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Аннотация. Изучено действие алкалоидов кофеина и колхицина в низких концентрациях на рост и 
биопленкообразование ризосферных микроорганизмов – грамположительного Rhodococcus 
qingshengii и грамотрицательного Rhizobium radiobacter. Алкалоиды растений эффективно защи-
щают их от поедания животными различных таксонов, а также от грибных и бактериальных ин-
фекций. Алкалоиды являются частью сложной, эволюционно сложившейся системы растительно-
микробных взаимодействий, и их присутствие в среде в низких концентрациях естественно. Од-
ним из решающих факторов распространения микроорганизмов является биопленкообразование. 
Алкалоиды добавляли в бактериальную суспензию во временные промежутки, соответствующие 
разным фазам формирования биопленок. Для определения уровня биопленкообразования бактери-
альные клетки окрашивали кристаллическим фиолетовым. По уровню оптической плотности 
бактериальной суспензии оценивали степень воздействия алкалоидов на ее рост и биопленкооб-
разование. Впервые выявлен факт влияния кофеина и колхицина в концентрациях 10-5 г/л на рост 
и биопленкообразование микроорганизмов. Алкалоиды не влияли на рост суспензии грамположи-
тельного Rhodococcus qingshengii, но эффективно подавляли суспензию грамотрицательного Rhi-
zobium radiobacter. Rhodococcus qingshengii проявлял большую чувствительность к алкалоидам на 
стадии формирования биопленки, а Rhizobium radiobacter – на стадии «зрелых» биопленок. Дей-
ствие алкалоидов могло выражаться как в подавлении, так и в усилении роста биопленок. Пред-
полагается, что наиболее вероятен механизм действия растительных алкалоидов на уровне сиг-
нальных систем и чувства кворума бактерий, что позволяет даже при значительном снижении 
количества алкалоидов в условиях перманентного антагонизма с постоянно разрушающими их 
фитопатогенами сохранять защитную функцию.  
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Abstract. A study into the effect of low concentrations of caffeine and colchicine alkaloids on the growth and 
biofilm formation of rhizospheric microorganisms – Gram-positive Rhodococcus qingshengii and Gram-
negative Rhizobium radiobacter – is presented. Alkaloids present in plants effectively protect them from be-
ing eaten by animals of various taxa, as well as from fungal and bacterial infections. Forming part of a com-
plex, evolutionary system of plant-microbial interactions, they occur naturally in the medium at low concentra-
tions. One of the decisive factors in the spread of microorganisms is the formation of biofilms. In the study, 
alkaloids were added to the bacterial suspension at time intervals corresponding to distinct phases of biofilm 
formation. In order to determine the level of biofilm formation, bacterial cells were stained with crystal violet. 
The optical density of the suspension was used to assess the effect of alkaloids on bacterial growth and bio-
film formation. The effect of caffeine and colchicine in concentrations of 10-5 g/L on the growth and biofilm 
formation of microorganisms is revealed for the first time. Although alkaloids did not affect the growth of the 
suspension of Gram-positive Rhodococcus qingshengii, they effectively suppressed the suspension of 
Gram-negative Rhizobium radiobacter. While Rhodococcus qingshengii showed greater sensitivity to alka-
loids at the stage of biofilm formation, Rhizobium radiobacter was more sensitive at the stage of "mature" 
biofilms. The effect of alkaloids could be expressed both in terms of suppression and enhancement of biofilm 
growth. It can be assumed that the mechanism of action of plant alkaloids at the level of signaling systems 
and bacterial quorum sensing allows the protective function to be maintained even with a significant de-
crease in the number of alkaloids under conditions of permanent antagonism in which they are constantly 
being destroyed by phytopathogens. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Алкалоиды растений – обширная группа со-

единений вторичного метаболизма, функция ко-
торых в организме растений, как предполагает-
ся, заключается в аллелопатическом действии 
против других видов растений [1], защите от по-
ражения животными различных таксонов, а так-
же от грибных и бактериальных инфекций [2]. 
Антимикробное действие присуще многим расти-
тельным алкалоидам, и механизм его активно 
изучается. Обращение к соединениям природно-
го происхождения продолжает оставаться акту-
альным в свете решения проблемы преодоления 
высокорезистентных форм патогенных микроор-
ганизмов, существующих в виде биопленок [3–5]. 
Несмотря на многочисленные исследования, 
механизм антимикробного действия алкалоидов 
тем не менее остается не вполне ясным.  

