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Среди гликолипидых биосурфактантов, которые могут быть использованы в медицине, интенсивно
исследуются трегалолипиды актинобактерий рода Rhodococcus, менее токсичные по сравнению с
микобактериальными ди- и мономиколатами трегалозы. Иммуномодулирующая активность трега-
лолипидов обусловлена их взаимодействием с поверхностными рецепторами на мембране иммун-
ных клеток и запуском сигнальной системы активации продукции цитокинов, активных форм кис-
лорода, антителогенеза. Благодаря амфифильной природе трегалолипиды воздействуют на липид-
ный бислой клеточных мембран, изменяя его проницаемость. Рассмотренные молекулярные
механизмы взаимодействия трегалолипидов с клетками иммунной системы важны для разработки
подходов к иммунотерапии.

Ключевые слова: биосурфактанты, гликолипиды, Rhodococcus, цитокины, иммуномодулирующая ак-
тивность, мембранотропное действие
DOI: 10.31857/S0555109920030071

Поверхностно активные вещества (ПАВ) – это
соединения, которые снижают поверхностное на-
тяжение двухфазных систем (газ/жидкость, жид-
кость/жидкость, твердая фаза/жидкость) [1]. ПАВ,
сурфактанты, имеют широкое применение в раз-
личных областях промышленности. Однако боль-
шинство из них являются загрязнителями окружа-
ющей среды, а также дороги в производстве [2–4],
поэтому в последние годы наблюдается повышен-
ный интерес к биогенным сурфактантам. Биосур-
фактанты имеют ряд преимуществ по сравнению с
синтетическими аналогами, а именно: высокую
биодеградабельность, отсутствие токсичности,
термо- и рН-стабильность и биологическую ак-
тивность [6].

Благодаря уникальным физико-химическим
свойствам биосурфактанты проявляют биологи-
ческую активность, не обнаруживаемую у синте-
тических аналогов, например, антимикробную,
иммуномодулирующую и противоопухолевую
[2, 5, 7].

Среди изученных биосурфактантов наиболее
интересны в биомедицинском применении глико-
липиды [7]. Гликолипидные биосурфактанты име-
ют общую структуру: гидрофобная часть представ-

лена длинной цепочкой жирных кислот (они могут
быть разветвленными, гидроксилированными,
ненасыщенными, циклосодержащими), а гидро-
фильный углеводный компонент может быть
представлен остатком трегалозы, глюкозы, галак-
тозы, софорозы, рамнозы [8]. Различаются гли-
колипиды также по количеству углеродных ато-
мов в составе своих цепей (С20–С90) [9].

Первый микробный гликолипид был описан в
1933 г. при изучении туберкулезной палочки My-
cobacterium tuberculosis [10]. В 1956 г., была уста-
новлена химическая структура “корд-фактора”
M. tuberculosis, представляющего собой смесь тре-
галозо-6,6-дикориномиколатов (ТДМ) общей
формулы C186H366O17 ± 10CH2 [11]. Поскольку тре-
галоза также обладает биологической активно-
стью, являясь частью трегалолипидов, она способ-
ствует ее проявлению [5]. Позднее “корд-фактор”
и “лизо-корд-фактор”, представленный моноко-
риномиколатом трегалозы, были обнаружены в
клетках других патогенных микобактерий (вклю-
чая, так называемых, “мягких” оппортунистиче-
ских патогенов группы Mycobacterium avium –
M. intracellulare, нокардий (Nocardia asteroides) и
коринебактерий (Corynebacterium diphtheriae,

УДК 579.2:571.27
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C. matruchotii, C. xerosis) [12–15]. Однако явная
или потенциальная патогенность штаммов-про-
дуцентов, а также высокая токсичность синтези-
руемых гликолипидов существенно ограничива-
ли их биомедицинское применение [16]. В связи с
этим был проведен поиск новых продуцентов
гликолипидных сурфактантов среди непатоген-
ных представителей группы “миколат”, то есть
актинобактерий, содержащих в составе клеточ-
ных липидов высокомолекулярные α-разветв-
ленные β-гидроксилированные жирные (мико-
ловые) кислоты [17], в частности представителей
родов Rhodococcus, Gordonia, Dietzia, Tsukamurella,
Skermania, Williamsia и др. [9]. Наиболее интен-
сивно в последние годы исследуются трегалоли-
пидные биосурфактанты, синтезируемые родо-
кокками [9, 18, 19]. Следует отметить, что среди
родов актинобактерий, входящих в семейства Co-
rynebacteriaceae, Dietziaceae, Gordoniaceae, Myco-
bacteriaceae, Nocardiaceae и Tsukamurellaceae, объ-
единенные в подпорядок Corynebacterineae [20],
род Rhodococcus характеризуется минимальным
числом патогенных и условно патогенных видов
и, следовательно, представляют интерес в каче-
стве промышленных продуцентов биосурфактан-
тов [21].

Трегалолипиды родококков характеризуются
чрезвычайно высоким структурным разнообра-
зием, они часто представлены комплексами, со-
став которых варьирует в зависимости от физио-
логии и условий роста бактериальной культуры
[18]. Кроме ТДМ, моно- и тримиколата трегалозы
также описаны другие моно-, ди-, тетра-, гекса-,
окта-ацилированные производные трегалозы, со-
ставляющие большую группу неионогенных тре-
галолипидов [22].

Исследуя связь между структурой молекулы и
токсичностью гликолипидных биосурфактантов,
Б. Мюнстерманн с соавт. показали с помощью
биотестирования, что ТДМ и трегало-тетраэфи-
ры из Rhodococcus erythropolis были менее токсич-
ными для Photobacterium fischeri, чем рамнолипи-
ды из Pseudomonas aeruginosa и синтетические
ПАВ [23]. Позднее в работе [24] было показано,
что неочищенный гликолипидный комплекс из
Rhodococcus ruber был менее токсичен, чем все био-
сурфактанты, приведенные в предыдущей работе.
Низкая токсичность гликолипидов из Rhodococcus
spp. была выявлена и в отношении высших орга-
низмов. Так трегалолипиды, выделенные из штам-
ма R. ruber ИЭГМ 231, не влияли на смертность, из-
менение массы тела или поведение беспородных
белых мышей-самцов и не оказывали цитотокси-
ческого действия на лимфоциты человека [25,
26]. Трегалолипиды из R. erythropolis 51T7 были
менее токсичны для мышиных фибробластов и
кератиноцитов человека, и, следовательно, вызы-
вали меньшее раздражение кожи, чем коммерче-
ский синтетический сурфактант додецилсульфат

натрия [27]. Сукциноил-трегалолипид из R. eryth-
ropolis CD-74 не оказывал токсичного воздей-
ствия на нормальные фетальные клетки легких
человека, но заметно ингибировал рост лейкоз-
ных моноцитоидных клеток, что свидетельствует
о его избирательной цитотоксичности в отноше-
нии раковых клеток [28]. В тестах на токсичность
in vivo показано, что ТДМ из Rhodococcus sp. 4306
был в 40 раз менее токсичен для мышей, чем ТДМ
из M. tuberculosis, предположительно, вследствие
значительно меньшей длины углеродной цепи
миколовых кислот (С34–С38 против С74–C86) [29].
Позднее группой авторов [30] было высказано
предположение, что длина молекулы миколовых
кислот в ТДМ и трегалозомономиколате (ТММ)
из Rhodococcus sp. 4306 является ключевым факто-
ром, определяющим более низкую токсичность и
меньшую грануломатогенную активность по
сравнению с ТДМ из микобактерий [30].

Влияние трегалолипидов на реакции врожденно-
го и адаптивного иммунитета. Известно, что клет-
ки врожденного иммунитета представляют собой
основную мишень для бактериальных антигенов.
Однако в литературе встречаются данные о влия-
нии микробных и синтетических трегалолипидов
на клетки врожденного иммунитета в системах
in vitro и in vivo, которые существенно различают-
ся по своей направленности. Так в опытах in vitro
гликолипидные биосурфактанты актинобакте-
рий стимулировали продукцию цитокинов IFN-γ,
IL-6, TNF-α, IL-12 и IL-10 мононуклеарами и
моноцитами периферической крови [18, 25, 31].
Также показана способность биосурфактантов
R. ruber модулировать цитокинпродуцирующую
и поглотительную функции гранулоцитов [29,
32–34].

Под влиянием ТДМ из M. tuberculosis было за-
регистрировано повышение микробицидной ак-
тивности, а именно продукции NO в супернатан-
тах мышиных клеток [31]. Аналогичный стимули-
рующий эффект на продукцию активных форм
кислорода в спонтанных культурах лейкоцитов и
гранулоцитов человека оказывал гликолипидный
комплекс из R. ruber ИЭГМ 231 [34]. Результаты
работы [35] также указывают на усиление продук-
ции гранулоцитарного колониестимулирующего
фактора и NO макрофагами в ответ на присут-
ствие компонентов клеточной стенки коринебак-
терий. Трегалолипиды активировали цитокинпро-
дуцирующую функцию дендритных клеток [36],
тем самым индуцируя их противоопухолевую ак-
тивность [28, 37, 38].

В то же время, в системе in vivo трегалолипид
из R. ruber ИЭГМ 231 оказывал угнетающее влия-
ние на динамику респираторного взрыва и про-
дукцию цитокинов перитонеальными клетками
мышей при внутрибрюшинном и внутримышеч-
ном способах введения [39].
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Влияние гликолипидов на адаптивный имму-
нитет в большей степени является опосредован-
ным, в первую очередь через активацию клеток
врожденного иммунитета. Тем не менее, бактери-
альные гликолипиды модулируют антителогенез,
выраженность реакции гиперчувствительности
замедленного типа (ГЗТ), продукцию Th1/Th2-
цитокинов (IL-2, IL-4, IFN-γ) [40–42].

Таким образом, представленные данные сви-
детельствуют об активирующем влиянии трегало-
липидов на функциональную активность макро-
фагов в системе in vitro. Однако направленность их
иммуномодулирующего действия в значительной
степени различается в моделях in vitro и in vivo. Так,
в системе in vivo гликолипиды могут проявить им-
муносупрессорные свойства, что, по-видимому,
зависит от их химической структуры и агрегатно-
го состояния биосурфактантных мицелл, а также
процессов межклеточной кооперации и особен-
ностей взаимодействия с мембраной иммуноком-
петентных клеток. По литературным данным, био-
сурфактанты, имеющие в составе остатки трегало-
зы и цепи миколовых кислот, контактируют с
клетками врожденного иммунитета через ряд по-
верхностных рецепторов. Распознавание этих гли-
колипидов осуществляется рецепторами Mincl и
MCL, экспрессирующимися на клеточных мем-
бранах гранулоцитов. При контакте рецептора с
микробным гликолипидом запускается сигналь-
ная система, приводящая к активации клеток,
продукции цитокинов, активных форм кислоро-
да, усилению поглотительной активности грану-
лоцитов. Опосредованно может изменяться про-
лиферативная активность лимфоцитов и продук-
ция ими цитокинов.

Рецепторы трегалолипидных биосурфактантов.
Паттерн-распознающие рецепторы (PRRs) игра-
ют важную роль во врожденном иммунитете.
Они способны к распознаванию специфических
молекулярных структур, таких как: самоассоци-
ированные молекулярные фрагменты (SAMPs),
молекулярные фрагменты, ассоциированные с
повреждениями (DAMPs), микробные молеку-
лярные фрагменты (MAMPs) и патоген-ассоци-
ированные фрагменты (PAMPs) [43]. К группе
PRRs относятся Толл-подобные рецепторы (TLRs),
внутриклеточные нуклеотид-связывающие NOD-
подобные рецепторы (NLRs), RIG-I-подобные ре-
цепторы и лектиновые рецепторы С-типа (CLRs)
[44, 45]. Одновременный запуск нескольких PRRs
вызывает внутриклеточный каскад реакций, при-
водящих к активации врожденного иммунитета,
необходимого для формирования эффективного
адаптивного иммунного ответа [46].

CLRs представляют большое семейство кон-
сервативных рецепторов позвоночных живот-
ных, которые связывают остатки углеводов [47].
Они распознают различные эндогенные и экзо-

генные лиганды патогенов, таких как грибы, бак-
терии и паразиты [48].

Макрофагальный индуцибельный лектин С-ти-
па (Mincle или CLEC4e, Clecsf9) и макрофагальный
лектин С-типа (MCL или CLEC4d, ClecSf8) явля-
ются рецепторами TДM [49]. Данные рецепторы
относятся к отдельной группе лектинов С-типа, так
как для осуществления связывания лиганда в рас-
познающем углевод домене им необходимо при-
сутствие ионов Ca2+ [47].

Mincle-рецептор. Впервые рецептор Mincle был
идентифицирован в работе [50] как белок, кото-
рый экспрессируется в ответ на стимуляцию липо-
полисахаридом (ЛПС) и некоторыми провоспали-
тельными цитокинами, такими как IFN-γ, IL-6, и
TNF-α. Он относится ко II типу трансмембранных
лектиновых рецепторов С-типа, которые экс-
прессируются у человека и грызунов на макрофа-
гах, моноцитах, нейтрофилах, дендритных клет-
ках и некоторых субпопуляциях В-лимфоцитов
при их стимуляции [50–53]. У морских свинок
Mincle также присутствует на клетках лимфоузлов,
селезенки и перитонеальных макрофагах [54].

