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Антибактериальная и антибиоплёночная активность 
полифункциональных производных бензимидазола

Резюме

Обоснование. Соединения на основе конденсированных производных имида-
зола могут стать основой для разработки клинических терапевтических 
средств нового поколения для более эффективного лечения резистентных 
бактериальных инфекций человека. Для этого необходимо проведение иссле-
дований, включающих дизайн, синтез и скрининг биологически активных 
соединений этой группы.
Цель исследования. Изучение влияния полифункциональных производных 
бензимидазола на выживаемость культуры Escherichia coli AB1157 и её спо-
собность формировать биоплёнки.
Методы. Антибактериальную активность исследуемых соединений оце-
нивали с использованием метода серийных разведений. Моделирование фор-
мирования биоплёнок производилось в лунках иммунологического планшета 
с последующим окрашиванием биомассы кристаллическим фиолетовым.
Результаты. Было продемонстрировано наличие ингибирующей актив-
ности у некоторых из исследуемых соединений на образование биоплёнок 
грамотрицательной бактерией E.  coli AB1157. Наиболее выраженный 
ингибирующий эффект на биоплёнки E.  coli АВ1157 оказывал 5-бром-2-
(трифторметил)-1-H-бензимидазол. Уровень образования биоплёнок сни-
жался в 2–4 раза в районе концентраций 15–60 мкг/мл и в 8–10 раз – при кон-
центрациях 125 мкг/мл и выше.
Заключение. Представленная работа расширяет знания о биологиче-
ской активности бензимидазолов. Полученные результаты показывают, 
что производные бензимидазолов являются хорошими кандидатами для 
разработки новых препаратов против биоплёнок. Полученные данные 
представляют практический интерес и нуждаются в дальнейшем изучении. 
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Antibacterial and antibiofilm activity of polyfunctional 
benzimidazole derivatives

Abstract

Introduction. Compounds based on fused imidazole derivatives can become the ba-
sis for the development of a new generation of clinical therapeutic agents for more 
effective treatment of resistant human bacterial infections. This requires research, 
including the design, synthesis, and screening of biologically active compounds 
of this group.
The aim. To study the effect of polyfunctional benzimidazole derivatives on the sur-
vival of Escherichia coli AB1157 culture and its ability to form biofilms.
Methods. The antibacterial activity of the studied compounds was evaluated us-
ing the serial dilution method. Modeling of the formation of biofilms was carried 
out in the wells of an immunological plate with subsequent staining of the biomass 
with crystal violet.
Results. The inhibitory activity of some of the studied compounds on the forma-
tion of biofilms by the Gram-negative bacterium E. coli AB1157 was demonstrated. 
The  most pronounced inhibitory effect on E.  coli AB1157 biofilms was exerted 
by 5-bromo-2-(trifluoromethyl)-1-H-benzimidazole. The level of biofilm formation de-
creased by 2–4 times in the area of concentrations of 15–60 µg/ml and by 8–10 times 
at concentrations of 125 µg/ml and above.
Conclusion. The presented work expands the knowledge about the biological ac-
tivity of benzimidazoles. The obtained results show that benzimidazole derivatives 
are good candidates for the development of new drugs against biofilms. The data 
obtained are of practical interest and need further study.

Key words: polyfunctional benzimidazole derivatives, biofilms, antibacterial activ-
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Введение

В природной среде бактерии обитают преимуще-
ственно в составе биоплёнок. Биоплёнка представляет 
собой структурированное микробное сообщество, ко-
торое может включать один или несколько видов ми-
кроорганизмов, адгезирующихся на биогенных и аби-
огенных поверхностях и окружённых сложнооргани-
зованным внеклеточным полимерным матриксом [1, 2].