Концентрации алкалоидов для эксперимен-
тального воздействия на микроорганизмы часто 
находятся в пределах 2–10 г/л [6, 7]. Между тем 
вызывает интерес потенциал алкалоидов в диапа-
зоне субингибирующих концентраций (т.е. значи-
тельно ниже минимальной ингибирующей концен-
трации (МИК)) в перспективе снижения побочного 
токсического действия. Так, например, кофеин эф-
фективно подавляет рост биопленкообразования 
Pseudomonas aeruginosa в концентрации 40 мг/л 
(МИК 200 мг/л). Влияние алкалоида авторы связы-
вают с воздействием его на чувство кворума мик-
роорганизма [8]. Берберин (МИК 125 и 17,75 мг/л) 
эффективно действует на микроорганизмы в кон-
центрации 5–10 мг/л и 10-3 г/л [9, 10]. Томатидин 
подавлял рост Staphylococcus aureus в концен-
трации 8 мг/л [11].  
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В представленной работе анализируются ре-
зультаты серии наблюдений за действием алка-
лоидов кофеина и колхицина в низких концен-
трациях на рост и биопленкообразование микро-
организмов. Целью исследования являлась 
оценка возможности воздействия кофеина и кол-
хицина в концентрациях 10-3, 10-4, 10-5 г/л на рост 
и биопленкообразование Rhodococcus qingshen-
gii и Rhizobium radiobacter. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Исследования проводили на бактериях: грам-

положительный Rhodococcus qingshengii, штамм 
108, выделенный из ризосферы пырея, и грамот-
рицательный Rhizobium radiobacter, штамм B0542 
из коллекции Сибирского института физиологии и 
биохимии растений СО РАН (СИФИБР СО РАН). В 
качестве среды для культивирования использо-
вали забуференный физиологический раствор 
(0,6%-й раствор NaCL в 0,01 М фосфатном бу-
фере, pH=7,0) с глюкозой (5 г/л), на основе кото-
рого также делались растворы алкалоидов. Мат-
ричная бактериальная суспензия выращивалась 
в колбе в 50 мл буферного раствора при покачи-
вании (60 об/мин), в темноте, 3-е суток при тем-
пературе 26 ºС. Суспензию разводили буферным 
раствором до 0,1–0,2 оптической плотности 
(λ=595 нм), раскапывали в 96-луночные планше-
ты и инкубировали при 38 ºС, в зависимости от 
эксперимента 3 или 8 суток. Алкалоиды – кофеин 
и колхицин – использовали в концентрациях 
0,00001; 0,0001; 0,001 г/л. Алкалоиды добавляли 
сразу (ab initio) в 1, 2, 3 или 6-й день культивиро-
вания. Оптическую плотность бактериальной 
суспензии в лунках измеряли на планшетном 
фотометре iMarkTM Microplate Reader (BioRad, 
США) при λ=595 нм. Для определения уровня 
биопленкообразования сорбировавшиеся в лун-

ках 96-луночного планшета бактериальные клет-
ки окрашивали кристаллическим фиолетовым. 
Через 45 мин инкубации краситель сливали и в 
лунки планшета вносили 96%-й этанол. Интен-
сивность окраски кристаллического фиолетового в 
этаноле определяли при λ, равной 595 или 490 нм. 
Эксперименты включали 6–10 аналитических и 
2–3 биологических повторности. Вариабельность 
данных оценивали параметрическими статисти-
ками (среднее значение и стандартное отклоне-
ние) и непараметрическими (медиана, 25 и 75% 
квартили, минимаксные значения); достовер-
ность отличий оценивали по критериям Стью-
дента и Манна–Уитни (p<0,05) соответственно.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
При культивировании бактериальных суспен-

зий совместно с алкалоидами наличие кофеина и 
колхицина в среде в концентрации 10-3, 10-4, 10-5 г/л 
не оказывало существенного воздействия на 
Rhodococcus qingshengii, однако подавляло рост 
Rhizobium radiobacter (рис. 1). Обращает на себя 
внимание толерантность представителя грампо-
ложительных микроорганизмов и чувствитель-
ность грамотрицательного вида. В последнем 
случае примечательно сходство графиков, опи-
сывающих эффект разных концентраций, не-
смотря на порядковые различия.  