Структурно Mincle состоит из внеклеточной
части, которая несет углеводраспознающий до-
мен (CRD), отделенный от мембраны короткой
ножкой, а также трансмембранный участок и ко-
роткий цитоплазматический хвост, не имеющий
сигнальной последовательности (рис. 1) [52, 55].
В своем трансмембранном участке Mincle содер-
жит положительно заряженный аргинин, кото-
рый опосредует взаимодействие рецептора с им-
мунорецепторной тирозиновой активирующей
последовательностью (ITAM) Fc рецептора γ-це-
пи (FcRγ), тем самым осуществляя передачу сиг-
нала внутрь клетки [53]. Распознавание лиганда
приводит к фосфорилированию ITAM и актива-
ции тирозинкиназы Syk, запуская каскад реакций
через сигнальный комплекс Card9-Bcl10-MALT1 и
высвобождая ядерный фактор каппа B (NFκB) [56].

Детальные исследования лигандов Mincle по-
казали, что он связывает гликолипиды, выделен-
ные из M. tuberculosis, такие как трегалозодимико-
лат, трегалозомономиколат и глицеролмономи-
колат (ГММ) [57]. Однако ГММ приводит к
меньшей активации Mincle и распознается изби-
рательно только человеческим рецептором, но не
мышиным. Кроме того, лигандом Mincle являет-
ся и синтетический аналог ТДМ – трегалозодибе-
генат (ТДБ) [58]. Также Mincle способен распо-
знавать целый ряд грибных патогенов, включая
Candida albicans и нестандартные глицероглико-
липиды гриба Malassezia [59–61].

Взаимодействие лигандов с человеческим или
мышиным CRD-доменом Mincle осуществляется
благодаря наличию консервативной для лекти-
нов последовательности: глутаминовая кислота–
пролин–аспарагин (EPN, остатки 169–171), ко-
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торая является также необходимой для связыва-
ния с ТДМ [57].

В работе [55] проведены сравнительные иссле-
дования биохимических особенностей связыва-
ния ТДМ с мышиными, человеческими и бычьи-
ми углевод-распознающими доменами рецептора
Mincle. Результаты показали сохранение способ-
ности к распознаванию гликолипида у Mincle раз-
личного происхождения, что свидетельствует о
возможности исследования данного рецептора на
животных и интерпретации полученных результа-
тов на человека [55].

Понимание механизмов распознавания угле-
водов рецептором Mincle получено с помощью
комплекса бычьего рецептора Mincle с ТДМ. В
этом комплексе, один из двух остатков глюкозы,
входящих в состав ТДМ, распознается первич-
ным углеводсвязывающим сайтом. Он состоит из
5 аминокислотных остатков, связанных с ионом
Ca2+, 4 из которых (Glu-176, Asn-192, Glu-168 и
Asn-170) образуют водородные связи с 3 и 4 ОН-
группами глюкозы, также взаимодействующими
с ионом Ca2+. Второй остаток глюкозы связывает-
ся вторичным углеводсвязывающим сайтом, в ко-
тором Glu-135 и Arg-182 формируют водородные
связи со 2 OH- группой остатка глюкозы [58].
Вблизи первичного углеводсвязывающего сайта
располагается небольшой участок, состоящий из
гидрофобных аминокислот, отсутствующий у
большинства классических доменов С-типа. Он
вмещает в себя ацильные цепи, присоединяю-
щиеся к 6 ОН-группе остатка глюкозы, в пер-
вичном сайте связывания (рис. 2). Авторами по-
казано, что достаточно одной ацильной цепи для
связывания с Mincle, однако, обязательным усло-
вием является длина липидного фрагмента, кото-
рая должна быть не менее 10 углеродных остат-

ков. Эти сайты могут включать разветвленные
ацильные цепи миколовых кислот, содержащие-
ся в ТДМ и ТММ [58].

Аналогично некоторым другим представите-
лям CLRs, Mincle способен распознавать DAMPs.
Поврежденные и мертвые клетки высвобождают
белок, ассоциированный со сплайсосомой 130
(SAP 130), который передает внутриклеточный
сигнал, связываясь с внедоменной частью рецеп-
тора [53]. Также Mincle связывает кристаллы хо-
лестерина, формирующегося на атеросклероти-
ческих бляшках при гиперхолестеринемии [62].

MCL-рецептор. Более 20 лет назад во время со-
здания библиотеки мышиных макрофагальных
генов был идентифицирован рецептор MCL, со-
стоящий из 219 аминокислотных остатков [63].
MCL, как и Mincle, является С-лектиновым ре-
цептором II типа, имеющим сходную структур-
ную организацию: один распознающий домен на
ножке и трансмембранный участок с коротким
цитоплазматическим хвостом [64]. Данный ре-
цептор также требует присутствия другого рецеп-
тора – FcRγ для осуществления передачи сигнала
внутрь клетки через сигнальный путь Syk/CARD9
[65]. Однако природа взаимодействия с адаптер-
ным белком не достаточно ясна, так как MCL не
содержит необходимого остатка аргинина в транс-
мембранном участке для ассоциации с ITAM, тем
самым ставя под вопрос непосредственную связь с
FcRγ [66]. Предположительно, MCL и Mincle свя-
зываются ковалентно, образуя гетеродимер, в ко-
тором Mincle выступает в роли мостика между ре-
цептором MCL и белком FcRγ (рис. 3) [66, 67].
Возможность такой связи доказывают данные о
прямо-пропорциональной зависимости экспрес-
сии этих двух рецепторов, полученные в спонтан-

Рис. 1. Структура рецептора Mincle, состоящая из короткого N-концевого цитоплазматического домена, трансмем-
бранного домена и С-терминального участка CRD, отделенного от мембраны короткой ножкой [55].

N-концевой домен

Ножка

Мембрана

Трансмембранный домен

С-концевой домен
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ных и ЛПС-стимулированных культурах перито-
неальных макрофагов крысы [67].

MCL был первоначально охарактеризован как
рецептор, конститутивно экспрессирующийся у
мышей исключительно на макрофагах [63]. Одна-
ко дальнейшее изучение MCL у человека показа-
ло не только экспрессию на макрофагах (синови-
альных, перитонеальных и пришедших из крови
моноцитах), но и на клетках Лангерганса, ней-
трофилах, моноцитах, а также зрелых и незрелых
дендритных клетках [64]. У крыс MCL был обна-
ружен на макрофагах, нейтрофилах, дендритных
клетках, B- и Т-лимфоцитах [58, 67].

В отличие от классических лектинов С-типа,
MCL не имеет типичной последовательности
EPN для распознавания углеводов. Она отличает-
ся остатком аминокислоты по последнему поло-
жению, например, у крыс аспарагин заменяется
лизином, у человека аспартатом, а у мышей оста-
ется неизменным [43].

В целом, структура и локализация аминокис-
лотных остатков и позиции ионов Ca2+ в углево-
драспознающем домене у Mincle и MCL похожи,
однако Mincle имеет два иона Ca2+ тогда как
MCL – только один. Эти результаты указывают,
что Mincle и MCL распознают углеводы через
данные последовательности немного по-разно-
му, но аналогичным образом [49].

М. Ямасаки и соавт. показали, что MCL, как и
Mincle, является рецептором ТДМ и его синтети-
ческого аналога – ТДБ [61]. Однако прямое свя-
зывание ТДМ с MCL гораздо слабее, чем с Min-
cle, то есть MCL обладает меньшей аффинностью
к ТДМ. Различия в аффинности эти двух CLR-ре-

цепторов может быть объяснено разницей в раз-
мерах их гидрофобных зон. Mincle обладает боль-
шим гидрофобным участком (Val195, Thr196,
Phe198, Leu199, Tyr201 и Phe202) по сравнению с
MCL (Val197, Pro198 и Phe201) [49]. Однако оказа-
лось затруднительным установить другие глико-
липидные лиганды для MCL, так, в частности, не
увенчался успехом поиск среди 326 углеводных
лигандов и целого ряда моносахаридов [68]. По
мнению Д.Г. Смита, такие результаты свидетель-
ствовуют о том, что MCL не является углеводсвя-
зывающим рецептором, а его взаимодействие с
ТДМ осуществляется через липидный хвост по-
следнего [43]. Следует отметить, что MCL также
является рецептором, участвующим в эндоцито-
зе, что не отрицает возможности его участия в
процессе переработки антигена [64].

По предположению Б. Мартина, γδТ-лимфо-
циты, экспрессирующие MCL и FcRγ, способны
распознавать ТДМ и продуцировать в ответ ци-
токины независимо от Т-клеточного рецептора
(TCR) [69].

В работе [70] показано взаимное влияние экс-
прессии рецепторов MCL и Mincle. Эксперимен-
ты in vivo и in vitro, проведенные в спонтанных и
стимулированных ЛПС и БЦЖ (Бацилла Каль-
метта-Герена) культурах перитонеальных макро-
фагов мышей, показали, что экспрессия Mincle
снижается в отсутствии MCL и наоборот [70]. Од-
нако у клеток, лишенных Mincle, экспрессия ге-
нов MCL остается достоверно высокой на внутри-
клеточном уровне, а для локализации рецептора
на поверхности требуется коэкспрессия рецептора
Mincle. Таким образом, экспрессия обоих рецеп-
торов носит взаимозависимый характер и форми-

Рис. 2. Модель взаимодействия Mincle с микобактерией. Mincle, располагающийся на поверхности макрофага, обра-
зует связь с ТДМ на поверхности микобактерии [58].
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рует необходимый функциональный рецепторный
комплекс на клеточной поверхности [64].

Сравнительно недавние исследования в обла-
сти геномного секвенирования показали, что Min-
cle и MCL не только гомологичны друг к другу, но
также высоко консервативны у разных организ-
мов. Поиск местоположения генов данных CLRs у
различных видов млекопитающих показал, что од-
нопроходные и сумчатые обладают только рецеп-
торами Mincle, тогда как плацентарные экспресси-
руют Mincle и MCL. У мышей и человека гены обо-
их рецепторов располагаются на 6 (6F3) и 12 (12p13)
хромосоме соответственно [71].

CD1-рецептор. Молекулы CD1 представляют
собой класс МНС-подобных молекул, которые
развили способность к презентации липидов. У
человека 5 генов CD1, которые впервые были кло-
нированы в 1986 г. [72]. Эти гены расположены в
первой хромосоме, и проявляют очень ограничен-
ный полиморфизм. Возможно, недостаток функ-
ционального полиморфизма является результатом
селективного давления в пользу способности свя-
зывать структурноконсервативные антигены и
облегчать контакт с TCR (Т клеточный рецептор)

[73]. Четыре изоформы CD1 участвуют в презен-
тации липидов: CD1a, CD1b, CD1c и CD1d. Пя-
тый, CD1е, являясь белком-переносчиком липи-
дов, представляет собой единственный изотип,
который напрямую не презентирует Т-клеткам
антигены, однако играет важную роль в их про-
цессинге и встраивании в CD1 [74, 75]. CD1a,
CD1b и CD1c формируют первую группу молекул
CD1, экспрессия генов которой индуцируется на
миелоидных клетках, в то время как вторая груп-
па, представленная CD1d, экспрессируется кон-
ститутивно. Каждая из изоформ имеет особенную
молекулярную архитектуру, которая определяет
специфичность молекулы CD1 к определенному
спектру липидов (рис. 4) [76–78]. Так изоформы
CD1 экспрессируются на различных типах кле-
ток, таких как миелоидные дендритные клетки
(имеют 5 изоформ белков CD1), клетки Лангер-
ганса (CD1a, CD1e), и B-клетки (CD1c, CD1d)
[73]. Гены CD1 также были обнаружены в тимусе,
где они экспрессируются на тимоцитах [79].

Молекулы CD1 – это гетеродимеры, состоя-
щие из тяжелой цепи нековалентно связанной с
β2-микроглобулином. Тяжелая цепь CD1состоит

Рис. 3. Слева и справа: Связывание микробных гликолипидов с Mincle/MCL приводит к активации транскрипцион-
ного фактора NFκB, который вызывает продукцию цитокинов, активирующих наивные Т-клетки. По центру: MCL
образует гетеродимер с Mincle, что позволяет передать сигнал через FcRγ [66].
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из трех доменов: α1, α2, и α3 и трансмембранного
домена, который заякорен в мембране. В то время
как домены α1 и α2 обладают большим разнооб-
разием изотипов и образуют центральную связы-
вающую полость, домен α3 наиболее консервати-
вен и ассоциирован с β2-микроглобулином [80,
81]. У CD1 антигенсвязывающая область образо-
вана сетью гидрофобных карманов, отвечающих
за связывание липидных молекул [73]. Объем та-
ких областей варьирует среди изоформ с тенден-
цией: CD1a < CD1d < CD1c < CD1b. Размер и
форма этих полостей коррелируют с размером
гидрофобных цепей липидов, которые они могут
презентировать [82]. Как правило, каждая моле-
кула CD1 содержит, по меньшей мере, 2 гидро-
фобных кармана (так называемые А' и F'), кото-
рые связывают антиген [83]. В то время как кар-
ман А' имеет больший размер и более глубокое
погружение, область F' является более открытой
и доступной для захвата антигена [84].

