorum Sp245, выращенных в присутствии ку-
маринов

Fig. 3. Comparison of the A. baldaniorum Sp245 biofi lms growth in the presence of coumarins

Удобным и быстрым методом оценки влияния 
различных веществ на бактерии служит метод 
электрооптического анализа. Наложение ориен-
тирующего электрического поля приводит к при-
обретению клеткой индуцированного дипольного 
момента, который влияет на расположение клеток 
в пространстве. Это отражается на величине ЭО-
сигнала. Любые изменения ЭО-спектров могут 
свидетельствовать о происходящих с бактериаль-
ными клетками изменениях [21, 22].

Было установлено, что введение в культу-
ральную среду бактерий исследуемых веществ 
приводило к изменениям в ЭО-спектрах опыт-
ных клеток по сравнению с контрольными. Так, 

показано, что кумарин 1 обусловливает только 
снижение ЭО-сигнала суспензий клеток, выра-
щенных в его присутствии, во всём диапазоне 
частот (рис. 4, а). 

Действие кумарина 2 в концентрации 
200 мкМ проявлялось в увеличении показателя 
ЭО-сигнала, в то время как более низкие кон-
центрации давали только снижение данного 
параметра (см. рис. 4, б). Кумарин 1 в самой 
высокой концентрации (200 мкМ) приводил к 
уменьшению ЭО-сигнала в области высоких 
частот на 20%, а в концентрации 50 и 100 мкМ 
снижение сигнала на 15 и 30% соответственно 
наблюдалось в диапазоне низких частот. 
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Изменения в диапазонах средних (400–
700 кГц) и высоких (1000–3000 кГц) частот сви-
детельствуют об изменениях в составе мембран 
и цитоплазмы [21].

Выявленные отличия ЭО-спектров опытных 
образцов в низкочастотной области свидетель-
ствуют об изменении в молекулах, представлен-
ных на поверхности бактериальных клеток [21]. 
Мажорным компонентом внешней мембраны 
азоспирилл, как грамотрицательных бактерий, 
является липополисахарид (ЛПС) [31], структура 
которого может претерпевать изменения под вли-
янием фенольных соединений [32, 33], поэтому 

было проведено исследование взаимодействия 
бактериальных клеток с моноспецифическими 
антителами к ЛПС данного штамма методом 
ЭО-анализа. Такое тестирование направлено на 
выявление изменений в структуре антигенных 
детерминант в составе ЛПС.

Судя по результатам, представленным на 
рис. 5, было выявлено сохранение характера из-
менения ЭО-сигнала в реакции антител на бак-
териальные клетки, выращенные в присутствии 
кумаринов, и интактные клетки.

Немаловажным показателем специфичности 
является количественная характеристика взаи-

Рис. 4. ЭО-спектры клеток A. baldaniorum Sp245, выращенных в присутствии различных 
концентраций кумарина 1 (а) и кумарина 2 (б)

Fig. 4. EO spectra of A. baldaniorum Sp245 cells grown in the presence of various concentrations 
of coumarin 1 (a) and coumarin 2 (b)
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Рис. 5. ЭО-спектры клеток A. baldaniorum Sp245 при взаимодействии с АтSp245: а – контроль; б, в – кумарин 1, г–е – 
кумарин 2

Fig. 5. EO spectra of A. baldaniorum Sp245 cells during interaction with AbSp245: a – control; b, c – coumarin 1, d–f – coumarin 2

a/a /b

/ /d

/e e/f

а/a б/b

в/с г/d

д/е е/f

модействия. Если две суспензии клеток не отлича-
ются по количеству клеток и содержанию антител, 
то ЭО-сигнал будет неизменен при одинаковом 
уровне взаимодействия [22]. Отличия между 
ЭО-сигналами суспензии клеток без добавления 
антител и содержащей антитела составляли 30% 
для контроля и 30–45% для опытных вариантов. 
Снижения показателя, которое характеризовало 
бы уменьшение сродства, не наблюдалось, что 
свидетельствует о сохранении уровня взаимодей-
ствия антител с клетками. Этот факт указывает 
на то, что структуры углеводных антигенных 
детерминант остались неизменными. 

