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Резюме

С помощью сканирующей электронной микроскопии изучена способность эталонных и свежевыделенных штам-
мов Helicobacter pylori к образованию биоплёнки при культивировании на абиогенных носителях и в естественных 
условиях существования. Показано, что штаммы обоих типов способны к образованию биоплёнки in vitro, причём по 
сравнению со свежевыделенными штаммами, эталонные штаммы Helicobacter pylori синтезируют менее выраженный 
экзоклеточный матрикс и манифестируют менее выраженный жгутиковый аппарат. Биоплёнка была обнаружена 
и в образцах слизистой оболочки антрального отдела желудка при язвенной болезни двенадцатиперстной кишки, 
причём структура матрикса такой биоплёнки выглядела неоднородной на различных участках эпителиального пласта.
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Summary

Using scanning electron microscopy, the ability of reference and freshly isolated Helicobacter pylori strains to form biofi lm 
under cultivation on abiotic surfaces and in natural conditions was studied. It was shown that both types of strains were 
capable of biofi lm formation in vitro, although reference strains synthesized less pronounced exocellular matrix and fl agella 
than freshly isolated strains. Bio-fi lm also was detected in specimens of antral mucosa under duodenal ulcer. Most often 
Helicobacter pylori biofi lms were detected near the mouths of the gastric glands. The structure of matrix surface of such 
biofi lms looked inhomogeneous in diff erent parts of the epithelial layer.

Keywords: Helicobacter pylori, biofi lm, scanning electron microscopy.
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Введение

Helicobacter pylori (пилорический хеликобактер —  
ПХ), инфицирующий не менее половины чело-
веческой популяции [1], является этиопатогене-
тическим фактором гастрита, язвенной болезни 
желудка и двенадцатиперстной кишки [2], а также 
расценивается как фактор риска в возникновении 
некоторых форм рака желудка [3].)

Несмотря на то, что отдельные факторы па-
тогенности ПХ —  адгезины, вакуолизирующий 
токсин, ассоциированный с цитотоксичностью 
протеин, разнообразные белки наружной мем-
браны и др. —  охарактеризованы достаточно под-
робно [4], описание патогенеза хеликобактериоза 
носит фрагментарный характер [5]. Последнее 
обстоятельство в значительной степени обуслов-
лено отсутствием методологических подходов 
к комплексному изучению механизмов колони-
зации, персистенции, реализации патогенного 
потенциала [6, 7, 8]. Согласно современным пред-
ставлениям, колонизация того или иного биотопа, 
персистенция в нём и патогенное воздействие на 
соответствующую систему отклика обеспечивают-
ся способностью бактериальной популяции к об-
разованию биоплёнки [9] —  структурированного 

сообщества бактериальных клеток, заключённого 
в продуцируемый им самим полимерный матрикс 
и адгезированного к инертным или живым по-
верхностям [10].

Способность ПХ к биофильмогенезу как in vitro, 
так и в естественных условиях существования, 
убедительно продемонстрирована в ряде ориги-
нальных сообщений [11, 12]; более того, эта способ-
ность свойственна и так называемым кокковидным 
формам ПХ [13]. (Далеко небесспорный термин 

“кокковидные формы H. pylori” традиционно при-
меняется вместо методологически строгого “фор-
мы H. pylori с дефектной клеточной стенкой” [14]). 
Однако особенности структурной организации 
биоплёнок и динамика их образования как in vitro, 
так и в естественных условиях —  при ассоцииро-
ванной с ПХ гастродуоденальной патологии —  из-
учена недостаточно.

Цель настоящего исследования: описание мор-
фологических особенностей биоплёнки ПХ в ус-
ловиях культивирования in vitro и в биопсийных 
образцах слизистой оболочки антрального отдела 
желудка больных язвенной болезнью двенадцати-
перстной кишки.

Материалы и методики исследования

В работе были использованы как эталонные штам-
мы H. pylori NCTC 11637 и NCTC 11639, так и штам-
мы ПХ клинического происхождения, свежевыде-
ленные из слизистой оболочки антрального отдела 

желудка пациентов, страдающих язвенной болез-
нью двенадцатиперстной кишки и не получавших 
когда-либо противохеликобактерную эрадикаци-
онную терапию.

А. Отбор исследуемых образцов
Образцы слизистой оболочки антрального отдела 
желудка отбирались в ходе верхней эзофагога-
стродуоденоскопии, выполнявшейся с помощью 
видеогастроскопа. Образцы, предназначенные для 

бактериологического исследования, помещались 
в транспортную среду «Cary-Blair Medium», для 
электронномикроскопического —  в 10 %-ный ней-
тральный формалин.

Б. Выделение и культивирование культур ПХ
Бактериологическое исследование выполнялось со-
гласно [15]: образцы высевались на среду “Columbia 
Agar Base” с дефибринированной лизированной 
лошадиной кровью 7 % [об/об]; и ванкомицином 
(1,5 мкг/мл), налидиксовой кислотой (5 мкг/мл), 
амфотерицином В  (1 мкг/мл) и хлоридом три-
фенилтетразолиума —  ТТХ –10 мкг/мл. Посевы 
инкубировались при 37 °C в микроанаэробной 

атмосфере (5 % О2, 10 % СО2, 85 % N 2) в течение 72, 
96, 120 час. Идентификация выделенных культур 
производилась посредством оксидазного, каталаз-
ного и быстрого уреазного тестов.