Влияние на биопленкообразование – одна из 
важнейших характеристик антибактериальных 
соединений. Согласно современным представ-
лениям, бактериальная биопленка является 
сложноорганизованной структурой, претерпе-
вающей циклические изменения состояний (ад-
гезия к субстрату, формирование, созревание, 
дисперсия) [12]. Одним из условий эффектив-
ности  антимикробного  агента может оказаться  

 

 
 

Рис. 1. Влияние кофеина и колхицина на рост бактериальной суспензии. 
К – контроль; 1, 2, 3 – концентрации кофеина соответственно 10-3, 10-4, 10-5 г/л; 

4, 5, 6 – концентрации колхицина соответственно 10-3, 10-4, 10-5 г/л; по оси ординат: ОП – оптическая плотность.  
Данные представлены в виде М±δ. *– достоверные отличия от контроля (p<0,05) 

 

Fig. 1. Effect of caffeine and colchicine on growth of bacterial suspension. 
Y-axis: optical density, nm; X-axis: time of cultivation, days. K – control; 1, 2, 3 – concentration of caffeine; 

4, 5, 6 – concentration of colhicine: respectively 10-3, 10-4, 10-5 g/l. Alkaloids were added ab initio. 
Data are presented as M±SD, *– statistical differences from control, Student test (p<0.05) 
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тактика его применения, направленная на попа-
дание в уязвимую фазу развития бактериального 
сообщества. Проводилось поэтапное внесение 
алкалоидов в разные временные точки (ab initio, 
через 1 и 2 суток), предположительно соответ-
ствующие разным стадиям развития биопленки 
исследуемых микроорганизмов (рис. 2). Влияние 
алкалоидов на процесс биопленкообразования 
различалось у грамотрицательных и грамполо-
жительных микроорганизмов. Планктонные клет-
ки Rhodococcus qingshengii реагировали на по-
явление в среде колхицина ab initio значитель-
ным увеличением количества биопленки, причем 
максимальное ее количество наблюдалось 
именно при минимальной концентрации алкало-
ида 10-5 г/л. Однако если колхицин был добавлен 

в среду через сутки, когда бактерии уже активно 
формировали биопленку, его присутствие при-
вело в дальнейшем к умеренно выраженному 
снижению ее количества. Заметим, что 
наибольшим это воздействие было также для 
самых низких концентраций – 10-4 и 10-5 г/л. 
Дальнейшее созревание биопленки привело к 
возникновению ее восприимчивости к кофеину 
во всех 3-х экспериментальных концентрациях. У 
Rhizobium radiobacter добавленный ab initio кол-
хицин оказывал умеренно выраженное подавле-
ние биопленкообразования во многом схожее с 
действием на бактериальную суспензию. В 
дальнейшем, по мере созревания биопленки, 
оба алкалоида вызывали незначительную сти-
муляцию ее роста.  

 

 
 

Рис. 2. Влияние кофеина и колхицина на формирование «молодых» биопленок. 
К – контроль; 1, 2, 3 – концентрации кофеина соответственно 10-3, 10-4, 10-5 г/л; 

4, 5, 6 – концентрации колхицина соответственно 10-3, 10-4, 10-5 г/л.  
Измерение плотности биопленок проводили на 3-и сутки.  