Информация, находящаяся в молекуле CD1
считывается через распознавание Т-клетками
[78, 85, 86]. В презентации миколовых липидов,
включая миколовые кислоты и глюкозо- и глице-
рол-мономиколаты, выделенные из бактерий ро-
дов Mycobacterium, Corynebacterium, Rhodococcus и
Nocardia, участвует изоформа CD1b [87, 88]. CD1b,
являясь самым сложным членом семейства CD1,
имеет самую большую связывающую полость сре-
ди всех изотипов. Впервые структура CD1b была
изучена на примере комплекса с фосфотидили-
нозитолом или ганглиозидами, благодаря чему
было установлено, что связывающая полость со-
стоит из 4 соединенных карманов: A', C', F', и T'
[76]. Такая уникальная архитектура CD1b позво-
ляет связывать очень большие антигены длиной
до 80 атомов углерода [82].

Таким образом, Mincle и MCL являются ос-
новными рецепторами клеточной мембраны им-
мунных клеток, связывающими трегалолипидные
биосурфактанты. Распознавание гликолипидных
молекул реализуется также посредством рецепто-
ра CD1b, который презентирует миколовые гли-
колипиды Т-лимфоцитам, обеспечивая иммун-
ный ответ на липид-содержащие антигены.

Взаимодействие трегалолипидов с биологиче-
скими мембранами. Для объяснения разноплано-
вых иммунорегуляторных эффектов трегалоли-
пидных биосурфактантов важно понимание мо-
лекулярных механизмов, лежащих в основе их
взаимодействия с поверхностными структурами
иммунокомпетентных клеток. Выраженная ам-
фифильная природа и биологическая активность
трегалолипидов определяют направленность их
воздействия на липидные молекулы биологиче-
ских мембран. К основным структурным компо-
нентам мембран эукариотных клеток относятся
глицерофосфолипиды: фосфатидилхолин (ФХ),
фосфатидилэтаноламин (ФЭА), фосфатидилсе-
рин (ФС), фосфатидилинозитол (ФИ) и фосфати-
довая кислота (ФК). Их гидрофобной частью яв-
ляется диацилглицерин, содержащие насыщен-
ные или цис-ненасыщенные жирные кислоты с
различной длиной цепи [89].

Группой исследователей [90, 91] были изучены
физико-химические свойства трегалолипидного
биосурфактанта из Rhodococcus sp. 51Т7, а также
особенности его взаимодействия с мембранами,
состоящими из цвиттерионных фосфолипидов
(ФХ или ФЭА) с различными длинами ацильных
цепей. Выявлено, что сукционил-трегалолипид
встраивается между молекулами мембраны с об-
разованием сурфактантных доменов. Эти биосур-
фактантные структуры хорошо визуализирова-
лись методом атомно-силовой микроскопии
(АСМ), однако не изменяли макроскопическую
двухслойную организацию мембраны [92].

Полученные в работе [93] АСМ-изображения
трегалолипидного биосурфактанта из R. ruber
ИЭГМ 231 выявили образование трех типов моле-
кулярных структур в зависимости от концен-
трации (рис. 5). Так при низкой концентрации
(100 мг/л) наблюдались мицеллоподобные струк-
туры со средним диаметром 30–50 нм, которые
либо располагались одиночно, либо были собра-
ны в длинные тяжи. При более высокой концен-
трации (1000 мг/л) биосурфактант агрегировался
в крупные везикулы неправильной формы диа-
метром 100–300 нм. Механизмы спонтанного пе-
рехода монодисперсных мицелл в агрегаты более

Рис. 4. Схематичное изображение структуры человеческой молекулы CD1 в 4х изоформах: CD1a, b, c, d [76].
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высокого порядка при увеличении концентрации
сурфактантов рассмотрены в работе [94].

По данным [92, 95], в присутствии трегалоли-
пида из Rhodococcus sp. 51Т7 происходили следую-
щие изменения мембранных структур: нарушалась
конформация и кооперативность ФХ и ФЭА, уве-
личивалась текучесть их ацильных цепей, наблю-
далась дегидратация межфазового пространства и
повышалась толщина липидного бислоя.

Кроме незаряженных фосфолипидов в мем-
бранах присутствуют в значительных количе-
ствах анионные фосфолипиды, которые являют-
ся ключевыми функциональными компонента-
ми. В эукариотических мембранах основным
анионным фосфолипидом является фосфати-
дилсерин [96]. Трегалолипид из Rhodococcus sp.
51Т7 оказывал аналогичное влияние на структур-
ные свойства ФС, как и на нейтрально заряжен-

ные фосфолипиды, но, кроме того, понижал тем-
пературу фазового перехода из жидкокристалли-
ческой фазы в гель и наоборот [27, 97].

Этими же авторами изучена мембранотропная
активность трегалолипидного биосурфактанта из
Rhodococcus sp. 51Т7. Было установлено, что этот
трегалолипид вызывает гемолиз человеческих
эритроцитов через коллоидно-осмотический ме-
ханизм [98]. С использованием искусственных
мембран было выявлено, что трегалолипид об-
разует пористые структуры при встраивании в
мембранный бислой, тем самым индуцируя его
пермеабилизацию. Возможно, трегалолипиды
повышают проницаемость мембран эритроци-
тов по механизму формирования пермеабилизую-
щих доменов. Однако липидный состав клеточной
мембраны оказывает влияние на мембранотропную
активность трегалолипидов. Так, наличие холесте-

Рис. 5. АСМ-изображения трех типов молекулярных структур трегалолипидного биосурфактанта из R. ruber ИЭГМ
231 [93]. а – общий вид; б − мицеллы размером 30–50 нм; в − тяжи длиной 0.2–2 мкм; г − везикулы диаметром 100–
300 нм.
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рола препятствовало повышению проницаемости
мембраны под действием трегалолипида, что, по
видимому, обуславливает его различную актив-
ность в отношении мембран прокариотных и эука-
риотных клеток [99]. С помощью сканирующей
электронной микроскопии выявлены морфоло-
гические изменения красных кровяных телец при
инкубации с трегалолипидом, в частности сферо-
цитоз (раздутые шарообразные) и эхиноцитоз
(шиповатой формы) клеток (рис. 6) [98]. Следует
отметить, что в литературе отсутствуют сведения
о взаимодействии бактериальных гликолипидов,
в частности трегалолипидов, с мембранами им-
мунных клеток.

Таким образом, актинобактерии рода Rhodo-
coccus, синтезирующие трегалолипидные биосур-
фактанты, могут рассматриваться как перспектив-
ные продуценты новых биоактивных молекул для
возможного применения в биомедицине. Высокая
иммуномодулирующая активность TДМ, TMM и
других трегалолипидов родококков, их низкая
токсичность по сравнению с микобактериальны-

ми производными определяют существенные пре-
имущества их клинического применения. Недав-
ними исследованиями на мембранах клеток врож-
денного иммунитета показано, что бактериальные
трегалолипиды связываются с высокоаффинны-
ми рецепторами, к которым относятся Mincle и
MСL-рецепторы лектинового семейства. Взаи-
модействие с данными рецепторами обеспечи-
вает высокую иммунорегуляторную активность
трегалолипидов за счет экспрессии транскрип-
ционного фактора Nf-kb, который вызывает
продукцию провоспалительных цитокинов. Ос-
новываясь на расшифровке молекулярных меха-
низмов взаимодействия трегалолипидов с клет-
ками иммунной системы, могут быть открыты
новые подходы к иммунотерапии.

Работа выполнена в рамках госзаданий
AAAAA19-119112290010-7 (ИЭГМ УрО РАН) и
6.3330.2017/4.6 (ПГНИУ) при частичной под-
держке гранта Российского научного фонда 18-
14-00140.

Рис. 6. Влияние трегалолипидов на морфологию эритроцитов человека: СЭМ контрольных эритроцитов в отсутствие (а)
и в присутствии ПЭГ 3350 (в), эритроцитов, инкубированных с 60 мкм трегалолипида в отсутствие (б) и в присутствии
ПЭГ 3350 (г). Масштабная линейка соответствует 5 мкм [98].
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За последние несколько десятилетий было описано свыше 300 метаболитов грибов рода Alternaria,
многие из которых проявляют биологическую активность по отношению к растениям, бактериям,
грибам и простейшим. В обзоре обобщены современные данные о структуре, биологической актив-
ности и возможностях практического применения в защите растений, фармакологии и хемосисте-
матике вторичных метаболитов грибов рода Alternaria. Некоторые виды грибов этого рода, поража-
ющие сорные растения, были предложены в качестве продуцентов биогербицидов. Затронуты ток-
сикологические аспекты применения грибов рода Alternaria в качестве биогербицидов.
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Анаморфный род грибов Alternaria относится к
семейству Pleosporaceae (Pleosporales, Dothideomy-
cetes и Ascomycota). Отличительным признаком
грибов этого рода является образование крупных,
многоклеточных темноокрашенных конидий с по-
перечными и продольными перегородками. Си-
стематика грибов рода Alternaria – предмет посто-
янных научных дискуссий и регулярно пересмат-
ривается. В настоящее время род насчитывает
более 350 видов. Его делят на две условные груп-
пы – мелко- и крупноспоровых видов, которые, в
свою очередь, с использованием морфологиче-
ского и молекулярно-филогенетического подхо-
дов разделены на несколько секций [1–3].

Экологическое и практическое значение гри-
бов рода Alternaria очень велико. Многие виды
являются сапротрофами и развиваются на раз-
нообразных органических субстратах и наряду с
другими микроорганизмами принимают участие
в разложении и минерализации растительных
остатков. Однако большинство представителей
рода Alternaria (A. brassicae, A. brassicicola, A. sola-
ni, A. porri и др.) вызывают болезни растений, а
для ряда сельскохозяйственных культур являются
одними из самых вредоносных. Как правило,
грибы этого рода поражают листья, но могут так-
же поражать семена и плоды [4]. Некоторые пред-
ставители Alternaria spp. охарактеризованы как
эндофиты. Ряд видов грибов этого рода, поража-
ющие сорные растения, были предложены в каче-
стве продуцентов биогербицидов [5–8].

За последние несколько десятилетий были
описаны свыше 300 вторичных метаболитов гри-
бов рода Alternaria, многие из которых проявляют
биологическую активность по отношению к рас-
тениям, бактериям, грибам и простейшим. Эти
метаболиты относятся ко всем классам природных
соединений [9, 10]. Фитопатогенные представите-
ли рода Alternaria известны своей способностью
продуцировать специфичные и неспецифичные
фитотоксины [4]. Вторичные метаболиты микро-
скопических грибов, в частности, грибов рода Alter-
naria, могут служить основой для разработки новых
пестицидов или лекарственных средств [11]. С дру-
гой стороны, грибы рода Alternaria, как сапротро-
фы, так и патогены сельскохозяйственных куль-
тур, продуцируют микотоксины − контаминан-
ты пищевых продуктов [12].

В представленном материале обобщены совре-
менные данные о структуре, биологической ак-
тивности и возможностях практического исполь-
зования вторичных метаболитов грибов рода
Alternaria в защите растений, фармакологии и хе-
мосистематике. Затронуты также токсикологиче-
ские аспекты применения грибов рода Alternaria в
качестве продуцентов биогербицидов.

Микотоксины. Некоторые мелкоспоровые ви-
ды рода Alternaria входят в комплексы микроми-
цетов, развивающиеся на сельскохозяйственной
продукции при хранении. Со второй половины
ХХ в. активно изучается возможное токсическое
действие метаболитов альтернариоидных микро-

УДК 582.284.51:577.115
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мицетов на здоровье человека и животных [13,
14]. Из потенциально токсичных метаболитов гри-
бов этого рода наиболее распространенными кон-
таминантами пищевых продуктов являются аль-
тернариол (АОЛ) и его метиловый эфир (АМЭ),
тентоксин (ТТ), тенуазоновая кислота (ТеК) и аль-
тертоксины I, II и III (рис. 1) [13, 15, 16]. Производ-
ные дибензопиранона – АОЛ и АМЭ – являются
наиболее характерными метаболитами грибов
рода Alternaria, их образуют как крупноспоровые
виды (A. solani, A. porri, A. dauci и др.), так и мел-
коспоровые (A. alternata, A. tenuissima, A. arbo-
rescens и др.) [16–19]. Производное тетрамовой
кислоты, ТеК, и периленхиноновые производ-
ные, альтертоксины I, II и III, образуют преиму-
щественно мелкоспоровые виды Alternaria [16].

Современные исследования микотоксинов
грибов рода Alternaria охватывают несколько ос-
новных направлений, включающих оценку воз-
можных токсических эффектов микотоксинов
in vitro и in vivo, разработку чувствительных мето-
дик обнаружения микотоксинов (в том числе “за-
маскированных” – конъюгированных), скри-
нинг различных образцов кормов и пищевых
продуктов на содержание основных микотокси-
нов и их производных, а также изучение стабиль-
ности микотоксинов в процессе переработки
фруктов, овощей и зерновых продуктов.