Способность бактерий существовать в форме био-
плёнок играет важную роль в адаптации бактерий к не-
благоприятным факторам окружающей среды, таким 
как изменение температуры, рН, осмотическое давле-
ние, окислительный стресс и ограниченные условия пи-
тания, а также способствует процессам роста, размно-
жения и патогенеза. Согласно последним данным, ми-
кроорганизмы, входящие в состав биоплёнок, в отличие 
от планктонных клеток, в 10–10 000 раз более устойчи-
вы к действию антибактериальных препаратов. Кроме 
того, биоплёнки способны противостоять ответу иммун-
ной системы организма-хозяина за счёт недоступности 
бактерий в матриксе для действия антител и фагоцитар-
ных клеток [1, 3]. Образование бактериальных биоплёнок 
на имплантируемых устройствах (например, катетерах, 
искусственных суставах, клапанах сердца, линзах и др.) 
является причиной ряда тяжёлых, чрезвычайно трудно 
излечиваемых хронических заболеваний [2, 4].

Традиционные антибиотики и дезинфицирующие 
средства способны подавлять рост планктонных бакте-
рий, но часто неэффективны против биоплёнок. Бакте-
рии быстро развивают устойчивость к такому лечению. 
Следовательно, крайне важно определить новые стра-
тегии борьбы с инфекцией, связанной с биоплёнками. 
Для эффективного лечения таких инфекций необходим 
скрининг биоплёнкоактивных, чувствительных и хоро-
шо проникающих антибиотиков.

Недавно было обнаружено, что соединения на ос-
нове конденсированных производных имидазола могут 
предотвращать образование бактериальной биоплён-
ки у грамотрицательных и грамположительных бакте-
риальных патогенов, включая Pseudomonas aeruginosa 
и Staphylococcus aureus, на различных типах поверхно-
стей [5–8]. Кроме того, они являются первыми соедине-
ниями, которые, как было выявлено, снижают образо-
вание устойчивых к антибиотикам клеток-персистеров 
(метаболически неактивные бактериальные клетки, ко-
торые не растут и не умирают под воздействием бакте-
рицидных концентраций антибиотиков). Таким обра-
зом, молекулы на основе конденсированных произво-
дных имидазола могут стать основой разработки кли-
нических терапевтических средств следующего поко-
ления для более эффективного лечения резистентных 
бактериальных инфекций человека [9]. Однако рабо-
ты в этой области единичны, и, несомненно, необхо-
димы дополнительные исследования, включающие ди-
зайн, синтез и скрининг биологически активных соеди-
нений этой группы.

Целью данного исследования являлось изучение 
влияния ряда производных бензимидазола, часть из ко-

торых ранее в литературе не описана, на выживаемость 
культуры Escherichia coli AB1157 и её способность фор-
мировать биоплёнки.

Материалы и методы

Производные бензимидазолов
Синтез соединений 1–3 и 11 проводили кипячени-

ем бензол-1,2-диамина в муравьиной (получение бен-
зимидазола 1), уксусной в присутствии HCl (2), триф-
торуксусной (3) кислотах и 4,5-диметилбензол-1,2-
диамина в муравьиной кислоте (11). 2-Бензил-1-H-
бензимидазол (4) был выделен из коммерческого препа-
рата дибазол. Введение атомов галогенов и нитрогрупп 
в  2-(трифторметил)-1-H-бензимидазол осуществяли 
в  ходе реакции ароматического электрофильного за-
мещения в серной кислоте с бромсукцинимидом (по-
лучение соединения 5), с хлорсукцинимидом (6) и сме-
сью KNO3/H2SO4 (7 и 8). Морфолинсодержащие структу-
ры 9 и 10 были получены замещением атомов галоге-
нов в соответствующих дигалогенпроизводных. Синтез 
N-арилзамещённых бензимидазолов 13 и 14 осущест-
вляли при 120  °С в реакции SNAr 2-(трифторметил)-
1-H-бензимидазола с 2,4-динитрохлор- и 5,6-дихлор-
2-(трифторметил)-1-H-бензимидазола с 2-нитро-4-
(трифторметил)хлорбензолом.