ОП – оптическая плотность; *– достоверные отличия от контроля по U-критерию Манна–Уитни (p<0,05) 
 

Fig. 2. Effect of caffeine and colchicine on «immature» biofilm formation. 
Y-axis: optical density, nm; X-axis: K – control; 1, 2, 3 – concentration of caffeine respectively 

10-3, 10-4, 10-5 g/l; 4, 5, 6 – concentration of colhicine respectively 10-3, 10-4, 10-5 g/l.  
Biofilms were assayed on 3 day.  

Data are presented as «box and whisker» diagram (Me, 25–75 Q, max and min);  
*– statistical differences from control Mann–Whitney U-test (p<0.05) 
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Большой интерес представляет потенциаль-
ная способность антимикробных соединений к 
деструкции уже сформированных биопленок. 
Сравнивалось воздействие кофеина и колхицина 
на «зрелые» биопленки (3 и 6 сутки) (рис. 3). Био-
пленки грамположительного Rhodococcus qing-
shengii оказались более устойчивы к присутствию 
алкалоидов. Даже если алкалоиды препятствова-
ли формированию биопленки или стимулировали 
ее рост, как было зафиксировано на 3-и сутки (см. 
рис. 2), их действие было временным, и плот-
ность биопленок на 8-е сутки приближалась к 
уровню контроля (см. рис. 3). Биопленки Rhizobi-
um radiobacter очевидно оказались более чув-
ствительными к действию обоих алкалоидов (см. 
рис. 3). Следует отметить способность алкалои-
дов вызывать диаметрально противоположную 
реакцию бактериальных клеток – как снижать, так 
и увеличивать степень биопленкообразования.  

Таким образом, колхицин и кофеин в малых 
концентрациях (10-3, 10-4 и 10-5 г/л) способны эф-
фективно воздействовать как на грамположи-
тельные (Rhodococcus qingshengii), так и на гра-
мотрицательные микроорганизмы (Rhizobium ra-
diobacter). Алкалоиды могут ингибировать рост 
клеточных суспензий, вызывать как подавление, 
так и стимуляцию биопленкообразования, а также 
индуцировать частичную деструкцию сформиро-
вавшейся биопленки. Оба изучаемых вида явля-
ются ризосферными, т.е. обитают в почве в зоне 

роста корней и, следовательно, включены в 
сложную сеть межвидовых растительно-микроб-
ных взаимодействий. Контакт с вторичными ме-
таболитами растений является постоянно дей-
ствующим фактором и, очевидно, основой для 
возникновения механизмов, обеспечивающих их 
нейтрализацию микроорганизмами. Известно, что 
Rhodococcus обладает мощной ферментативной 
системой (в частности кофеин-оксидазой [13]) и 
способен к полному расщеплению кофеина с ис-
пользованием алкалоида как источника углерода, 
азота и энергетического ресурса [14]. Это во мно-
гом объясняет устойчивость его клеток к кофеину. 
Нет сведений о деградации родококком колхици-
на, однако сообщается о факте биотрансформа-
ции колхицина дикими почвенными штаммами 
Bacillus megaterium, где ключевым преобразую-
щим фактором является монооксигеназная си-
стема [6]. Поскольку Rhodococcus обладает мо-
нооксигеназной активностью [15], есть основание 
предполагать, что этот микроорганизм также мо-
жет успешно преобразовывать колхицин до не-
токсичных производных. Немаловажным факто-
ром в устойчивости суспензии клеток Rhodococ-
cus к действию алкалоидов (см. рис. 1), возможно, 
явился мощный слой пептидогликана клеточной 
стенки, этим грамположительные микроорганиз-
мы принципиально отличаются от грамотрица-
тельных.  

 

 
 

Рис. 3. Влияние алкалоидов на деструкцию «зрелых» биопленок. 
К – контроль; 1, 2, 3 – алкалоид добавили сразу в концентрациях 10-3, 10-4 и 10-5 г/л соответственно; 

4, 5, 6 – алкалоид добавили через 3-е суток в тех же концентрациях; 7, 8, 9 – через 6 суток. 
Измерение плотности биопленок проводили на 8-е сутки. ОП – оптическая плотность; 

*– достоверные отличия от контроля по U-критерию Манна–Уитни (p<0,05) 
 

Fig. 3. Effect of alkaloids on destruction of «mature» biofilms. 
Y-axis: optical density; X-axis: K – control; 1, 2, 3 – alkaloids were added ab initio respectively 10-3, 10-4, 

10-5 g/l; 4, 5, 6 – alkaloids were added at the same concentration respectively at 3 day; 7, 8, 9, – alkaloids were added at the 
same concentration respectively at 6 day. Biofilms were assayed on 8 day. 

