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Для обеззараживания различных сред в 
настоящее время применяются безреагентные 
(физические) и реагентные (химические) спосо-
бы, включающие в основном ультрафиолетовую 
обработку или обработку окислителями [1]–[3]. 
Однако, с течением времени микроорганизмы 
вырабатывают защитные механизмы к подоб-
ным повреждающим воздействиям [4]: только 
за последние 20 лет устойчивость бактерий к 
ультрафиолету возросла в 4 раза, а к окислите-
лям (хлору) в 6 раз [5]. Альтернативное решение 
обсуждаемой проблемы лежит в сфере поиска 
принципиально новых дезинфектантов, в том 
числе наночастиц и наноматериалов, среди ко-
торых применение для целей дезинфекции уже 
получили углеродные нанотрубки и фуллерены 
[6]–[7], функционализируемые для увеличения 
антимикробной активности различными хими-
ческими группировками (аддендами), попутно 
увеличивающими растворимость данных сое-
динений в водной среде [8]. В целом, наноде-
зинфектанты на основе углеродных наномате-
риалов экономически эффективны, стабильны 

в процессе хранения, а также реализуют ранее 
неизвестный антибактериальный механизм, 
устойчивость к которому у бактерий отсутству-
ет и предположительно не может сформировать-
ся [9]. В то же время не полностью решенной 
задачей является обеспечение быстрого и вы-
раженного антибактериального эффекта по-
добных нанодезинфектантов, что может быть 
достигнуто сочетанием описанных выше под-
ходов, а именно: предварительной сенсибили-
зацией клеток-мишеней с последующим воз-
действием на них нанодезинфектантов. 

В основе сенсибилизирующего эффекта 
соединений общей формулы (рисунок 1), от-
носящимся к алкилоксибензолам, лежит их 
амфифильный характер и определяемая этим 
мембранотропная активность [10]. Помимо 
этого показана связь растворимости алкилок-
сибензолов с гидрофобностью поверхностных 
структур клеток микроорганизмов и их анти-
микробной эффективностью [11].

В связи с этим, целью данной работы 
было определение влияния 1,3-дигидрокси-4-
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1,3-ДИГИДРОКСИ-4-ГЕКСИЛБЕНЗОЛОМ 

К ДЕЙСТВИЮ УГЛЕРОДНЫХ НАНОМАТЕРИАЛОВ

Существующие методы обеззараживания объектов окружающей среды основаны на преры-
вании основных путей передачи бактериальных инфекций. Для достижения этой цели в настоящее 
время применяются физические и химические способы. При этом первые в основном включают в 
себя ультрафиолетовую обработку, а вторые –  обработку окислителями или специально отобран-
ными химическими соединениями. Однако, с течением времени микроорганизмы вырабатывают 
защитные механизмы к подобным повреждающим воздействиям, поэтому представляется воз-
можным сенсибилизация микроорганизмов к уже известным дезинфектантам, а также разработка 
новых, реализующих ранее неизвестные механизмы антибактериальной активности. Так в послед-
ние годы применение для целей дезинфекции уже получили углеродные нанотрубки и фуллерены, 
действие которых может быть усилено предварительной сенсибилизацией клеток-мишеней.

В тесте ингибирования биолюминесценции сенсорного штамма Escherichia coli K12 TG1 
показано повышение чувствительности бактериальных клеток в присутствии 1,3-дигидрокси-4-
гексилбензола к повреждающему действию одностенных углеродных нанотрубок в 1,9-30 раз и к 
производным С60-фуллеренав 1,9-2,3 раза. В свою очередь, предварительная сенсибилизация 
бактериальных клеток существенно повышала сродство их поверхности к производным С60-
фуллерена и доля связанных наночастиц по данным атомно-силовой микроскопии возрастала в 
4,1 раза.

Таким образом, для достижения одинаково выраженного антибактериального эффекта после 
сенсибилизации 1,3-дигидрокси-4-гексилбензолом требуется меньшее количество углеродных 
наноматериалов, а дополнительным положительным результатом является агрегация бактери-
альных клеток и воздействующих на них частиц наноуглерода, потенциально облегчающая их 
последующее удаление из обеззараживаемых сред или с поверхностей.
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гексилбензола (ГБ), на чувствительность бакте-
риальных клеток к повреждающему действию 
углеродных наноматериалов.