Культивирование эталонных и свежевыделен-
ных культур ПХ осуществлялось аналогичным 
выделению образом на кровяном агаре на основе 

“Columbia Agar Base” без антибиотиков.

В. Индукция биоплёнкообразования ПХ in vitro
Способность эталонных и свежевыделенных штам-
мов ПХ к образованию биоплёнки на абиогенном 
носителе изучалась следующим образом: взвесью 
в фосфатном буфере (рН 7,0) материала 48-ча-
совой агаровой культуры испытуемого штамма 
оптической плотностью 1McF инокулировались 
поверхности нескольких стерильных дисков ди-
аметром 6 мм и толщиной 4 мм, изготовленных 

из нержавеющей стали; спустя 24, 48, 72, 96, 120 
час инкубации при комнатной температуре диски 
трижды отмывались фосфатным буфером, фикси-
ровались 10 % нейтральным формалином, высу-
шивались под восходящим ламинарным потоком 
стерильного воздуха и микроскопировались, как 
то описано ниже.

Г. Электронномикроскопическое исследование
Ультраструктурные особенности биофильмогенеза 
ПХ in vitro и в естественных условиях существования 

были изучены с помощью сканирующего двухлуче-
вого ионно-электронного микроскопа.
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Рисунок 6. 
Культивирование H. pylori 
на поверхности абиоген-
ного носителя; 72 часа. 
Сканирующая электронная 
микроскопия. Колония 
бактериальных клеток 
свежевыделенного штамма 
H. pylori высокой множе-
ственности. Экзоклеточный 
матрикс (Δ).

Рисунок 5. 
Культивирование H. pylori на поверхности абиогенного носителя; 72 часа. Сканирующая элек-
тронная микроскопия. Колония бактериальных клеток свежевыделенного штамма H. pylori 
высокой множественности. Экзоклеточный матрикс (Δ).

Рисунок 3. 
Культивирование H. pylori 
на поверхности абиогенного 
носителя; 48 часов. Сканиру-
ющая электронная микроско-
пия. Рыхлый экзоклеточный 
матрикс свободно распо-
ложенных () и входящих 
в состав микроколонии (Δ) 
бактериальных клеток свеже-
выделенного штамма H. pylori.
Рисунок 4. 
Культивирование H. pylori на 
поверхности абиогенного но-
сителя; 48 часов. Сканирую-
щая электронная микроско-
пия. Бактериальные клетки 
() микроколоний эталонного 
штамма H. pylori NCTC 11639, 
погружённые в электроно-
прозрачный экзоклеточный 
матрикс (Δ).

Рисунок 1.
Культивирование H. pylori на 
поверхности абиогенного но-
сителя; 24 часа. Сканирующая 
электронная микроскопия. 
(А) Одиночные бактериаль-
ные клетки () и микроко-
лонии (Δ) свежевыделенного 
штамма H. pylori.
Рисунок 2. 
Культивирование H. pylori на 
поверхности абиогенного но-
сителя; 24 часа. Сканирующая 
электронная микроскопия. 
Жгутики () бактериальных 
клеток свежевыделенного 
штамма (А). Ореол электро-
нопрозрачного вещества (), 
окружающий бактериальные 
клетки эталонных штаммов 
H. pylori NCTC 11637 (Б) 
и H. pylori NCTC 11639 (В).
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Фиксированные формалином образцы слизи-
стой оболочки желудка помещались на кремниевые 
подложки и, как и диски, инокулированные куль-
турами ПХ и подготовленные вышеописанным 
способом, высушивались под восходящим лами-
нарным потоком стерильного воздуха.

Исследуемые образцы обоих типов, не подверга-
лись дегидратации и напылялись электронопрово-
дящим слоем золота (проба Au999) толщиной 5 нм 
в напылительной установке.

Результаты и обсуждение

А. Изучение способности ПХ к образованию биоплёнки in vitro
К 24 часам инкубации in vitro как эталонные, так 
и свежевыделенные штаммы ПХ демонстрирова-
ли адгезию к поверхности абиогенного носителя 
(рис. 1); при этом, здесь обнаруживались как оди-
ночные бактериальные клетки, так и микроко-
лонии в начальной фазе своего формирования. 
Бактериальные клетки микроколоний свежевы-
деленного, но не эталонного штамма ПХ обладали 
жгутиками (рис. 2а); вокруг одиночно располагаю-
щихся бактериальных клеток эталонных штаммов 
ПХ обнаруживался более или менее отчётливо 
контурированный ореол электронопрозрачного 
вещества (рис. 2б, 2в).

