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Приведены результаты исследования лектиновых систем производственных штаммов лактобацилл и 
бифидобактерий кишечника человека. Лектиновые системы представлены как поверхностноклеточные 
и внеклеточные; солюбилизированные в мягких и жестких условиях; твердофазные флюоресцентные и 
хемилюминесцентные; анионные/кислые, околонейтральные и катионные/щелочные; маскированные/
энкапсулированные экзополимерными веществами небелковой природы и неэнкапсулированные; род/вид/
штамм/консорциум-типируемые; связывающие синтетические полимерные гликоконъюгаты. 
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DIVERSITY OF PROBIOTIC BACTERIAL LECTIN SYSTEMS
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Lectin systems of industrial strains of probiotic bacteria of human origin were investigated. Lectin systems were observed 
as cell surface and extracellular; solubilized in mild and firm conditions; solid phased fluorescent and chemilumines-
cent; anionic/acidic, neutral and cationic/alkaline; masked/blocked/encapsulated with exopolymeric substances of 
non-protein origin (localized together) and non-encapsulated; genus/strain/consortia-specific and typing; specific to 
soluble artificial polymeric polyvalent glycoconjugates imitating exposed clusters of mucin-type glycans and possessing 
exposed multiple carbohydrate residues such as GalNAc-alpha- or Man-alpha- as side short branches of polyacrylamide 
linear chain). Results indicate prospects of glycoconjugates-binding lectin systems in glycobiology, molecular glyco-
medicine and bio(nano)glycotechnology.
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Развитие технологий на основе пробиотических 
бактерий (ПБ) с учетом их высокомолекулярных 
метаболических продуктов узнавания и сигналлин-
га являются важной составляющей стратегических 
перспектив медицинской биотехнологии и меди-
цинской микробиологии [1, 3, 7]. Одним из таких 
новых метаболических перспективных продуктов ПБ 
являются лектины – белки, способные распознавать 
гликоконъюгаты (ГК). Лектины широко распростра-
нены в природе на всех уровнях организации живого, 
участвуют в сигналлинге, являются находят разноо-
бразное применение в гликобиологии, гликомедици-
не и гликобиотехнологии [8, 10, 11, 16, 17]. Среди них 
лектины ПБ (ЛПБ) мало изучены, характеризуются 
большим потенциалом использования [2, 7, 12–15]. В 
свою очередь, лектиновые системы (ЛС) вообще и, ЛС 
ПБ, в частности, остаются наименее исследованными. 

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследовать с помощью набора ГК разнообразие 
ЛС индустриальных штаммов ПБ. 

МЕТОДЫ

Препараты белков и ЛПБ готовили и ЛС иденти-
фицировали, как описано ранее [4–6, 9, 12]. Концен-
трированные в фосфатно-солевом буфере (ФСБ pH 

7.2–7.4) высокомолекулярные (более 27 кД) образцы 
в 1% твине-80 наносили на целлюлозные апплика-
торы на пластине полиакриламидного геля (ПААГ). 
Разделенные изоэлектрофокусированием в пластине 
ПААГ (ИЭФ-ПААГ) в градиентах рН в интервале рН 4–8 
(в присутствии 7–8  М мочевины и 5% (вес/объем) 
сахарозы, при температуре 8–10 °С, в условиях низко-
вольтного электрофореза [600–700 В], в течение ночи 
[16–18 ч]) и элекроблотированные на мембрану белки 
проявляли флюоресцентным красителем SYPRO Ruby 
protein stain (Bio-RaD Lab.) или ГК-ПАА-биотином (www.
lectinity.com) – 5 мкг/мл ГК в ФСБ в течение 16–24 ч при 
4 °C в полипропиленовом корыте при мягком встряхи-
вании блота на качалке. Связавшийся с блотом биотин 
проявляли стрептавидин-пероксидазой, а связавшую-
ся пероксидазу – хемилюминесцентным субстратом. 
Флюоресценцию (Фл, возбуждение Фл при 365 или 
254 нм) и хемилюминесценцию (Хл) регистрировали 
в режиме живого изображения (режиме реального 
времени) в темной камере системы (Dark Room) Bio-
Chemi System (UVP, Calif.). Использовали светофиль-
тры Bromide Ethidium и Coomassie. Анализ цифровых 
фотографий проводили с использованием пакета 
программ LabWorks 4.0. Для выявления максимального 
числа компонентов ЛС проводили компьютерную 
реконструкцию/редактирование фотографий. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Белковый состав ПБ различался у лактобацилл и 
бифидобактерий (рис. 1, 2), а картины Фл частично 
отражали штаммотипирование (рис. 1 – левая часть). 
Поверхностноклеточные белки пробиотика Ацилакт 
и составляющих его штаммов представлены в по-
давляющем большинстве кислыми белками (треки 
1–4 на рис. 1). Некоторые из поверхностноклеточных 

белков лактобацилл организованы в высокомолеку-
лярные распределенные в белковые блоки сильно 
флюоресцирующие ансамбли (треки 5–8 на рис. 1 
справа). Белки бифидобактерий в щелочной области 
маскированы экзополимерными веществами (рис. 2).