Data are presented as «box and whisker» diagram (Me, 25–75 Q, max and min); 
*– statistical differences from control Mann–Whitney U-test (p<0.05) 
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T. Robinson [16] объяснял мощный физиоло-
гический эффект малых молекул в малых кон-
центрациях их способностью получать доступ к 
основополагающим биохимическим процессам, 
как то: репликация ДНК, трансляция РНК и син-
тез белка; пассивный и активный трансмембран-
ный транспорт; регуляция активности фермен-
тов; способность изменять конформационную 
структуру макромолекул; блокировка сайтов свя-
зывания рецепторов для химических трансмит-
теров. Действительно, позднее было выяснено, 
что алкалоиды могут напрямую воздействовать 
на бактериальную ДНК и мембрану [6], а могут 
играть роль соединения-синергиста, которое об-
легчает доступ прямого агента-деструктора 
(например, антибиотика) к бактериальной клетке 
[2, 4, 17–19]. Известно, что кофеин ингибирует 
рост ряда микроорганизмов путем подавления 
синтеза ДНК и РНК [20]. Колхицин широко изве-
стен как соединение, ингибирующее сборку мик-
ротрубочек, а также препятствующее транспорту 
коллагена во внеклеточное пространство. Анти-
бактериальное действие колхицина связывают с 
действием на тубулиноподобный белок FtsZ, не-
обходимый для деления клетки, а также с раз-
рушением матрикса биопленки, в состав которой 
входят амилоидные структуры [21–24]. Кроме 
того, колхицин оказывает существенное влияние 
на внутриклеточный метаболизм бактерий [7].  

Наблюдаемое подавление роста суспензии 
Rhizobium radiobacter (см. рис. 1) может проис-
ходить вследствие естественного снижения ме-
таболизма бактериальных клеток как защитной 
физиологической реакции на неблагоприятное 
воздействие, в том числе в ответ на появление в 
среде токсиканта. Следует отметить, что реак-
ция бактериальных суспензий Rhizobium radio-
bacter, несмотря на различия концентраций ал-
калоидов в них на порядки, была практически 
одинаковой. Подобным образом описывается 
взаимодействие лигандов с высокой степенью 
сродства с соответствующими рецепторами, ко-
гда для насыщения участков связывания доста-
точно минимальной концентрации и дозозависи-
мый физиологический ответ в дальнейшем от-
сутствует. Известно, что алкалоиды взаимодей-
ствуют с мембраной животных клеток именно по 
лиганд-рецепторному принципу [25]. Бактерии, в 
свою очередь, тоже обладают сложной совокуп-
ностью сигнальных систем, основанной на ре-
цепторных взаимодействиях с молекулярными 
факторами внешней среды [26], в том числе по-
казана возможность присутствия соответствую-
щих алкалоидоподобных рецепторов на бакте-
риальной мембране. Так, был синтезирован ги-
бридный белок-рецептор к кофеину [27].  

Кофеин по своей структуре сходен с адено-
зином и блокирует аденозиновые рецепторы у 
животных [14, 28]. Метаболизм аденозина тесно 
связан с энергетическими процессами клетки 

(синтез и распад АТФ, АДФ, АМФ), а также с сиг-
нальными системами, связанными с активацией 
аденозиновых рецепторов [29], в том числе и у 
одноклеточных эукариот [30]. В то же время 
цАМФ рассматривается как межклеточный ин-
формационный посредник в популяции микроор-
ганизмов [31, 32]. Мы предполагаем, что кофеин 
может вмешиваться в работу аденилатциклаз-
ной системы микроорганизмов, встраиваться в 
различные метаболические процессы, нарушать 
их скоординированность и таким образом опо-
средованно оказывать влияние на их рост. 