Среди основных микотоксинов грибов рода
Alternaria только ТеК проявляет выраженную
острую токсичность: ЛД50 для куриных эмбрионов
составляет 548 мкг/яйцо [20], для крыс – 168 мг/кг,
собак – 2.5–10 мг/кг [21]. Токсичность АОЛ и его
производных, а также альтертоксинов, по-види-
мому, заключается в развитии отдаленных эф-
фектов: генотоксичности, канцерогенности и др.
[22, 23]. Так, в опытах in vitro показано, что АОЛ и
его метиловый эфир способны активировать он-
когены в клетках эпителия кишечника человека
[24], ингибировать топоизомеразы I и IIα [25, 26],
вызывать мутации в клетках фибробластов китай-
ского хомячка V79 [22]. На линиях клеток Caco-2
было показано, что АОЛ в суб-цитотоксичных
концентрациях (15–60 мкМ) вызывает наруше-
ния клеточного цикла и изменяет мембранный
потенциал митохондрий. Это является, очевидно,
следствием генотоксичности микотоксина и при-
водит к апоптозу и некрозу клеток [27]. АОЛ и
АМЕ подавляли индукцию клеточного иммуни-
тета на культурах макрофагов мыши и легочного
эпителия человека в концентрации 10 мкМ [28]. В
опытах in vitro было показано, что АМЭ и АОЛ в
концентрациях 2.5–10 мкМ проявляют микоэст-
рогенные свойства. АОЛ также ингибировал ме-
таболическую активность и пролиферацию гра-
нулезных клеток свиней, что в совокупности с его
микоэстрогенными свойствами может негативно

Рис. 1. Микотоксины грибов рода Alternaria: 1 – альтернариол, 2 – метиловый эфир альтернариола, 3 – тентоксин,
4 – тенуазоновая кислота, 5 – альтертоксин I, 6 – альтертоксин II.

O

OOH

RO

OHH3C N
O

N
H

N

O
O

O

1  R=H
2  R=CH3 3

H
N O

O CH3
O

CH3

H3C

4

OH O

OH O

H

OHOH

OH O

OH O

OH

O

H

5 6



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2020

ГРИБЫ РОДА Alternaria КАК ПРОДУЦЕНТЫ 225

влиять на репродуктивные циклы у свиней и дру-
гих млекопитающих [29, 30].

Минорные микотоксины грибов рода Alterna-
ria – альтертоксины I, II и III – обладают геноток-
сическими и мутагенными свойствами [31–34].
Показано, что цитотоксическая активность аль-
тертоксина II на культурах клеток китайского
хомячка и человека проявляется при его
концентрации 0.1–1.0 мкМ, что на порядок ни-
же, чем для альтертоксинов I и III [13, 35]. В то же
время наибольшую мутагенную активность в те-
сте Эймса на бактерии Salmonella typhimurium
продемонстрировал альтертоксин III: его мута-
генный потенциал был всего в 10 раз ниже, чем у
афлатоксина В1 [31]. Кратковременное (1 ч) воз-
действие 10 мкМ альтертоксина II вызывало ги-
бель клеток эпителия кишечника, причем эф-
фект токсина усугублялся при одновременном
воздействии на клетки деформации сдвига в ка-
честве стрессового фактора [34].

Содержание микотоксинов грибов рода Alter-
naria в кормах и продуктах питания не регламен-
тировано нормативными документами, как в
России, так и в других странах мира. Так, ПДК
для АОЛ, АМЕ и ТеК не установлены [36, 37].
В 2011 г. Европейским агентством по безопасно-
сти продуктов питания (EFSA) была предпринята
попытка оценить уровень опасности микотокси-
нов грибов рода Alternaria для здоровья человека и
животных на международном уровне [38]. Среднее
количество АОЛ и АМЕ, поступающих в организм
человека с пищей (зерно, овощи, фрукты и продук-
ты их переработки) составляет около 2.5 нг/кг мас-
сы тела в день, ТеК и ТТ – 1.5 нг/кг [38].

Во многом отсутствие нормативных докумен-
тов, регламентирующих содержание микотокси-
нов Alternaria spp. в продуктах питания и кормах,
связано с недостатком информации о токсично-
сти этих веществ in vivo. В исследовании с участи-
ем добровольцев показано, что 90% ТеК выво-
дится из организма с мочой в течение 24 ч [39]. В
рамках изучения токсикокинетики АОЛ была по-
казана его способность связываться с сывороточ-
ным альбумином [40]. В тестах in vivo на мышах
АОЛ практически полностью выводился из орга-
низма с фекальными массами и мочой и не про-
являл системной генотоксичности [41]. Тем не
менее, связь между опухолевыми заболеваниями
человека и контаминацией продуктов питания
токсинообразующими грибами рода Alternaria
может быть прослежена [42].

Мелкоспоровые Alternaria spp. из секции
tenuissima могут одновременно образовывать до
15 микотоксинов, концентрация которых может
сильно варьировать. Авторы [43] предположили,
что микотоксины могут действовать синергетиче-
ски. Например, АОЛ in vitro существенно усили-
вал эстрогенный эффект зеараленона – токсина

некоторых видов рода Fusarium. В то же время при
изучении комбинированного воздействия АОЛ и
альтертоксина II in vitro было показано, что на
культурах клеток печени человека HepG2 и аде-
нокарциномы кишечника HT29 АОЛ и альтер-
токсин II в различных соотношениях проявляют
преимущественно аддитивный эффект [44].

Хроматографические методы являются рутин-
ными для количественного определения стан-
дартного набора микотоксинов (АОЛ, АМЭ, ТТ,
ТеК и др.) мелкоспоровых альтернарий. В насто-
ящее время разработаны и валидированы высо-
кочувствительные ВЭЖХ-МС методы определе-
ния этих и других микотоксинов, включающие
простые методики экстракции [45, 46], которые
описаны в работах [47, 48] на примере микоток-
синов плесневых грибов. Разработана методика
определения ТеК в моче при помощи метода раз-
ведений растворов стабильного изотопа (SIDA),
позволяющая определять микотоксин в диапазо-
не концентраций 1–100 мкг/л [39].

В последнее время большой интерес вызыва-
ют, так называемые, конъюгированные (модифи-
цированные, метаболизированные) микотокси-
ны, включающие гликозиды, серосодержащие и
другие их производные. В начале 2000-х годов
начаты исследования модифицированных ток-
синов грибов из родов Aspergillus, Fusarium и Pen-
icillium [49]. Конъюгированные токсины Alterna-
ria spp. изучаются недавно. Однако обнаружено,
что они образуются в чистой культуре, в организ-
ме животных и в растениях. Так, АОЛ-3-сульфат
и АМЕ-3-сульфат были найдены в коммерческих
образцах томатов [50], в моче и кале крыс [51].

Микотоксины Alternaria spp. обнаруживаются
в большинстве образцов различных сельскохо-
зяйственных культур (томатах, яблоках, пшени-
це, овсе и др.) и продуктах их переработки (пюре,
кетчупе, вине, подсолнечном масле и кормовых
ингредиентах) [36, 52–55]. В образцах кормов и
кормового сырья российского производства,
проанализированных в 2014–2016 гг., доминиро-
вали такие токсины грибов рода Alternaria, как
ТеК (41% от общего числа образцов), ТТ (30%),
АОЛ (16%) и АМЭ (10%) [56]. Обнаружено накоп-
ление ТеК в плодах винограда в зависимости от
его сорта на уровне от 0 до 780 мкг/кг [57]. В рабо-
те [58] после анализа 129 образцов фруктовых и
овощных соков, а также продуктов переработки
томатов было сделано заключение, что ТеК не
представляет такой большой опасности для здо-
ровья человека, как АОЛ и АМЕ, обнаруженные в
100% образцов. Содержание АОЛ, АМЕ, альтену-
ена и ТеК в пшенице может достигать уровня 6,
17, 3 и 0.8 мг/кг зерна соответственно [59]. При
помощи метода ВЭЖХ/МС-МС с применением
изотопно-меченого внутреннего стандарта изуче-
но накопление микотоксинов в продуктах для
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детского питания. Наиболее часто в крупах и то-
матном соке встречалась ТеК. При этом в ряде
образцов томатного сока содержание этого ток-
сина было около 0.5 мг/кг [37]. В интактных пло-
дах томатов альтертоксин II быстро метаболизи-
руется растительными ферментами, в то время
как в томатной пасте его разрушение идет более
медленно (в течение 1 сут выявляется около 50%
от внесенного вещества), которое, однако, уско-
ряется при термальной обработке (выход около
2–4% через 24 ч после обработки) [60].

К микотоксинам можно отнести и другие ма-
лоизученные метаболиты Alternaria spp. Так,
A. oxytropis – эндофит бобовых из родов Astragalus
и Oxytropis – продуцирует алкалоид сваинсонин,
который отвечает за токсикозы домашних живот-
ных, питающихся пораженными растениями.
Этот токсин обнаружен также у энтомопатоген-
ного гриба Metarhizium anisopliae, его молекуляр-
ной мишенью является маннозидаза [61]. Токсико-
логические свойства большинства метаболитов
видов рода Alternaria изучены слабо. В частности, к
микотоксинам потенциально могут быть отнесены
дикетопиперазины (например, рассмотренный
ниже макулозин), обнаруженные у Alternaria spp.,
поскольку многие известные представители этого
класса природных соединений проявляют токси-
генные свойства [62].

Фитотоксины. Грибы рода Alternaria, вызываю-
щие болезни растений, по типу питания, как пра-
вило, являются некротрофными патогенами, для
которых характерно образование фитотоксинов
(ФТ) в области инфекции. Исследования их хи-
мической структуры, функций, молекулярных
мишеней и особенностей образования in vitro и
in vivo могут способствовать лучшему пониманию
инфекционного процесса и, следовательно, раз-
работке рациональных способов борьбы с альтер-
нариозами.

Большинство ФТ грибов рода Alternaria явля-
ются неспецифичными (неселективными), по-
скольку к ним чувствителен широкий круг расте-
ний из различных семейств [63]. Более того, многие
из ФТ демонстрируют и другие типы биологиче-
ской активности, в том числе, антимикробную, ин-
сектицидную и цитотоксическую [9]. Образование
таких ФТ не является необходимым условием для
успешной колонизации растения-хозяина, но в
то же время усиливает проявление симптомов за-
ражения [64] и, возможно, повышает шансы на
выживание в конкурентной борьбе за субстрат с
другими микро- и макроорганизмами [65]. Хозя-
ин-специфичные ФТ (ХСТ), к которым высоко
чувствительны только определенные генотипы
культурных или сорных растений, известны пока
только для некоторых патотипов A. alternata [66,
67]. Как правило ХСТ являются факторами пато-
генности, их образование является необходимым

условием для успешной колонизации хозяина
[68–70].

ХСТ A. alternata разнообразны по структуре.
Так, АМ-токсин патотипа A. alternata, вызываю-
щего пятнистость листьев яблони (рис. 2, 1),
представляет собой циклический нерибосомаль-
ный тетрапептид [71]. Токсины патотипов A. al-
ternata, поражающих грушу, землянику и манда-
рин (АК-, AF- и АСТ-токсины соответственно),
имеют в своей структуре один и тот же фрагмент –
эпокси-декатриеновую кислоту (рис. 2, 2–4) [72–
74]. ACRL-токсин патотипа A. alternata, поража-
ющего лимон, является поликетидом (рис. 2.5) и
содержит в своей структуре многоатомный спирт
и дигидропироновое кольцо [75]. AAL-токсины
патогена томата A. alternata f. sp. lycopersici пред-
ставляют собой эфиры аминопентола и являются
структурными аналогами сфинганина и сфинго-
зина (рис. 2, 6) [76].

В настоящее время для большинства ХСТ из-
вестны клеточные мишени. Структурно схожие
АК-, AF- и ACT-токсины вызывают дисфункцию
мембран, которая приводит к утечке электроли-
тов, в первую очередь ионов K+, уже в первые
минуты после обработки этими токсинами [74].
В результате воздействия ACR-токсина в клет-
ках чувствительных сортов растений, происхо-
дит окислительное фосфорилирование, потеря
мембранного потенциала митохондрий и утечка
кофактора NAD+. Чувствительность определен-
ных сортов лимона к действию ACR-токсина
обусловлена посттранскрипционной модифика-
цией митохондриального гена тРНК-Ала, кото-
рая в растительных клетках приводит к синтезу
предположительно порообразующего олигомер-
ного белка [77].

Гены биосинтеза большинства ХСТ A. alternata
находятся на дополнительных хромосомах, нали-
чие которых в геноме не является необходимым
для нормальной жизнедеятельности гриба. Меж-
видовая передача таких хромосом может осу-
ществляться в процессе парасексуального цикла
через анастомозы [67]. “Возникновение” патоти-
пов A. alternata, вероятно, обусловлено внедрени-
ем сортов растений, обладающих молекулярной
мишенью для конститутивных или индуцибель-
ных метаболитов этого гриба или изолятов, несу-
щих указанные выше хромосомы. Однако данных
по встречаемости ХСТ-образующих альтернарий
недостаточно, чтобы определить степень опасно-
сти этих ФТ.