Штаммы и условия культивирования
Биологическую активность in vitro оценивали в от-

ношении грамотрицательной бактерии E.  coli AB1157. 
Штамм E. coli AB1157 получен из коллекции Института 
молекулярной генетики Национального исследователь-
ского центра «Курчатовский институт» (Москва). Штамм 
E. coli AB1157 выращивали на жидкой среде LB по Miller 
(«ДиаМ», Россия) при 37 °C.

Оценка антибактериальной активности
Антимикробную активность исследуемых соеди-

нений оценивали с использованием метода серийных 
разведений [10]. Тестирование методом серийных раз-
ведений проводили в стерильных 96-луночных план-
шетах для иммунологических исследований в объёме 
0,2 мл с конечной концентрацией исследуемого микро-
организма примерно 106 КОЕ/мл. Тестируемые соеди-
нения готовили в ДМСО, конечная концентрация ко-
торого не превышала 0,05 %. Минимальная подавляю-
щая концентрация (МПК) была определена как концен-
трация тестируемого соединения, которая полностью 
подавляла рост бактерий после 24  часов инкубации 
при 37 °С. Рост бактерий определяли путём измерения 
поглощения при 600 нм с использованием планшетно-
го фотометра iMark (Bio-Rad). Эксперименты проводи-
лись в 4-кратной повторности для каждого разведения 
антибактериального препарата. Все эксперименты про-
водились трижды.

Анализ бактериальных биоплёнок
Свежую культуру E. coli AB1157 высевали в среду LB 

и инкубировали при аэрации в течение 24 часов при тем-
пературе 37  °C. Затем культуру разбавляли в 300  раз 
в  среде LB. Для измерения уровня образования био-
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плёнок культуры выращивали в полистироловых план-
шетах с добавлением исследуемых соединений (не бо-
лее 10 % от общего объёма) и при постоянном переме-
шивании в шейкер-инкубаторе BiosanES-20 при темпе-
ратуре 37 °C. Продолжительность роста клеток 24 часа 
была оптимальной для формирования биоплёнок; после 
этого времени уровень образования биоплёнок не из-
менялся, или даже несколько уменьшался. Далее опре-
деляли рост планктонных, т. е. неприкреплённых, клеток 
(ОП600). Уровень образования биоплёнок оценивали по-
сле удаления среды, трёхкратной промывки ячеек водой 
и окрашивания прикреплённых клеток красителем кри-
сталлический фиолетовый (в течение 40 минут). После 
окрашивания жидкость удаляли, ячейки промывали три 
раза дистиллированной водой. Краситель из биоплёнок 
экстрагировали 96%-м этанолом (в течение 40 минут), 
оптическую плотность раствора измеряли при 600 нм. 
Для измерения использовали Microplate Reader Model 
2550 (Bio-Rad, США). 

Влияние производных бензимидазола на планктон-
ный рост клеток и биоплёнки оценивалось сравнением 
выборок из восьми повторностей и контроля, за кото-
рый принималась культура без добавления исследуе-
мых соединений. Для оценки результатов каждого опы-
та была сделана поправка на оптическую плотность ис-
следуемых соединений.

Математическая обработка данных
Статистическая обработка полученных в ходе экс-

перимента данных включала вычисление описатель-
ных статистик (среднее арифметическое, стандартное 
отклонение, 95-процентный доверительный интервал 
для среднего значения), применение критериев ста-
тистической значимости и дисперсионного анализа. 
Для обнаружения статистически значимых различий 
между средними значениями признака в двух незави-
симых выборках нами применялся t-критерий Стью-
дента (t-test, independent, byvariables). T-критерий 
Стьюдента использовался при условии нормально-
го распределения и статистически незначительного 
отличия дисперсий сравниваемых признаков. В каче-
стве критического уровня значимости в нашей работе 
было принято значение p = 0,05. Статистический анализ 
данных проводился при помощи программ Statistica 
(StatSoft Inc., США) и  Microsoft Office Excel (Microsoft 
Corp., США).