Однако, учитывая широкий спектр глико-
полимеров, присутствующий на поверхности 
азоспирилл, и имеющиеся в литературе данные 
об изменении продукции и состава ЭПС под дей-
ствием экстрактов корней пшеницы и отдельных 
фенольных соединений [32, 33], были выполнены 
анализы гликанов поверхности бактерий химиче-
скими методами. 

Для выявления влияния исследуемых кумари-
нов на продукцию внеклеточных гликополимеров 
были проведены процедуры преципитации глика-
нов спиртом из культуральной среды бактерий 
с последующим исследованием выхода их на 
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единицу веса бактериальных клеток. Установ-
лено, что присутствие кумарина 1 в среде, вне 
зависимости от концентрации, не приводило к 
достоверному изменению выхода экзополиса-
харидов. Действие кумарина 2 проявлялось в 
увеличении продукции ЭПС в 1,2 и 1,7 раз для 

концентраций 50 и 100 мкМ соответственно. 
Исследования состава и соотношения моносаха-
ридов в гликополимерах, проведенные методом 
ГЖХ, выявили, что изменения состава ЭПС 
A. baldaniorum Sp245 как результата действия 
кумаринов не происходило (таблица).

Состав и соотношение моносахаридов ЭПС A. baldaniorum Sp245, 
выращенных в присутствии кумаринов

Composition and ratio of monosaccharides of A. baldaniorum Sp245 EPS, 
grown in the presence of coumarins

Исследуемые образцы /
Samples under study

Содержание в % от суммы пиков ацетатов полиолов /
Content in % of the sum of peaks of polyol acetates

Rha Glc

Контроль / Control 84±5 16±3

Кумарин 1, 50 мкМ / Coumarin 1, 50 μM / 87±4 13±2

Кумарин 2, 50 мкМ / Coumarin 2, 50 μM 91±6 9±3

Эти данные коррелируют с результатами, 
полученными при анализе взаимодействия 
моноспецифических антител с клетками в ходе 
ЭО-анализа.

Заключение
Выявлено, что из двух исследуемых кумари-

нов активность в отношении A. baldaniorum Sp245 
проявляет только замещённый в бензольном 
кольце 1-(7-гидрокси-2-оксо-2H-хромен-3-ил)
бутан-1,3-дион. Для данного фенилпропаноида 
установлено, что из исследуемых концентраций 
200 мкМ является минимальной ингибирующей 
рост бактерий. Также при наличии обоих кума-
ринов в среде культивирования наблюдается 
торможение роста биоплёнок.

Присутствие кумаринов в среде культи-
вирования приводит к достоверному измене-
нию ЭО-спектров всех опытных образцов по 
сравнению с контрольным. Однако уровень 
взаимодействия клеток с моноспецифичными 
антителами не снижался по сравнению с кон-
трольными значениями, что свидетельствовало 
о сохранении структуры антигенных детерми-
нант ЛПС. Отсутствие качественных изменений 
было выявлено методом ГЖХ при анализе ЭПС 
бактериальных культур. Однако в присутствии 
1-(7-гидрокси-2-оксо-2H-хромен-3-ил)бутан-1,3-
диона выход ЭПС возрастал до 1,7 раз по срав-
нению с контролем. Полученные эффекты могут 
быть рассмотрены как особенности адаптации 
бактериальных клеток к существованию в усло-
виях ассоциативных симбиотических отношений 
с растениями, продуцирующими разнообразные 
вторичные метаболиты фенольной природы. 

Показана важная роль гидроксильной группы 
в положении 7 конденсированного ароматиче-
ского кольца в активизации эффекта кумарина 
в отношении ассоциативных ризобактерий рода 
Azospirillum.
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