В России был отмечен альтернариоз листьев яб-
лони, однако выявить штаммы A. alternata (или
A. mali), образующие АМ-токсин, не удалось [78].
ВЭЖХ/МС-МС анализ ряда ХСТ (ACTG-C, D, E
и F, AK-токсин II) в изолятах возбудителей аль-
тернариоза листьев цитрусовых Бразилии (танго-
ра и лайма) позволил выявить ХСТ-образующие
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A. alternata. При этом они образовывали АОЛ,
АМЭ, альтенузин, альтенуен и альтертоксин I [79].
При анализе метаболитов A. alternata, выделен-
ных из цитрусовых, собранных в Италии и Испа-
нии, были обнаружены типичные токсины этого
гриба (АОЛ, АМЭ, альтенуен и ТеК). У наиболее
патогенных изолятов выявили наличие гена, отве-
чающего за биосинтез ХСТ ACT-токсина [80].

Подробную информацию о ХСТ A. alternata
можно найти в специально посвященных им об-
зорах [67, 81]. Свойства некоторых других ХСТ
(макулозина и AAL-токсина) будут рассмотрены
ниже. В качестве примеров неспецифических ФТ
будут приведены некоторые метаболиты возбуди-
телей альтернариозов пасленовых и крестоцвет-
ных культур.

Крупноспоровый вид A. solani является возбу-
дителем сухой пятнистости листьев картофеля и
томатов. Из культур этого гриба было выделено
несколько неселективных ФТ. Так, из фильтрата
культуральной жидкости A. solani, выращенной на
среде Чапека-Докса, была выделена альтернарие-

вая кислота (АК) (рис. 3, 1) [82]. Ее фитотоксиче-
ское действие на отсеченных побегах картофеля и
томата выражалось в некротических повреждени-
ях стебля и листьев, схожих по внешнему виду с
симптомами заражения A. solani в природе. В био-
тесте на отсеченных побегах фитотоксическое
действие проявлялось по отношению к растениям
различных семейств – томату, гороху, свекле, ре-
дису, горчице, капусте и моркови [82]. В тесте на
надколотых листовых дисках чувствительными к
АК оказались только растения семейства пасле-
новых – томат, картофель и табак [83]. АК обра-
зуется как на искусственных питательных средах,
так и в пораженных плодах томата, причем не
только в очаге поражения грибом, но и в “отда-
ленных” их участках [84]. Обработка АК в кон-
центрации 50–200 мкМ срезов клубней картофеля,
устойчивого к фитофторозу, вызывала задержку в
проявлении иммунной реакции при заражении
Phytophthora infestans. Таким образом, АК может
играть роль иммуносупрессора в патогенезе
A. solani и других грибов [85]. На это также ука-

Рис. 2. Хозяиноспецифичные фитотоксины грибов рода Alternaria: 1 – АМ-токсин, 2 – АК-токсин, 3 – AF-токсин,
4 – АСТ-токсин, 5 – АСRL-токсин, 6 – AAL-токсин.
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зывает тот факт, что заражение листьев томатов
A. solani благоприятствует их заселению слабопато-
генными мелкоспоровыми альтернариями [86].

Из культуральной жидкости A. solani был вы-
делен антрахиноновый пигмент, альтерсоланол А
(рис. 3, 2) [87]. Этот ФТ и его аналоги были най-
дены и у других грибов, в частности, A. porri, Dac-
tylaria lutea и Phomopsis juniperovora. Альтерсола-
нол А ингибировал рост проростков салата и лука-
батуна (Allium fistulosum). Механизм его действия
заключается в ингибировании клеточного дыха-
ния [88]. При культивировании на картофельно-
глюкозной среде A. solani продуцировал солана-
пироны A-Е (рис. 3, 3) [89]. Эти соединения были
обнаружены также у патогена нута Ascochyta rabiei
и ряда других грибов, причем предполагали, что
образование соланапиронов является фактором

вирулентности у A. rabiei. Однако эти токсины не
детектировались в пораженных тканях нута [90].
Мутантные штаммы A. rabiei и A. solani, неспособ-
ные к биосинтезу соланапиронов, не демонстри-
руют снижения вирулентности на растениях-хо-
зяевах. Таким образом, образование соланапиро-
нов, по-видимому, не является обязательным
фактором для успешной колонизации их проду-
центами растений-хозяев [91].

У различных возбудителей альтернариозов кре-
стоцветных известны ФТ различной химической
природы. Из культурального фильтрата патогена
китайской капусты A. alternata, полученного на мо-
дифицированной среде Ричарда с добавлением
картофельного крахмала, было выделено 11 соеди-
нений терпеноидной природы – би- и трицикло-
альтернаренов (рис. 3, 4). Следует отметить, что

Рис. 3. Неспецифичные фитотоксины грибов рода Alternaria: 1 – альтернариевая кислота, 2 – альтерсоланол А, 3 – сола-
напирон А, 4 – бициклоальтернарен 1, 5 – деструксин В, 6 – брассициколин А.
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среди них два соединения оказались идентичны
известным ранее ACTG-токсинам, выделенным
из патотипа A. alternata, поражающего лимон
(рис. 3, 4). Таким образом, ACTG-токсины мож-
но считать скорее селективными, чем строго спе-
цифичными [92]. Бициклоальтернарен II в кон-
центрации 0.1 мМ подавлял рост ряски многоко-
ренника [93].

При культивировании на среде V8 патоген
рапса A. brassicae продуцировал несколько фито-
токсичных циклодепсипептидов, среди которых
основным фитотоксичным компонентом был де-
струксин В (ДБ) (рис. 3, 5). Этот ФТ в концентра-
ции 50–100 мкг/мл вызывает хлорозы на листьях
рапса, а у растений других семейств – в концен-
трации 250–500 мкг/мл [94, 95]. Среди деструкси-
нов наибольшую фитотоксичность проявлял гомо-
деструксин В [96]. Следует отметить, что деструк-
сины, включая ДБ, также являются метаболитами
некоторых хорошо известных энтомопатогенных
грибов Metarhizium anisopliae и Lecanicillium longispo-
rum [97, 98]. ДБ обнаруживается как в прорастаю-
щих конидиях A. brassicae, так и в растениях, зара-
женных грибом. Этот ФТ активно метаболизиру-
ется в листьях крестоцветных растений, а также
индуцирует в них образование антимикробных ме-
таболитов [99]. Совместная обработка растений ДБ
и конидиями сапротрофного изолята A. alternata не
приводила к возникновению заболевания, как это
происходило при комбинации этого гриба с неко-
торыми другими ХСТ [95]. Таким образом, роль
ДБ в заражении растений его продуцентом остает-
ся неясной.

Основной низкомолекулярный ФТ A. brassici-
cola, брассициколин А, который образуется при
культивировании гриба на различных жидких пи-
тательных средах, но лучше всего – на картофель-
но-декстрозной жидкой среде и на средах, бедных
азотом (рис. 3, 6). Этот ФТ содержит в структуре
редкую для природных соединений изоцианидную
группу и проявляет в концентрации 5 мМ фито-
токсическую активность на листьях растений рода
Brassica, стимулирует образование фитоалексинов
растениями, а также обладает антимикробными
свойствами [100–102].

Необходимо также отметить фитотоксические
свойства часто встречающихся микотоксинов.
Уже упомянутые микотоксины грибов рода Alter-
naria, ТеК, АОЛ и АМЭ, проявляют неспецифи-
ческие фитотоксические свойства [103]. Высказа-
но предположение, что АОЛ, а также его произ-
водные могут играть роль в патогенности грибов
рода Alternaria, хотя они обладают более низкой
фитотоксичностью, чем ТеК. Мутанты по гену
поликетидсинтазы pksI, неспособные к синтезу
пула пиронов (АОЛ, АМЭ, альтенузина и альте-
нуена), обладали пониженной патогенностью по
сравнению со штаммами дикого типа. При гете-

рологичной экспрессии гена pksI в Aspergillus ory-
zae образовывалось достаточное количество АОЛ
[104]. Биосинтез ТеК осуществлялся из изолей-
цина и ацетил-КоА при действии TeA-синтетазы1
[105]. Возможно, получение ТеК–-мутантов поз-
волит определить роль и этого токсина в развитии
мелкоспоровых альтернарий на растениях.

Фитотоксины Alternaria spp. могут быть ис-
пользованы в качестве селективного фактора
для отбора нечувствительных к ним генотипов
культурных растений [106–108]. Так, в патенте
РФ № 2066347 [109] был описан способ получе-
ния токсинов гриба A. solani для применения в
качестве компонента селективных сред в селек-
ции устойчивых к альтернариозу сортов томата
и картофеля. Клеточные линии генотипа морко-
ви, устойчивого к альтернариозу (возбудитель
A. dauci), оказались менее чувствительны по от-
ношению к недавно выделенному фитотоксину,
адулактону, чем клеточные линии, полученные
из восприимчивого к заболеванию генотипа [110].
ТТ нашел применение в биотехнологии расте-
ний для определения жизнеспособности и функ-
ционирования хлоропластов у гибридов Nicotia-
na spp. [111].

Продуценты микогербицидов. Фитопатогенные
микроорганизмы, поражающие сорные растения,
могут быть использованы в качестве биогербици-
дов. Они должны отвечать следующим основным
требованиям: эффективность в полевых условиях,
технологичность и безопасность, как для защи-
щаемых культур, так и для полезных организмов
и человека. Внесение фитопатогенов в агрофито-
ценоз проводится той же аппаратурой, что ис-
пользуется и для применения химических герби-
цидов. При благоприятных условиях это приво-
дит к развитию сильной локальной эпифитотии в
популяции сорного растения в течение одного се-
зона вегетации [112]. Грибы рода Alternaria, вызы-
вающие заболевания сорных растений, часто рас-
сматривались или были запатентованы в качестве
основы для биогербицидов. Их примеры приве-
дены в таблице 1. Некоторые из них были зареги-
стрированы для применения в США (Casst™ и
Smolder™), а препарат Мусо-herb® на основе
A. chlamidosporiformans (Lewia chlamidosporiformans)
проходил предрегистрационные испытания в
Бразилии. Однако внедрения их в практику не
произошло [113]. Причины этого могут быть раз-
личные. Прежде всего, нестабильная эффектив-
ность в полевых условиях, а также возможные
проблемы с получением больших объемов иноку-
люма при помощи твердофазной ферментации и
высушивания конидий Alternaria spp., что являет-
ся стандартным процессом стабилизации иноку-
люма грибов-продуцентов биопестицидов [114].

Препарат Casst на основе конидий A. cassia для
борьбы с сенной туполистной (Senna obtusifolia) и
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кроталярией нарядной (Crotalaria spectabilis) был
зарегистрирован в 1980 гг. [5]. Описана биогерби-
цидная композиция на основе нефитотоксичного
растительного масла, прилипателя и конидий
этого гриба, которую можно использовать при
помощи стандартного распылительного оборудо-
вания [128]. Для повышения эффективности био-
гербицида на основе A. cassia были разработаны
способы совместного применения конидий гриба
с такими химическими гербицидами, как глифо-
сат, 2,4-Д и лактофен [129].

Разработан состав микогербицида против по-
вилики (Cuscuta spp.) на основе смеси конидий Al-
ternaria sp. и Fusarium tricinctum в 0.05%-м растворе
Твин-20. Испытания этой композиции были про-
ведены на плантациях клюквы с высокой есте-
ственной засоренностью повиликой. Препарат
снизил численность повилики на 90% через 24 сут
после обработки [130]. Эффективность A. destru-
ens против повилики, паразитирующей на цитру-
совых, удалось повысить за счет совместного
применения композиции, состоящей из конидий
гриба (18 млрд конидий/л), растительного масла
(7.5%), фитотоксичного прилипателя сульфата
аммония (0.125%) и гербицида глифосата (20 г
действующего вещества/л). Эта смесь была эф-
фективной в полевых условиях, вызывая гибель
паразитического растения через 5 нед. после об-
работки и не затрагивая лимонные деревья [123].

Некоторые виды Alternaria spp. вирулентны
при заражении растений мицелием или его видо-
изменениями, что важно при плохой споруляции.
Так, для A. chlamidosporiformans – продуцента ми-

когербицида против молочая разнолистного (Eu-
phorbium heterophylla) были подобраны условия
получения хламидоспор на жидкой питательной
среде, содержавшей 30 г сахарозы, 20 г дрожжево-
го экстракта и 4 мл Твин-80. Среда имела pH 6.9–
7.0, а температура инкубации составляла 25–30°C
и скорость перемешивания 150 об./мин. Замена
сахарозы на коричневый сахар позволила снизить
расход дрожжевого экстракта в 2 раза без потери
выхода продукта [124].