G. Batoni и др. [33], изучая действие антимик-
робных соединений, обозначили ключевые момен-
ты антимикробной активности: противодействие 
первичной адгезии; уничтожение авангарда мик-
робных клеток-колонизаторов; блокирование чув-
ства кворума. Выявлено, что именно на ранних 
этапах формирования биопленки происходит вы-
свобождение экзоДНК, которая является одним из 
ключевых факторов не только генного трансфера, 
но и первичной адгезии [12] и которая, как уже 
упоминалось [20], может являться мишенью для 
действия кофеина. Кофеин – один из ингибиторов 
биопленкообразования грамположительных и гра-
мотрицательных микроорганизмов [34], он блоки-
рует эффлюкс-каналы Staphylococcus aureus [35] и 
подавляет чувство кворума [36]. Обнаружено дей-
ствие кофеина на биопленкообразование Pseudo-
monas aeruginosa путем взаимодействия с молеку-
лами чувства кворума – белками сворминг-под-
вижности LasR и LasI [8]. У Staphylococcus aureus 
пептидная молекула чувства кворума связывается 
с рецептором AgrC, который является гистидинки-
назой [37], составляющей двухкомпонентной сиг-
нальной системы. Таким образом, процесс био-
пленкообразования может быть непосредственно 
связан с функционированием трансмембранных 
сигнальных систем.  

Алкалоид пиперин ингибирует биопленкооб-
разование Streptococcus mutans путем подав-
ления рецепторов и молекул, участвующих в 
чувстве кворума [38]. В настоящее время 
утверждение о том, что биопленкообразование 
находится под контролем чувства кворума, не 
вызывает сомнений. Более того, выдвигается 
предположение, что весь спектр вторичных ме-
таболитов (флавоноиды, фенолы, фенольные 
кислоты, сапонины, таннины, хиноны, терпено-
иды, в том числе алкалоиды, и др.), известный 
как действующие вещества лекарственных рас-
тений, преимущественно противодействует па-
тогенным микроорганизмам именно на уровне 
систем чувства кворума [39]. По всей видимости, 
алкалоиды обладают широким функциональным 
спектром: как прямым воздействием на клетки 
микроорганизмов, ведущим к подавлению метабо-
лизма, так и молекулярным «читерством» [37] – 
имитацией конформационных структур молекул-
трансмиттеров на уровне сигнальных систем и 
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вмешательством в межклеточную коммуникацию 
бактерий на уровне чувства кворума. В последнем 
случае мишенью растительных метаболитов явля-
ется синтез сигнальных молекул, их модификация 
и деградация [40].  

В биологии широко распространено явление 
вырожденности – перекрывание структурных и 
функциональных элементов, благодаря чему обес-
печивается робастность, или функциональная 
устойчивость, системы в случае возникновения 
ошибок [41]. Алкалоиды в минимальных концентра-
циях продолжают функционировать в качестве за-
щитных соединений в условиях антагонизма с по-
стоянно разрушающими их фитопатогенами. Даже 
при значительном снижении количества их дей-
ствие не прекращается, а переходит на другой уро-
вень растительно-микробных взаимодействий и 
остается не менее эффективным. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Такие алкалоиды, как кофеин и колхицин, в 

низких концентрациях (10-3–10-5 г/л) способны 
эффективно воздействовать на рост и биоплен-
кообразование грамположительных и грамотри-
цательных микроорганизмов (на примере Rhodo-
coccus qingshengii и Rhizobium radiobacter). Гра-
мотрицательный Rhizobium radiobacter чувстви-
тельнее к действию алкалоидов в сравнении с 
грамположительным Rhodococcus qingshengii, 
который реагирует на их наличие только на са-
мых ранних стадиях биопленкообразования. Ве-
роятнее всего, механизм защитного действия 
алкалоидов в низких концентрациях основан на 
вмешательстве в сигнальные системы и чувство 
кворума бактерий. 
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