Результаты 

Для исследований использовали широкий ряд про-
изводных бензимидазола, содержащих заместители раз-
личной электронной природы. Данные функциональные 
группы являются хорошо известными фармакофорны-
ми фрагментами, часто присутствующими в биологиче-
ски активных соединениях. 

Ряд замещённых бензимидазолов (14 соединений, 
рис. 1) подвергали скринингу на антибактериальную 
и антибиоплёночную активность в отношении штам-
ма E.  coli АВ1157. Антимикробную активность иссле-

дуемых соединений оценивали с использованием ме-
тода серийных разведений. Для работы использовали 
разведения исследуемых веществ от 0,003 до 1 мг/‌мл. 
Как видно из данных таблицы (табл. 1), большинство 
исследованных соединений не оказывают выраженно-
го антибактериального действия на грамотрицатель-
ный штамм E. coli АВ1157. Значение минимальной ин-
гибирующей концентрации (МИК) для большинства 
исследуемых производных бензимидазола состави-
ло 1000 мкг/мл. 

Соединения 5 и 14 проявляли некоторую актив-
ность против E.  coli АВ1157, ингибируя рост бактерий 
на 40–50 % при концентрациях 500 и 250 мкг/мл соот-
ветственно. Соединения 4 и 7 проявили наиболее выра-
женную антибактериальную активность, демонстрируя 
ингибирование роста более чем на 90 % при концентра-
ции 125 мкг/мл и выше. 

РИС. 1.  
Структура исследуемых производных бензимидазола
FIG. 1.  
Structure of the studied benzimidazole derivatives

1)  R1=R2=R3=R4=R5=H; 2)  R1=СH3, R2=R3=R4=R5=H; 
3) R1=CF3, R2=R3=R4=R5=H; 4) R1=СH2Ph, R2=R3=R4=R5=H; 
5)  R1=CF3, R3=Br, R2=R4=R5=H; 6)  R1=CF3, R3=R4=Cl, 
R2=R5=H; 7)  R1=CF3, R3=R4=NO2, R2=R5=H; 8)  R1=CF3, 
R3=NO2, R2=R4=R5=H; 9) R1=CF3, R3=Cl, R4=N(CH2CH2)2O, 
R2=R5=H; 10) R1=C2H3, R3=Cl, R4=N(CH2CH2)2, R2=R5=H; 
11)  R1=R2=R5=H, R3=R4=СH3; 12)  R1=R5=H, R2= NO2, 
R3=R4=СH3; 13)  R1=CF3, R2=R3=R4=H, R5=2,4-NO2Ph; 
14) R1=CF3, R3=R4=Cl, R2=H, R5=2-NO2-CF3-Ph.

Моделирование формирования биоплёнок произ-
водилось in vitro в лунках иммунологического планшета 
с последующим окрашиванием биомассы кристалличе-
ским фиолетовым. Соединения, которые показали наи-
более выраженную антибактериальную активность, де-
монстрировали лучшие результаты и в отношении ин-
гибирования биоплёнок E.  coli АВ1157. При действии 
5,6-диметил-1-H-бензимидазола (11) уровень образова-
ния биоплёнок E. coli АВ1157 снижался в 2–4 раза в рай-
оне концентраций 125–250 мкг/мл и в 8–10 раз при кон-
центрациях 500 мкг/мл и выше по сравнению с биоплён-
ками, сформированными в отсутствие этого соединения 
(рис. 2а). Соединение 8 вызывало резкое снижение био-
массы биоплёнок E. coli АВ1157 в 4–8 раз при концентра-
циях 125 мкг/мл и выше (рис. 2б). 
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Интересно, что при концентрациях, не подавляю-
щих или слабо подавляющих рост бактерий, эти и неко-
торые другие исследованные соединения (1, 2 и 4) сти-
мулировали формирование биоплёнок. Подобный эф-
фект стимуляции образования биоплёнок при действии 
субингибиторных концентраций был показан ранее 
и для некоторых известных антибактериальных препа-
ратов, например аминогликозидов [11] и нитрофуранов 
[12]. Усиление образования биоплёнок при концентра-
циях антибактериальных препаратов, не подавляющих 
рост бактерий, вероятно, представляет собой полезную 
стратегию для патогенных бактерий, облегчая их выжи-
ваемость после интенсивной антибактериальной тера-
пии, когда небольшие количества препаратов остают-
ся в организме.