На рис. 3–5 показаны примеры ЛС (поверхностно-
клеточных и внеклеточных, солюбилизированных в 
мягких и жестких условиях, твердофазных хемилюми-
несцентных, связывающих синтетические полимерные 
ПАА-ГК с экспонированными остатками GalNAc-альфа- 
или Man-альфа-) лактобацилл и бифидобактерий. По-
верхностноклеточные ЛС проявляли сходство с вне-
клеточными (рис. 4). ЛС (сильно кислые, слабо кислые, 
околонейтральные и щелочные) значительно лучше 
типировали штаммы и консорциум штаммов (рис. 3, 
5) по сравнению с установленным белковым массивом 
(рис. 1). По данным Хл число выявляемых компонен-
тов ЛС возрастало, а их выраженность и дискретность 
улучшались при предварительной/ дополнительной об-
работке ЛС детергентом в условиях кипячения (рис. 5).

 
Рис.  3.  Штамм-специфичные системы кислых лектинов 

лактобацилл и бифидобактерий в градиенте рН 
4–7 (проявление лектинов на блотах ГК-биотином 
и стрептавидин-пероксидазой с последующим 
добавлением хемилюминесцентного субстрата 
пероксидазы). 1, 2 – бифидобактерии (Bifidobacte-
rium longum spp. adolescentis МС-42; B. gallinarum 
ГБ); 3–8 – лактобациллы (3, 6 – Lactobacillus helve-
ticus 100

аш
; 5, 8 – L. helveticus NK1; 4, 7 – Ацилакт [L. 

helveticus NK1+ L. helveticus 100
аш 

+ L. casei K
3
III

24
]); 

1–5 – Man-альфа-ПАА-биотин; 6-8 – GalNAc-альфа-
ПАА-биотин. Реконструированные паттерны, 
отражающие максимальное число системных 
лектиновых компонентов.

Рис. 4.  Щелочные/катионные и околонейтральные сис
темы лектинов бифидобактерий и лактобацилл 
в градиенте рH 5-8. 1, 2, 5, 6 – бифидобактерии; 
3, 4, 7–9 – лактобациллы; 1-4 – GalNAc-альфа-
ПАА-биотин; 5–9 – Man-альфа-ПАА-биотин; 3, 4, 
7–9 – лектины, десорбированные посредством 
LiCl. Реконструированные паттерны, отражающие 
максимальное число системных лектиновых 
компонентов.

Рис.  1.  Белки поверхности Lactobacillus acidophilus 
(пробиотика Ацилакт и составляющих его 
штаммов), проявленные флюоресцентным 
красителем SYPRO Ruby protein blot stain (Bio-Rad 
Lab.), возбуждение Фл при 365 нм, регистрация 
Фл с использованием светофильтра Bromide 
Ethidium (треки 1–4) или светофильтра Coomassie 
(треки 5–8). 1–3, 5–8 – белки, десорбированные 
посредством 1-3  M  LiCl; 4 – верхний белковый 
слой (десорбция 0.2  М NaCl до десорбции с 
использованием LiCl); 1, 4, 5, 6 – Ацилакт; 2, 7 – 
штамм 100

аш
; 3, 8 – штамм NK1; слева – белки 

культуральной жидкости штамма K
3
III

24
 (два трека 

с минимальным и максимальным набором).

Рис.  2.  Белки культуральной жидкости B. longum spp. 
adolescentis MC-42. Фильтр Coomassie (треки 1 
и 2) или Ethydium Bromide (треки 3 и 4). В треках 
2 и 3 усилены/реконструированы минорные 
белки треков 1 и 4. Белки 27-29 маскированы 
экзополимерными веществами.
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Рис.  5.  Системы лектинов лактобацилл в градиенте рН 
6.5–8.0 (слева) и рН 4.0–8.0 (справа). ИЭФ в 
ПААГ в 8  М мочевиной суммарного препарата 
высокомолекулярных белков (более 27  кД) 
лактобацилл после их кипячения в додецилсульфате 
натрия с 2-меркаптоэтанолом. 1, 4 – Ацилакт; 2, 5 
– Lactobacillus helveticus 100

аш
; 3, 6 – L. helveticus 

NK1; слева – GalNAc-альфа-ПАА-биотин; справа – 
Man-альфа-ПАА-биотин.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты указывают на разнообразие ЛС ПБ, 
возможность их использования для штаммотипиро-
вания, перспективы использования муцинсвязываю-
щих и маннан-связывающих и связывающих аналоги 
ГК ЛС ПБ вместо ПБ или вместе с ними.
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