Материалы и методы
В качестве объектов исследования были 

использованы укороченные одностенные угле-
родные нанотрубки, модифицированные амино-
группами по всей поверхности и производные 
С60-фуллерена (Ф1-Ф3, таблица 1), ковалент-
но функционализированные различными хи-
мическими группировками, присоединенны-
ми к одному из полюсов, синтезированные в 
Институте проблем химической физики РАН 
(Россия). 

Для исследования биологической актив-
ности образцов углеродных наноматериалов 
использован люминесцирующий штамм Es-
cherichia coli K12 TG1 с клонированными 
luxCDABE-генами морского люминесцирую-
щего микроорганизма Photobacterium leiognathi 
[12], выпускаемый ЗАО НВО «Иммунотех» 
(Россия) в лиофилизированном состоянии под 
коммерческим названием «Эколюм». 

При проведении исследований водный 
раствор ГБ с концентрациями 0,00001 масс. %; 
0,00005 масс. % и 0,0001 масс. % в равных 
объемах вносили в суспензию бактериальных 
клеток (108 КОЕ/мл), после чего выдержива-
ли в течение 60 мин при 25°С для достижения 
эффекта сенсибилизации. В контрольные про-
бы вносили идентичные объемы растворителя 
(воды) и инкубировали в тех же условиях. Да-
лее, в опытные и контрольные пробы вносили 
водную суспензию углеродных нанотрубок с 
содержанием от 4 мг/мл до 0,004 мг/мл или 
производных С60-фуллерена с содержанием от 
0,6 мг/мл до 0,006 мг/мл, после чего образцы по-
мещали в измерительный блок микропланшет-
ного биолюминометра LM-01T («Immunotech», 
Чехия), с использованием которого в течение 
60 минут динамически измеряли интенсив-
ность биолюминесценции, прямо отражающую 
развитие антибактериального эффекта. Оценку 
интенсивности свечения рассчитывали в от-
носительных величинах по математическому 
алгоритму (Ik0 мин×Io60 мин/Ik60 мин×Io0 мин), где Ik 
и Io – интенсивность свечения контрольных 
и опытных проб соответственно. Полученные 
подобным образом значения интенсивности 
свечения сенсорных микроорганизмов исполь-
зовались для расчета величины ЕС50 – концен-
трации производных фуллеренов, вызывающих 
подавление биолюминесценции на 50% от кон-
трольных значений.

Для изучения влияния ГБ на степень срод-
ства бактериальной поверхности к произво-
дным С60-фуллеренабыл использован атомно-
силовой микроскоп СММ-2000 (ОАО «Завод 

Таблица 1 – Общая химическая структура использованных производных С60-фуллерена
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Рисунок 1 – Общая структурная формула 
алкилоксибензолов, где Ra, Rс, и Rd представляют 

собой водород; а Rb – алкильную группу.

Сенсибилизация бактериальных клеток...Давыдова О.К., Никитян А.Н.
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ПРОТОН-МИЭТ», Россия) и методика пробо-
подготовки образцов, описанная в [13]–[14].

Все эксперименты выполнены не менее чем 
в трех повторностях и обработаны методами 
вариационной статистики с применением па-
кета компьютерных программ «Statistica» V8 
(«StatSoft Inc.», США).

Результаты и обсуждение
Влияние ГБ на чувствительность бакте-

риальных клеток к повреждающему действию 
углеродных нанотрубок было оценено в тесте 
ингибирования биолюминесценции сенсорного 
штамма E. coli K12 TG1, что позволило через 
параметр бактериальной биолюминесценции 
оценить развитие антибактериального эффек-
та при воздействии различных концентраций 
углеродных нанотрубок (рисунок 2А), а также 
количественно охарактеризовать его величина-
ми ЕС50 при сенсибилизации клеток разным 
содержанием ГБ относительно контроля (К) к 
воздействию наноматериалов (рисунок 2Б).

Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что ГБ в использованном диапазоне кон-
центраций не влияет на биолюминесценцию/
жизнеспособность бактериальных клеток-
мишеней, но по мере роста концентраций про-
грессивно увеличивает их чувствительность к 
последующему повреждающему воздействию 

углеродных нанотрубок. Так, увеличение 
концентрации сенсибилизатора с 0,00001 до 
0,00005 и далее до 0,0001 масс. % прогрессив-
но снижало значения ЕС50 для углеродных на-
нотрубок от 1,5 мг/мл (контроль) до 0,77, 0,45 
и 0,05 мг/мл, соответственно. Таким образом, 
для достижения одинаково выраженного анти-
бактериального эффекта после сенсибилиза-
ции ГБ требуется меньшее количество наноде-
зинфектанта (углеродных нанотрубок), а при 
сохранении равных концентраций в варианте 
сенсибилизации нанотрубки оказывают в 1,1–32 
раз более быстрый и в 1,9–30 раз более выра-
женный антибактериальный эффект. 

Влияние ГБ на степень сродства бакте-
риальной поверхности к производному С60-
фуллерена Ф1 было оценено методом атомно-
силовой микроскопии (АСМ). Полученные на 
изображениях интактные клетки не имели на 
своей поверхности каких-либо включений и ха-
рактеризовались типичными для данного вида 
формой и размерами (рисунок 3А). Контроль-
ное воздействие фуллерена Ф1 сопровождалось 
визуализацией в образцах ряда округлых обра-
зований диаметром от 70 до 350 нм, представ-
ляющих собой ассоциаты данного соединения 
наноуглерода, неравномерно распределенные 
по поверхности бактериальных клеток и на 
подложке. Так, последующий статистический 

Рисунок 2 – Развитие антибактериального эффекта. Пояснения в тексте.

Билологические науки
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анализ свидетельствовал об установлении фи-
зического контакта бактериальной поверхности 
с 18% наночастиц фуллерена Ф1, в то время 
как остальные 82% были визуализированы вне 
связи с бактериальными клетками (рисунок 3Б). 
В свою очередь предварительная сенсибили-
зация бактериальных клеток ГБ существенно 
повышала сродство их поверхности к наноча-
стицам фуллерена Ф1 и доля частиц, устано-
вивших физический контакт с бактериальной 
поверхностью возрастала в 4,1 раза (до 74%), 
в то время как в свободном состоянии остава-
лось не более 26% наночастиц (рисунок 3В). 
Итоговым результатом проведенной сенсиби-
лизации явилось более выраженное развитие 
антимикробного эффекта в 1,9–2,3 раза пре-
вышающее таковое в условиях отсутствия ГБ 
(таблица 2).

Таким образом, структурные особенности 
1,3-дигидрокси-4-гексилбензола позволяют ему 

функционировать в качестве своеобразного 
«склеивающего» агента (англ. – cross-linker) 
[15], повышающего вероятность физического 
контакта между бактериальными клетками-
мишенями и частицами наноуглерода. Ре-
зультатом подобной сенсибилизации является 
более выраженное и более быстрое развитие 
антимикробного эффекта, а дополнительным 
положительным результатом является агрега-
ция бактериальных клеток и воздействующих 
на них частиц наноуглерода, потенциально об-
легчающая их последующее удаление из обез-
зараживаемых сред или с поверхностей. Про-
веденные экспериментальные исследования 
формируют основу для разработки инноваци-
онных нанодезинфектантов и их композиций, 
представляющих интерес для практического 
использования в дезинфектологии, санитарии 
и гигиене.

13.05.2017

Рисунок 3 – АСМ-изображения клеток E.coliK12 TG1. Пояснения в тексте.

Таблица 2 – Величина ЕС50 для производных фуллеренов Ф1, Ф2, Ф3 при воздействии на E.coli K12 TG1 в 
различных условиях контакта

Условия контакта Ф1 Ф2 Ф3

Воздействие на интактные клетки 0,0120 0,0106 0,0080

Воздействие на клетки, сенсибилизированные 0,0001%ГБ 0,0052 0,0049 0,0042
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