Наиболее выраженный ингибирующий эффект 
на биоплёнки E.  coli АВ1157 оказывал 5-бром-2-
(трифторметил)-1-H-бензимидазол (5). Уровень образо-
вания биоплёнок снижался в 2–4 раза уже в районе кон-
центраций 15–60 мкг/мл и в 8–10 раз при концентрациях 
125 мкг/мл и выше по сравнению с биоплёнками, сфор-
мированными в отсутствие этого соединения (рис. 2в).

Обсуждение

В последние годы активно ведётся скрининг различ-
ных соединений, влияющих на процессы биоплёнкоо-
бразования. Формирование биоплёнки является важ-
ным фактором, способствующим развитию бактериаль-
ной инфекции. Образование биоплёнок патогенными 

бактериями является серьёзной проблемой антибакте-
риальной терапии [2, 4]. Существует жизненная необхо-
димость в разработке новых антибактериальных средств 
с новыми механизмами действия. 

Бензимидазолы и их аналоги – известные биологи-
чески активные азотсодержащие гетероциклы, обла-
дающие широким спектром биологической активно-
сти, такой как антибактериальная, противогрибковая, 
противовирусная и противопаразитарная [9]. Струк-
турное сходство бензимидазольного ядра с пурино-
вым ядром в нуклеотидах делает производные бен-
зимидазола привлекательными лигандами для взаи-
модействия с биополимерами живой системы. В связи 
с этим, бензимидазольное ядро считается перспектив-
ной структурой для разработки соединений, которые 
предположительно могут обладать биологической ак-
тивностью [9, 13].

Согласно результатам исследований, антибактери-
альный механизм бензимидазолов обусловлен их струк-
турным сходством с пуринами. Известно, что пурины 
играют важную роль в биосинтезе нуклеиновых кислот 
и белков клеточной стенки бактерий. Бензимидазолы 
могут действовать как конкурентные ингибиторы и за-
мещать пурины, тем самым блокируя биосинтез ключе-
вых компонентов, убивая или ингибируя рост бактерий.

В данной работе было интересно проследить взаи-
мосвязь между структурой бензимидазолов и их биоло-
гической активностью. Исследовалось влияние различ-
ных модификаций, внесённых в бензимидазольный кар-
кас, на антибактериальную и антибиоплёночную актив-
ность полученных химических соединений. 

Т а бли   ц а  1
Антибактериальная активность производных 
бензимидазола

Table      1
Antibacterial activity of benzimidazole 
derivatives

№ Соединение МИК, мкг/мл

1 1-H-бензимидазол > 1000

2 2-метил-1-H-бензимидазол > 1000

3 2-(трифторметил)-1-H-бензимидазол > 1000

4 2-бензил-1-H-бензимидазол > 1000

5 5-бром-2-(трифторметил)-1-H-бензимидазол 125

6 5,6-дихлор-2-(трифторметил)-1-H-бензимидазол 500

7 5,6-динитро-2-(трифторметил)-1-H-бензимидазол > 1000

8 5-нитро-2-(трифторметил)-1-H-бензимидазол 125

9 5-хлор-2-(трифторметил)-6-морфолин-4-ил-1-H-бензимидазол > 1000

10 5-хлор-2-этил-6-морфолин-4-ил-1-H-бензимидазол > 1000

11 5.6-диметил-1-H-бензимидазол 500

12 4-нитро-5.6-диметил-1-H-бензимидазол > 1000

13 1-(2,4-динитрофенил)-2-(трифторметил)-1-H-бензимидазол > 1000

14 5,6-дихлор-1-[2-нитро-4-(трифторметил)фенил]-2-(трифторметил)-1-H-бензимидазол > 1000