К 48 часам инкубации отмечалось некоторое 
возрастание множественности микроколоний 
свежевыделенного штамма и частичное слияние 
их друг с другом (не иллюстрируется); часть как 
свободно расположенных, так и входящих в состав 
микроколонии бактериальных клеток была покры-
та “клочьями” рыхлого экзоклеточного матрикса 
(рис. 3). Бактериальные клетки микроколоний 

эталонного штамма ПХ выглядели погружёнными 
в электронопрозрачное вещество экзоклеточного 
матрикса, охватывающего микроколонию сплош-
ным, гомогенным, резко очерченным массивом 
(рис. 4).

К 72 часам инкубации отмечалось значительное 
возрастание множественности микроколоний обо-
их штаммов, бактериальные клетки которых были 
покрыты выраженным слоем рыхлого экзоклеточ-
ного матрикса (рис. 5, 6, 7).

С увеличением сроков инкубации до 96-ти часов 
крупные колонии как эталонного, так и свежевы-
деленного штамма ПХ были полностью покрыты 
выраженным слоем плотного экзоклеточного ма-
трикса, на поверхности и по периферии которо-
го выявлялись отдельные бактериальные клетки 
(рис. 8).

К 120-ти часам инкубации по периферии слоя 
массивного экзоклеточного матрикса эталонного 
штамма ПХ встречались крупные и мелкие, не 
сливающиеся между собой, вздутия (рис. 9).

Б. Изучение биоплёнки ПХ в естественных условиях существования
При исследовании биоптатов слизистой оболоч-
ки антрального отдела желудка бактериальные 
биоплёнки ПХ были обнаружены на поверхно-
сти эпителиального пласта, преимущественно 
в устьях желез (рис. 10); бактериальные клетки, 
входящие в состав биоплёнки, демонстрировали 
различную степень погружённости в её матрикс 
и сохраняли типичную для ПХ размеры и форму 
(рис. 11). При этом, морфологическая картина по-
верхности матрикса биоплёнки выглядела неод-
нородной на различных участках эпителиального 
пласта: участки, содержащие выступающие на 

поверхность матрикса микроколонии бактери-
альных клеток, соседствовали с участками, отли-
чающимися сглаженной поверхностью, лишённой 
каких-либо морфологических признаков присут-
ствия бактериальных клеток в подлежащих слоях 
(рис. 11).

Полученные результаты, представляющие несо-
мненный интерес для изучения биофильмогенеза 
ПХ в различных условиях существования, ука-
зывают на необходимость дальнейшего изучения 
ультраструктуры биоплёнки ПХ с помощью транс-
миссионной электронной микроскопии.

Заключение

1. Как эталонные, так и свежевыделенные штаммы 
ПХ способны к образованию биоплёнки при 
культивировании in vitro.

2. По сравнению со свежевыделенными штаммами, 
эталонные штаммы ПХ при культивировании in 
vitro синтезируют менее выраженный экзокле-
точный матрикс и манифестируют менее выра-
женный жгутиковый аппарат.

3. В биопсийных образцах слизистой оболочки 
антрального отдела желудка, отобранных при 
язвенной болезни двенадцатиперстной кишки, 
биоплёнка ПХ обнаруживается, как правило, 
вблизи устьев желудочных желез.

4. Формирование биоплёнки на поверхности сли-
зистой оболочки желудка является одним из 
механизмов персистенции ПХ и одной из наи-
более вероятных причин низкой эффективности 
эрадикационной терапии.
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Рисунок 11. 
Биоплёнка H. pylori при язвенной болезни двенадцатиперстной кишки. Слизистая оболочка 
антрального отдела желудка. Сканирующая электронная микроскопия. Скопления фибрина 
(), контуры микроколонии H. pylori в толще биоплёнки (Δ), сглаженная поверхность био-
плёнки ( ▶ ).

Рисунок 7. 
Культивирование H. pylori на 
поверхности абиогенного но-
сителя; 72 часа. Сканирующая 
электронная микроскопия. 
Бактериальные клетки () 
микроколоний эталонного 
штамма H. pylori NCTC 11639, 
заключённые в экзоклеточ-
ный матрикс (Δ).

Рисунок 8. 
Культивирование H. pylori 
на поверхности абиогенного 
носителя; 120 часов. Сканиру-
ющая электронная микроско-
пия. Бактериальные клетки 
() свежевыделенного штамма 
H. pylori, заключённые в экзо-
клеточный матрикс (Δ).

Рисунок 9. 
Культивирование H. pylori 
на поверхности абиогенного 
носителя; 120 часов. Сканиру-
ющая электронная микроско-
пия. Бактериальные клетки 
() микроколоний эталонного 
штамма H. pylori NCTC 11637 
на поверхности экзоклеточ-
ного матрикса и вздутия по 
его периферии (Δ).

Рисунок 10. 
Биоплёнка H. pylori при язвен-
ной болезни 12-типерстной 
кишки. Слизистая оболочка 
антрального отдела желудка. 
Сканирующая электронная 
микроскопия. Биоплёнка (), 
скопления фибрина ( ▶ ), устье 
железы желудка (Δ).
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