Из культур ряда возбудителей альтернариозов
сорных растений выделены и охарактеризованы
фитотоксины, которые могут быть использованы
для создания гербицидных композиций или как
маркеры для селекции высокопатогенных штам-
мов. Например, фитотоксичный периленхинон
альтейхин выделен у патогена водного гиацинта
A. eichhorniae [131]. У другого патогена этого рас-
тения (A. crassipies) неидентифицированный фи-
тотоксин предложен в качестве одного из компо-
нентов микогербицида [132]. Фильтрат культу-
ральной жидкости A. alternata LC# 508, основным
компонентом которого является ТеК, может
быть дополнительным в составе микогербицида
для борьбы с лантаной сводчатой [133]. Из куль-
туральной жидкости патогена бодяка полевого
A. cirsinoxia, полученного на глюкозно-аспараги-
новой среде, был выделен цинниол – известный
фитотоксин грибов рода Alternaria (A. tagetica,
A. zinniae, A. porri и др.) [134]. Недавно в твердо-
фазной культуре патогена осота полевого A. sonchi
были обнаружены фитотоксичные хлоромонили-
никовые кислоты B–D, известные у фитопато-

Таблица 1. Виды рода Alternaria, перспективные для разработки биогербицидов

Вид Целевой объект Источник

Alternaria sp. Чертополох мелкоголовчатый (Carduus pycnocephalus) [115]
A. alternata Щирица запрокинутая (Amaranthus retroflexus) [116]
A. alternata Лантана сводчатая (Lantana camara) [117]
A. alternata Ежовник (Echinochloa spp.) [118]
A. alternata Водный гиацинт (Eichhornia crassipes) [119]
A. alternata f. sp. sphenocleae Сфеноклея цейлонская (Sphenoclea zeylanica) [120]
A. cassiae Сенна туполистная (Cassia obtusifolia),

сенна западная (Cassia occidentalis),
кроталярия нарядная (Crotalaria spectabilis)

[5]

A. cirsinoxia Бодяк полевой (Cirsium arvense) [7, 121, 122]
A. destruens Повилика (Cuscuta spp.) [123]
A.euphorbiicola Молочай разнолистный (Euphorbia heterophylla) [124]
A.eichhorniae Водный гиацинт (Eichhornia crassipes) [6]
A. macrospora Партениум позднеплодный (Parthenium hysterophorus) [8]
A. macrospora Анода гребенчатая (Anoda cristata) [125]
A. sonchi Осот полевой (Sonchus arvensis) [126]
A. zinniae Чертополох (Carduus pycnocephalus) [127]
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генных грибов Monilinia fructicola и Cochliobolus
australiensis [10, 135, 136]. Из культуры возбудителя
пятнистости молочая разнолистного A. euphorbii-
cola выделены ангидромевалонолактон, тирозол
и циклоглицилпролин, обладающие фитотокси-
ческими свойствами [137]. Однако роль этих и
многих других фитотоксинов в патогенезе еще не
изучена.

При разработке биогербицидов на основе гри-
бов рода Alternaria необходимо учитывать и риски
их применения – токсигенные и аллергенные
свойства грибов этого рода. Известно, например,
что гриб A. alternata накапливает АОЛ в конидиях
[138], в их оболочке обнаружены аллергенные
белки Alt a1-а15 с молекулярной массой от 11 до
58 кДа [139]. Однако информация о токсигенных
и аллергенных свойствах большинства возбудите-
лей альтернариозов культурных и сорных расте-
ний практически отсутствует. В связи с этим для
продуцентов биогербицидов, включая возбудите-
лей альтернариозов, предложено: 1) разрабаты-
вать методики определения остаточных коли-
честв токсичных и гербицидных метаболитов,
2) подбирать такие способы применения биогер-
бицидов, которые исключают попадание токси-
нов в корма и продукты питания, 3) вести отбор
штаммов, не продуцирующих микотоксины [140].
Для достижения этой цели безусловно будут полез-
ны вышеописанные разработки для анализа мико-
токсинов и ХСТ мелкоспоровых Alternaria spp.

Прообразы действующих веществ химических
пестицидов. Природные биологически активные
соединения, включая вторичные метаболиты
грибов, широко используются в качестве прооб-
разов действующих веществ пестицидов. Так, в
2016 г. продажи инсектицидов на основе природ-
ных соединений или их синтетических аналогов
составляли 73%, фунгицидов – 61%, гербицидов –
39% от общего числа средств защиты растений.
Многие природные соединения обладают ори-
гинальными механизмами действия и благодаря
этому могут быть использованы для борьбы с по-
пуляциями вредных организмов (фитофагов,
фитопатогенов, сорных растений), резистент-
ных к традиционным химическим пестицидам
[141–143].

ТеК и ее синтетические производные рассмат-
ривались как потенциальные инсектицидные со-
единения. ТеК проявила ларвицидную актив-
ность по отношению к гусеницам первого возрас-
та Lucilia sericata (ЛД50 120 мкг/мл), но не была
активна по отношению к другим тестируемым на-
секомым из различных отрядов: Drosophila melan-
ogaster, Sitophilus granarius, Aphis fabae и Tetranychus
urticae. Некоторые производные ТеК (с двумя фе-
нильными группами и хлором при 4-м атоме угле-
рода) проявили повышенную активность по отно-
шению к некоторым упомянутым членистоногим,

например, L. sericata (ЛД50 50 мкг/мл) и S. grana-
rius (ЛД50 23 мкг/мл) [144]. Обработка листьев
розы Rosa chinensis нефитотоксичными дозами
ТеК (0.06 мкг/мл) приводила к стимуляции вы-
работки защитных метаболитов растения и к ги-
бели тли Macrosiphum rosivorum на уровне 80% по
сравнению с контролем [145].

Некоторые альтернарии способны образовы-
вать ингибиторы различных холинэстераз и мо-
гут быть использованы в создании инсектицид-
ных препаратов, многие из которых действуют
на холиновые рецепторы насекомых [146]. Так,
из культуры A. alternata был выделен альтенуен
(рис. 4, 1), соединение, обладающее высокой
ацетилхолинэстераза-ингибирующей активно-
стью, который при добавлении в корм на уровне
50 мг/мл вызывал гибель более чем 70% гусениц
Spodoptera litura [147]. Деструксин В продемон-
стрировал более высокую цитотоксическую ак-
тивность по отношению к клеточной линии Sf9
из Spodoptera frugiperda по сравнению с другими
деструксинами и их синтетическими производ-
ными [148].

Из культуры эндофита виноградной лозы,
идентифицированного как A. alternata, были вы-
делены три соединения из группы дикетопипера-
зинов (рис. 4, 2–4). Соединения ингибировали
спороношение возбудителя ложной мучнистой
росы винограда Plasmopara viticola и не оказывали
фитотоксическое действие на его листья [149].
Продуцирующий эти дикетопиперазины штамм
A. alternata и его метаболиты были запатентованы
как основа для фунгицидного препарата [150]. Ра-
дицинин (рис. 4.5), известный у A. radicina [151],
A. helianthi [152], A. chrysanthemi [153] и Cochliobolus
australiensis [154], обладает заметной ингибирующей
активностью (в концентрации 50 мкг/диск) по от-
ношению к бактерии Xylella fastidiosa, крайне опас-
ного карантинного патогена виноградной лозы в
Европе. Предполагают, что этот метаболит подав-
ляет протеазу этой фитопатогенной бактерии [155].

Большинство изученных Alternaria spp. спо-
собны к образованию фитотоксинов. Некоторые
из них обладают гербицидным потенциалом: вы-
сокой фитотоксической активностью, опреде-
ленной селективностью и новыми механизмами
действия на растения. В настоящее время ощуща-
ется острая нехватка гербицидов с такими свой-
ствами [11, 156, 157]. В разное время среди фито-
токсинов грибов рода Alternaria в качестве прооб-
разов химических гербицидов рассматривались
AAL-токсин, ТТ, макулозин, ТеК и многие другие.

AAL-токсин был выделен и охарактеризован в
конце 1970-х гг. как ХСТ специализированной
формы A. alternata, вызывающей рак стеблей тома-
тов [77]. Информации о встречаемости этого ток-
сина до сих пор мало, поскольку в чистой культуре
он образуется более чем через 1 мес культиви-
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рования при 30°С [158]. AAL-токсин (рис. 2, 6)
рассматривался как перспективная основа для
разработки гербицида против ряда сорных расте-
ний, таких как щирица запрокинутая, дурман
обыкновенный, эшиномене виргинская, сесба-
ния возвышенная и др. [159, 160]. Механизм фи-
тотоксического действия этого соединения за-
ключается в ингибировании церамидсинтазы.
Однако AAL-токсин проявляет токсичность по
отношению к млекопитающим, что ограничивает
его перспективность в качестве химического гер-
бицида [161]. Попытки получить синтетические
аналоги этого ФТ, обладающие высокой фито-
токсической активностью и в то же время низкой
токсичностью для млекопитающих, не увенчались
успехом [162]. Структура AAL-токсина имеет высо-
кую степень сходства с фумонизинами – канцеро-
генными микотоксинами некоторых грибов рода
Fusarium [163]. Фумонизины проявляли более сла-
бую биологическую активность на листьях томата,
чем AAL-токсин. Однако совместная обработка
восприимчивого сорта томата конидиями непа-
тогенного штамма A. alternata и фумонизином
приводила к такому же образованию некротиче-
ских пятен, как и в результате инокуляции кони-
диями патогенного штамма A. alternata f. sp. lycop-
ersici [160].

Циклический тетрапептид тентоксин (ТТ)
(рис. 1, 3) образуют многие виды рода Alternaria:
(например, A. alternata, A. linicola и A. porri), а так-
же некоторые представители других родов грибов
[16]. Его роль в патогенности альтернарий еще не
доказана, однако, ТТ–-мутанты Cochliobolus miy-
abeanus были менее патогенны на листьях риса,

чем штамм дикого типа. Отмечена положитель-
ная связь между образованием ТТ у различных
изолятов гриба и его патогенностью [164]. ТТ
проявляет широкий спектр фитотоксической
активности в микромолярных концентрациях и
обладает качествами, необходимыми для потен-
циально нового химического гербицида [11].
Фитотоксическое действие ТТ проявляется в ви-
де хлорозов. Его механизм действия специфичен
для растений. ТТ является ингибитором АТФа-
зы хлоропластов [165]. Некоторые его синтети-
ческие производные связывались с этим фер-
ментом менее эффективно чем ТТ [166]. Слож-
ность разработки нового гербицида на основе ТТ
заключается, как в низком выходе из культуры
гриба-продуцента A. alternata (макс. 90 мг/л), так
и многостадийном химическом синтезе [165–167].
Эта задача сможет быть решена в будущем при
помощи оптимизации состава питательной среды
и условий культивирования продуцентов ТТ, ли-
бо при помощи подходов метаболической инжене-
рии. Так, идентифицированы два гена, кодирую-
щих предполагаемую нерибосомальную пептид-
синтетазу TES и цитохром 450-белок TES1, которые
необходимы для биосинтеза ТТ у A. alternata ZJ33
[168]. Подана заявка на получение патента, где
идентифицирован ген, отвечающий за синтез ТТ
и его прекурсора, а также приведена методика по-
лучения ТТ гетерологичной экспрессией [169].

Из культуры гриба A. alternata, поражающего
василек пятнистый (Centaurea maculosa), который
является проблемным инвазивным растением в
Северной Америке, был выделен селективный
фитотоксин макулозин (рис. 4, 6). Структура ма-

Рис. 4. Вторичные метаболиты грибов рода Alternaria как прообразы действующих веществ химических пестицидов:
1 – альтенуен, 2 – цикло (L-фенилаланин-транс-4-гидрокси-L-пролин), 3 – цикло (L-лейцин-транс-4-гидрокси-
L-пролин), 4 – цикло (L-аланин-транс-4-гидрокси-L-пролин), 5 – радицинин, 6 – макулозин.
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кулозина представляет собой дикетопиперазин
цикло-(L-Pro-L-Tyr). При оценке активности ма-
кулозина по отношению к 19 видам растений его
фитотоксическое действие было обнаружено
только по отношению к растению-хозяину. Так,
наиболее чувствительными к макулозину оказа-
лись растения василька, собранные в том же рай-
оне, в котором были собраны пораженные образ-
цы. На листовых дисках этих растений макулозин
был токсичен при микромолярной концентра-
ции. Растения, собранные в отдаленных районах,
оказались менее чувствительными к нему. Мож-
но предположить, что макулозин является специ-
фичным по отношению к определенным геноти-
пам C. maculosa [170]. При этом он оказался неэф-
фективен при обработке целых растений василька.
Минорный метаболит A. alternata, цикло(L-Pro-L-
Phe), проявлял активность, как на надколотых ли-
стовых дисках, так и на целых растениях [171], и мо-
жет быть использован как гербицид [172].

Упомянутый выше радицинин оценивается в
качестве гербицидного соединения для борьбы с
буфельской травой (Cenchrus ciliaris) – инвазив-
ным сорным растением в Северной Америке. Он
проявлял активность при концентрации 1 мM,
однако испытанные нативные растения были
менее чувствительными к этому ФТ. У радици-
нина не обнаружены токсигенные свойства. Так,
при концентрации 40 мкМ он не действовал на
развитие эмбриона рыбы Brachydanio rerio [154].
Синтетический (±)-3-деоксирадицинин про-
явил схожий с природным ФТ уровень фитоток-
сической активности [173]. Радицинин и его про-
изводные можно получать биотехнологическими
методами. Так, его выход в твердофазной культу-
ре некоторых изолятов A. radicina на субстрате из
рисовой крупы превышал 3 г/кг субстрата [174].