Acta Biomedica Scientifica, 2022, Том 7, № 3

139
Микробиология и вирусология Microbiology and virology

Было изучено 13 производных бензимидазола, со-
держащих различные заместители, как в бензольном, 
так и имидазольном циклах. Для установления влияния 
структуры фармакофоров в молекуле на антимикробную 
активность проводили сравнение с биологической ак-
тивностью незамещённого бензимидазола (1). 

Оказалось, что введение заместителей (соедине-
ния 2–4) во второе положение бензимидазола никак 
не влияло на значение МИК. N-арилзамещённые гете-
роциклы (13, 14) также не обладали высокой биоло-
гической активностью. В большей степени оказывало 
влияние наличие функциональных групп в бензоль-
ном кольце. Из таких структур наибольшей антибак-
териальной и антибиоплёночной активностью обла-
дали бензимидазолы, содержащие, помимо трифтор-
метильной группы в имидазольном цикле, атом брома 
(соединение 5) или нитрогруппу (соединение 6) в по-
ложении 5 бензольного фрагмента конденсированно-
го гетероцикла.

5-бром-2-(трифторметил)-1-H-бензимидазол (5) ока-
зывал наиболее выраженный ингибирующий эффект 
на биоплёнки E. coli АВ1157. Интересно, что снижение 
уровня образования биоплёнок происходило при кон-
центрациях, не влияющих на планктонный рост клеток 
(15–60 мкг/мл, рис. 2в). Следовательно, уменьшение био-
массы формируемых биоплёнок не связано с гибелью 
клеток в исследуемой культуре. Такие соединения яв-
ляются наиболее перспективными, поскольку они ока-
зывают ограниченное селективное давление на выжи-
вание бактерий по сравнению с антибиотиками, не уби-
вая клетки, а всего лишь снижая их способность форми-
ровать биоплёнки.

В настоящее время механизмы действия этих соеди-
нений на процесс образования биоплёнок недостаточ-
но изучены. Биоплёнкообразование представляет собой 
сложный многостадийный процесс, и эти вещества мо-
гут влиять на один или несколько факторов. Необходи-
мы дополнительные исследования для раскрытия при-
роды этих явлений.

Заключение

Представленная работа расширяет знания о био-
логической активности бензимидазолов. Установ-
лено наличие выраженной ингибирующей активно-
сти некоторых из исследуемых соединений на обра-
зование биоплёнок грамотрицательной бактерией 
E.  coli AB1157. Полученные результаты показывают, 
что производные бензимидазола являются хороши-
ми кандидатами для разработки новых агентов про-
тив биоплёнок. В данной работе были показаны неко-
торые корреляции между структурными и биологиче-
скими эффектами. Однако изучение механизмов дей-
ствия соединений этого класса требует дополнитель-
ных исследований.
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РИС. 2.  
Рост бактерий E. coli АВ1157 в форме биоплёнки (тёмные 
столбцы) и планктона (светлые столбцы) на среде с до-
бавлением производных бензимидазола: а – 5-нитро-2-
(трифторметил)-1-H-бензимидазол (8); б – 5,6-диметил-
1-H-бензимидазол (11); в – 5-бром-2-(трифторметил)-1-H-
бензимидазол (5) 
FIG. 2.  
Growth of E. coli AB1157 bacteria in the form of a biofilm (dark col-
umns) and plankton (light columns) on a medium supplemented 
with benzimidazole derivatives: а – 5-nitro-2-(trifluoromethyl)-1-H-
benzimidazole (8); б – 5.6-dimethyl-1-H-benzimidazole (11);  
в – 5-bromo-2-(trifluoromethyl)-1-H-benzimidazole (5)
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