Среди фитотоксинов грибов рода Alternaria
наиболее активно в настоящее время изучается
гербицидная активность ТеК. Тенуазоновая и
изо-тенуазоновая кислоты были запатентованы в
качестве природных неселективных гербицидов
[175]. В чувствительных растениях ТеК ингибирует
транспорт электронов в фотосистеме II путем свя-
зывания с D1-белком, который является молеку-
лярной мишенью многих коммерческих гербици-
дов. Однако механизм связывания ТеК с мишенью
оригинален. По классификации токсичности пе-
стицидов ТеК относится к среднетоксичным и мо-
жет использоваться в качестве послевсходового
гербицида [176]. Период полураспада ТеК в почве
составляет около 3 сут, а его остаточные количе-
ства обнаруживаются в течение 20 сут [177]. В по-
левых испытаниях синтетическая ТеК уничтожа-
ла свыше 90% молодых растений агератины желе-
зистой (Ageratina adenophora) при норме расхода
600 г/га. В посевах хлопка ТеК с добавлением в
качестве адъюванта полиоксиэтиленовых эфиров
жирных спиртов и лаурокапрама успешно уни-

чтожал два вида экономически значимых сорных
растений Digitaria sanguinalis и Amaranthus retrof-
lexus при норме расхода 1125 г/га [178].

Прообразы лекарственных средств. Вторичные
метаболиты микроорганизмов представляют со-
бой источник базовых структур для разработки
новых лекарственных препаратов, в том числе и
для лечения трудноизлечимых заболеваний чело-
века [179, 180]. Многие метаболиты грибов рода
Alternaria проявили биологическую активность,
перспективную с точки зрения медицинской хи-
мии – цитотоксическую (альтерпорриолы и депу-
децин), антибактериальную (альтенузин и брас-
сициколин), противопаразитарную (депудецин и
альтенузин), противовирусную и др. Некоторые
из них будут рассмотрены ниже.

Производные антрахинона, образуемые вида-
ми A. porri и A. solani, проявляют цитотоксиче-
скую активность по отношению к различным
клеточным линиям. Альтерпорриол F (рис. 5, 1),
выделенный из A. porri, обладал цитотоксической
активностью по отношению к клеткам карцино-
мы шейки матки (линия HeLa) и плоскоклеточ-
ного рака кожи (линия КВ), величина концентра-
ции полумаксимального ингибирования (ИК50)
составила 6.5 и 7.0 мкг/мл соответственно [17].
Альтерпорриол L (рис. 5, 2), выделенный из Alter-
naria sp. ZJ9-6B, показал перспективную цитоток-
сическую активность по отношению к клеткам рака
молочной железы на уровне ИК50 20 мкМ. Он ин-
гибировал рост и пролиферацию опухолевых кле-
ток, а также вызывал их некроз и апоптоз [181].
Известно, что альтерсоланол А в микромолярных
концентрациях обладает цитотоксической актив-
ностью по отношению к клеткам миелогенной
лейкемии (линия K562) и карциномы легкого
(линия А549). Альтерсоланол А при концентра-
ции 25 мкМ индуцировал апоптоз в раковых клет-
ках, и при этом в меньшей степени затрагивалась
жизнеспособность клеток без раковых измене-
ний (мононуклеарные клетки периферической
крови) [182].

Деструксины и, в частности, деструксин В (ДБ)
(рис. 3, 5) интересны как цитотоксические и про-
тивоопухолевые соединения, и их биотехнологи-
ческий потенциал активно изучается [183]. Так,
ДБ ингибирует рост различных линий опухолевых
клеток человека (Sk-Hep1, Hep G2, Mahlavu,
Huh7, HepJ5, HT29, HCT116 и SW480) с ИК50 от 2
до 6 мкМ. В предклинических испытаниях ДБ ин-
гибировал опухолеобразование у HT29-ксено-
трансплантатных мышей. В образцах опухолевой
ткани было отмечено ингибирование β-катенина,
циклина D1, сурвивина и эндотелиального маркера
CD31 и, наоборот, повышенная экспрессия каспа-
зы-3. В целом, это демонстрирует, что ДБ являет-
ся ингибитором Wnt/β-катенин/Tcf-сигнального
пути, и в сочетании с другими химиотерапевтиче-
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скими средствами может быть полезен для лечения
колоректального рака [184, 185]. ДБ вызывает апо-
птоз клеток лимфомы человека (линия Toledo) с
ИК50 1.9 мкМ, что включает изменения мембран-
ного потенциала [186]. На вариантах линии клеток
карциномы кишечника (линия HCT116), устойчи-
вых к действию деструксинов, был изучен молеку-
лярный механизм резистентности. В устойчивых
клетках наблюдались изменения в биохимических
свойствах мембран и повышение содержания хо-
лестерина, что, по-видимому, приводило к сниже-
нию их проницаемости для деструксинов [187].

Метаболит A. brassicicola, депудецин (рис. 5, 3),
способен в микромолярных концентрациях ин-
дуцировать дифференцировку опухолевых кле-
ток. Предполагаемый механизм действия депуде-
цина заключается в ингибировании деацетилаз
гистоновых белков (HDAC). Значение ИК50 для
депудецина в опытах по ингибированию HDAC
in vitro (4.7 мкМ) сравнимы с ИК50 в биотесте на
обратную трансформацию опухолевых клеток
(4.7–47 мкМ) [188].

Альтейхин из A. eichorniae (рис. 5, 4) ингибиру-
ет со значением ИК50 30 мкМ активность теломе-

разы, которая является перспективной мишенью
для терапии онкологических заболеваний, не дей-
ствуя при этом на вирусную обратную транскрип-
тазу [189]. Альтертоксин VII проявил цитотоксиче-
скую активность по отношению к клеткам миело-
генной лейкемии (линия К562), аденокарциномы
шейки матки (линия SGC-7901) и карциномы пе-
чени человека (линия BEL-7402) со значениями
ИК50 26.6, 8.8 и 13.1 мкг/мл соответственно [190].

Ряд соединений, описанных у Alternaria spp.,
проявляют антимикробную активность. Так,
производное дифенила альтенузин (рис. 5, 5), об-
наруженный у нескольких видов Alternaria, по-
давляет рост клинических штаммов Paracoccidioi-
des brasiliensis, вызывающих системные микозы
человека. Минимальные действующие концен-
трации альтенузина для различных штаммов
P. brasiliensis составили 2 – 31 мкМ [191]. Брасси-
циколин А (рис. 3, 6) из A. brassicicola проявляет
антимикробную активность против S. aureus и
B. subtilis со значениями минимальной ингибиру-
ющей концентрации 1.5 и 8.0 мкг/мл соответ-
ственно [100]. Из твердофазной культуры A. sonchi
был выделен антибиотик хлоромонилицин, ак-

Рис. 5. Биологически активные вещества грибов рода Alternaria как прообразы лекарственных средств для медицины
и ветеринарии: 1 – альтерпорриол F, 2 – альтерпорриол L, 3 – депудецин, 4 – альтейхин, 5 – альтенузин, 6 – тетра-
гидроальтерсоланол С, 7 – альтерпорриол Q.
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тивный в концентрации 0.5 мкг/диск по отноше-
нию к E. coli, P. fluorescens, B. subtilis и Candida tropica-
lis. Хлоромонилицин в концентрации 10 мкг/мл
подавлял также прорастание конидий фитопато-
генных грибов F. culmorum, Bipolaris sorokiniana и
C. gloeosporioides [192].

Депудецин и альтенузин могут быть исполь-
зованы для борьбы с паразитарными заболева-
ниями животных и человека. В концентрации
0.5 мкг/мл депудецин значительно снижал внут-
риклеточное размножение возбудителя неоспо-
роза кокцидии Neospora caninum, но не проявлял
цитотоксичности в отношении клеток-хозяев
[193]. Альтенузин являлся ингибитором трипа-
нотион-редуктазы in vitro, значение ИК50 соста-
вило 4.3 мкМ. Альтенузин был предложен для
борьбы с такими паразитарными заболеваниями,
как трипаносомоз и лейшманиоз [194].

Известны противовирусные метаболиты Alter-
naria spp. Альтертоксин V в концентрации
0.5 мкМ подавлял репликацию ВИЧ [195]. Тетра-
гидроальтерсоланол С и альтерпорриол Q (рис. 5,
6 и 7, соответственно) из Alternaria sp. ZJ-2008003
проявили противовирусную активность по отно-
шению к вирусу репродуктивно-респираторного
синдрома свиней [196].

Альтенузин представляет интерес как ингиби-
тор агрегации тау-белка, одного из ключевых эта-
пов развития болезни Альцгеймера. В опытах
in vitro на клетках нейробластомы человека (ли-
ния SH-SY5Y) альтенузин в концентрациях 5–
10 мкМ индуцировал образование олигомерных и
глобулярных структур тау-белка, в то время как
особую опасность при развитии болезни Альцгей-
мера представляют фибриллярные структуры [197].
В КНР альтенузин был запатентован в качестве
компонента лекарственных средств, воздейству-
ющих на фарнезоидный Х-рецептор (FXR), игра-
ющий значительную роль в развитии цирроза пе-
чени, ожирения, диабета 2-го типа и дислипиде-
мии [198, 199].

Для наработки наиболее перспективных БАВ
альтернарий, в частности депудецина и альтену-
зина, в качестве альтернативы биотехнологиче-
скому методу получения предложены эффектив-
ные схемы химического синтеза [200, 201]. Таким
образом, грибы рода Alternaria могут служить как
источником новых БАВ с перспективной фарма-
кологической активностью, так и выступать в ка-
честве продуцентов уже хорошо известных био-
логически активных соединений.

Метаболиты грибов рода Alternaria в качестве
хемотаксономических маркеров. Хемосистематика
широко используется для характеристики и диф-
ференциации различных таксонов грибов, в част-
ности, токсигенных видов Aspergillus, Fusarium и
Penicillium [202]. Важно отметить, что в отличие от
молекулярно-генетических методов, основанных

на анализе последовательностей генов ITS, TEF и
GPD, анализ метаболома Alternaria spp. в опреде-
ленной степени отражает их функции и, соответ-
ственно, потенциальную токсигенность [203]. В
настоящее время для хемотаксономических ис-
следований грибов рода Alternaria используется
стандартный и простой протокол культивирова-
ния грибов и экстракции их метаболитов. Из не-
скольких двухнедельных колоний, полученных
на стандартной агаризованной среде (например,
DRYES), вырезают несколько блоков, из которых
грибные метаболиты экстрагируют при помощи
ультразвука подкисленным этилацетатом. После
удаления растворителя сухой остаток перераство-
ряют в метаноле, и его состав анализируют раз-
личными методами хроматографии. При таком
подходе за несколько суток можно проанализи-
ровать десятки образцов [204–206]. Для более
полного определения биосинтетического потен-
циала грибов их культивируют на различных жид-
ких и твердых питательных субстратах [10]. Тем не
менее, использовать хемотаксономический под-
ход нужно с осторожностью в рамках полифазного
подхода, учитывая, что состав питательных суб-
стратов, длительность и условия культивирования
могут оказать существенное влияние на образова-
ние анализируемых метаболитов грибов [202].

Составы ВЭЖХ-УФ профилей экстрактов
A. infectoria существенно отличаются от других
представителей рода Alternaria наличием уни-
кальных метаболитов [207]. Так, хроматографи-
ческий и спектральный анализ при использова-
нии ВЭЖХ/МС-МС и ВЭЖХ/МСВР состава ме-
таболитов в экстрактах из 14 сут твердофазных
культур (на рисовой крупе) мелкоспоровых Alter-
naria spp., собранных в Германии и России, поз-
волил четко разделить представителей секций te-
nuissima и infectoria. Однако внутри секции tenuis-
sima существенные различия по количественному
и качественному составу метаболитов (проанали-
зировано наличие 15 микотоксинов) среди видов
A. alternata, A. tenuissima и A. arborescens не были
обнаружены [208]. Аналогичные результаты по-
лучены при анализе экстрактов аргентинских
изолятов мелкоспоровых альтернарий, выделен-
ных из различных сельскохозяйственных культур
и выращенных на агаризованной среде DRYES в
течение 2 нед. [206].

Для A. infectoria предложено несколько хемо-
таксономических маркеров (например, инфекто-
пирон) (рис. 6, 1) [209]. Из 153 изученных штам-
мов представителей рода Alternaria у 33 был обна-
ружен инфектопирон и все они относились
комплексу ‘A. infectoria’. Инфектопирон был так-
же обнаружен у видов Stemphylium sarciniforme,
S. vesicarium и Ulocladium consortiale [210]. У других
видов комплекса ‘A. infectoria’ (A. ethzedia, A. gramini-
cola, A. infectoria, A. metachromatica и др.) метаболи-
ты изучены недостаточно. Столь существенная



236

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2020

ДАЛИНОВА и др.

филогенетическая и метаболомная дифференци-
ация грибов группы infectoria от других мелкоспо-
ровых грибов рода Alternaria может быть основа-
нием для вывода их в отдельный род [211].

При помощи ВЭЖХ/УФ и факторного анали-
за изучен набор вторичных метаболитов некото-
рых крупноспоровых видов альтенарий (A. dau-
ci, A. porri, A. solani и A. tomatophila), который по-
казал, что у изучаемых микромицетов
присутствует ряд общих метаболитов: антрахи-
ноновые пигменты – макроспорин (рис. 6, 2) и
альтерсоланол А (рис. 3, 2), а также альтерна-
риол. Альтертоксин I был характерен, как для
A. solani, так и A. tomatophila, а у A. dauci и A. porri
он не был выявлен. В составе экстрактов обна-
ружены также и неизвестные метаболиты, спе-
цифичные для A. dauci, A. solani и A. tomatophila.
Кластерный анализ позволил дифференциро-
вать эти три вида, в то время как различные изо-
ляты A. porri не удалось сгруппировать [212].
Сравнением протеома упомянутых крупноспо-
ровых видов методом MALDI-TOF не были раз-
делены виды A. solani и A. tomatophila, однако
различными молекулярно-генетическими мето-
дами они отлично дифференцируются [213, 214].

Таким образом, грибы рода Alternaria способ-
ны синтезировать широкий набор биологически
активных веществ, относящихся ко всем группам
природных соединений, которые могут быть ис-
пользованы как прообразы лекарственных средств
и пестицидов. Известно более 350 видов грибов
этого рода, однако вторичные метаболиты изуче-
ны лишь у небольшого числа видов, главным обра-
зом, экономически значимых патогенов сельско-
хозяйственных культур и токсигенных видов.
Очевидно, что потенциал грибов этого рода в ка-
честве продуцентов биологически активных со-
единений остается очень высоким. Дальнейший
прогресс в изучении биологически активных со-
единений грибов рода Alternaria будет связан c
углубленной токсикологической оценкой уже из-
вестных и новых метаболитов, определением ро-
ли фитотоксинов этих грибов в патогенезе забо-
леваний растений и изучением биосинтеза и ме-
ханизмов действия наиболее перспективных из

них. Разработки методов количественного опре-
деления токсинов альтернариодных микромице-
тов в различных матрицах могут быть полезны
для оценки безопасности как биогербицидов на
основе Alternaria spp., так и их метаболитов, пред-
ложенных для борьбы с сорными растениями.
Сравнительный анализ профилей вторичных ме-
таболитов может быть использован как дополни-
тельный инструмент для дифференциации видов
альтернариоидных грибов.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского Научного Фонда (проект № 16-
16-00085).
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Alternaria Fungi as Producers of Biologically Active Compounds and Bioherbicides
А. А. Dalinovaa, D. R. Salimovaa, and A. O. Berestetskiya, *

aAll-Russian Institute for Plant Protection, Saint-Petersburg, 196608 Russian Federation
*e-mail: aberestetskiy@vizr.spb.ru

In the last few decades more than 270 metabolites of Alternaria fungi have been reported, some of them dis-
play phytotoxic, antibiotic, antifungal, antiprotozoal activity. This review is devoted to synthesis up-to-date
information about structure, biological activity and possible application of Alternaria metabolites in plant
protection, pharmacology and chemotaxonomy. Some Alternaria fungi were suggested as mycoherbicide. The
toxicology of application of Alternaria fungi as mycoherbicides is discussed.
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Исследована возможность уничтожения покоящихся микобактерий Mycobacterium smegmatis (Msm)
с помощью фотодинамической инактивации (ФДИ), используя их способность запасать эндоген-
ные порфирины в период перехода в состояние покоя. Покоящиеся клетки Msm получали при посте-
пенном закислении среды роста в стационарной фазе в течение 14 сут при разных концентрациях
ионов железа в среде, а также в присутствии 5-аминолевулиновой кислоты в среде роста. Клетки под-
вергали воздействию света с длиной волны 532 нм, испускаемой лазером LLD10 в течение 5–60 мин.
Показано, что увеличение концентрации копропорфирина у M. smegmatis через 6 суток роста при
оптимальной концентрации ионов железа 0.5 г/л коррелировало с началом снижения метаболиче-
ской активности и образованием овоидных покоящихся форм. Покоящиеся бактерии были чув-
ствительны к ФДИ и погибали через 15–30 мин освещения, в отличие от активных клеток. В при-
сутствии 5-аминолевулиновой кислоты происходило усиление продукции уропорфирина как в ак-
тивных, так и в покоящихся микобактериях, что сопровождалось повышением чувствительности к
действию ФДИ. Полученные результаты выявляют перспективу использования ФДИ для борьбы с
покоящимися формами возбудителя ТБ и латентной формой заболевания.

Ключевые слова: Mycobacterium smegmatis, порфирин, фотодинамическая инактивация, покоящиеся
микобактерии
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Туберкулез (ТБ) является одной из 10 основных
причин смерти в мире. По данным ВОЗ в 2018 г. ту-
беркулезом заболели 10 млн чел. в мире, и 1.5 млн
чел. (в том числе 0.251 млн чел. с ВИЧ) умерли от
этой болезни. Туберкулез с множественной ле-
карственной устойчивостью (МЛУ-ТБ) по-
прежнему представляет серьезную проблему для
здравоохранения. По оценкам ВОЗ, в 2018 г. в
мире выявлено 484000 заболевших туберкуле-
зом, возбудитель которого обладал устойчиво-
стью к рифампицину – самому эффективному
препарату первой линии. Среди вновь выявлен-
ных больных ТБ в 2018 г. в 78% диагностировали
МЛУ-ТБ. Около одной четверти населения мира
имеют латентный туберкулез. Риск того, что ин-
фицированные туберкулезными бактериями за-
болеют туберкулезом, составляет 5–15%. Однако
люди с ослабленной иммунной системой, такие
как ВИЧ-инфицированные, а также неполноцен-
но питающиеся или курящие подвергаются го-
раздо более высокому риску заболевания. Без
надлежащего лечения в среднем 45% ВИЧ-нега-

тивных людей с туберкулезом и почти все ВИЧ-
позитивные люди с туберкулезом погибают.

Возбудитель ТБ – Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) способен в неблагоприятных условиях об-
разовывать покоящиеся формы, которые не толь-
ко приобретают устойчивость ко всем известным
антибактериальным препаратам, но и способны де-
сятилетиями сохранять жизнеспособность в орга-
низме человека и переходить в активное состояние,
вызывая возобновление болезни. Несмотря на не-
давние многочисленные исследования молекуляр-
ных механизмов, лежащих в основе перехода актив-
ных микобактерий в состояние покоя, мало извест-
но об особенностях метаболических процессов,
протекающих в покоящихся микобактериях. Исхо-
дя из того, что в состоянии покоя в бактериях про-
исходит торможение метаболизма, включающее
ингибирование многих ферментов и биохимиче-
ских путей, можно ожидать внутриклеточного на-
копления некоторых промежуточных метаболитов,
таких как метаболиты немевалонатного пути био-
синтеза терпеноидов [1]. В недавней работе [2] бы-
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ло показано накопление в значительных количе-
ствах промежуточных продуктов биосинтеза прото-
порфиринов – ключевых молекул гем-содержащих
ферментов. Быстрорастущий родственник возбу-
дителя ТБ – Mycobacterium smegmatis (Msm) спосо-
бен накапливать эндогенно свободные порфи-
рины, такие как копропорфирин III и уропор-
фирин III, а также их метиловые эфиры [2] во
время перехода в покоящееся состояние. В про-
теомном профиле покоящихся клеток Msm об-
наружено увеличение количества ферментов
синтеза порфирина: порфибилиногендеамина-
за, дегидратаза дельта-аминолевулиновой кис-
лоты, декарбоксилаза уропорфириногена, в от-
личие от активных микобактерий [3].

Это необычное явление требует дальнейшего
исследования для установления особенностей
структуры накопленных порфиринов, характери-
стики ферментов, участвующих в их синтезе и
причин этого явления. С другой стороны, воз-
можное накопление порфиринов в условиях по-
коя Mtb может быть использовано для фотодина-
мической инактивации (ФДИ) таких форм и ле-
чения латентного ТБ. До настоящего времени
накопление покоящимися микобактериями пор-
фиринов до сих пор не было исследовано.

Цель работы − изучение накопления порфи-
ринов при переходе активных Msm в покоящееся
состояние, а также оценка эффективности фото-
динамической инактивации покоящихся мико-
бактерий.

МЕТОДИКА

Образование покоящихся форм M. smegmatis.
Клетки M. smegmatis штамма mc2155 выращивали
в питательном бульоне (NB) (“Himedia”, Индия)
при 37°C в течение 24 ч при перемешивании
(200 об./мин). Инокулят (1 мл) добавляли к 100 мл
среды Сатона, следующего состава (г/л): K2HPO4 −
0.5; MgSO4 ⋅ 7H2O − 1.4; L-аспарагин − 4.0; цитрат
аммония трехвалентного железа − 0.05; цитрат
Na − 2.0; ZnSO4 − 0.01 (“Sigma Aldrich”, США) и
глицерин (“Panreac”, Испания) − 60 мл, рН 6.0,
вместо обычного для этой среды рН 7.0. Для
предотвращения агрегации клеток добавляли
Твин 80 (конечная концентрация 0.05%). Культу-
ру выращивали при 37°С на качалке (200 об./мин)
в течение 13–16 сут, пока не установится значе-
ние рН среды ~ 6.0 [4].

Оценка жизнеспособности по КОЕ. Бактери-
альные суспензии покоящихся, активных и осве-
щенных микобактерий серийно разводили в све-
жей среде Сатона, и затем по три пробы 10 мкл из
каждого разведения наносили на агаризированную
среду NB (“Himedia”, India). Чашки Петри инку-
бировали при 37°С в течение 5 сут, затем подсчиты-

вали количество колониеобразующих единиц
(КОЕ). Предел обнаружения составил 10 КОЕ/мл.

Определение метаболической активности кле-
ток методом мониторинга включения 3Н-урацила.
Культуры активных и покоящихся клеток
М. smegmatis (1 мл) инкубировали с 1 мкл [5.6-3H]
урацила (конечная молярная активность –
1 мкКи/0.02 мкмоль) в течение 4 ч при 37°С на
шейкере (45–60 об./мин). Клетки собирали на
GFC-фильтрах из стекловолокна (“Whatman”,
Англия), промывали 3 мл 7%-ной трихлоруксус-
ной кислоты, а затем 3 мл абсолютного этанола.
Высушенные на воздухе фильтры помещали в
сцинтилляционную жидкость, радиоактивность
измеряли на сцинтилляционном счетчике LS6500
(“Beckman”, США).

Экстракция пигмента из клеток. Пигмент экс-
трагировали из биомассы бактерий по методу
Блая и Дайера [5]. К влажной биомассе (0.8 г) до-
бавляли 1.0 мл хлороформа и 2.0 мл метанола,
клетки перемешивали в течение 2 ч, затем цен-
трифугировали при 2500 g в течение 20 мин и к
надосадочной жидкости добавляли 1.0 мл воды и
1.0 мл хлороформа (для разделения фаз). Слой
хлороформа трижды промывали 0.1 М NaCl и за-
тем анализировали методом ВЭЖХ (Аквилон,
“Стайер”, Россия).

Определение порфирина методом ВЭЖХ. Хло-
роформные экстракт, содержащий порфирины,
анализировали методом ВЭЖХ; использовали
колонку размером 4.6 × 250 мм с сорбентом Kro-
masil 100-5 С18 (“Akzo Nobel”, Швеция); в гради-
ентном режиме с буфером A (30%-ный водный
CH3CN) и буфером B (100% CH3CN); скорость
потока, 1 мл/мин, объем образца 50 мкл. Копро-
порфирин III и протопорфирин IX (Calbiochem,
США) были использованы в качестве стандартов.
Длина волны регистрации − 400 нм.

Фотодинамическая инактивация. Для экспери-
ментов по инактивации светом использовали сус-
пензии покоящихся или активных клеток Msm с
ОП = 0.1, что соответствовало ~107 бактерий в мл.
В лунки 96-луночного планшета Nunc (“Ther-
moFisher Scientific”, США) вносили по 100 мкл
суспензий бактерий. Образцы освещали с помо-
щью лазера LLD10 (“ATC Semiconductor Devices”,
Россия) при 532 нм. Плотность мощности света
определяли с помощью измерителя мощности
2936-c (“Newport”, США). Световой пучок кол-
лимировали до диаметра 5 мм, что соответствовало
диаметру лунок 96-луночного планшета. Освещали
в течение 5, 15, 30 или 60 мин. Температурный кон-
троль осуществлялся с помощью мультиметриче-
ского термопарного датчика 80BK типа K (“Fluke”,
Германия) непосредственно в микроячейке до и
после освещения, а также в присутствии и без сус-
пензии M. smegmatis с точностью ±0.2°C. Темпе-
ратура была ниже 40°С в лунках в течение всех
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экспериментов. После освещения образцов де-
сятикратные разведения (от 10–1 до 10–7) высева-
ли на чашки с агаризованным МПБ для опреде-
ления КОЕ. Инкубацию проводили при 37°C в
течение 5 сут.

Микроскопия. Фазово-контрастную эпифлуо-
ресцентную микроскопию осуществляли с ис-
пользованием микроскопа Eclipse Ni-U (“Nikon”,
Япония) при увеличении ×1500. Эпифлуоресцент-
ную микроскопию проводили в “канале TRITC”
(Ex = 540/25; DM = 565; BA = 605/55). Фотогра-
фии были сделаны с помощью камеры DS Qi2
(“Nikon”, Япония). Конечная концентрация до-
бавленного к клеткам йодида пропидия (PI) 1 мкг
на мл.

Проточная цитометрия. Для количественной
оценки бактериальных клеток, окрашенных PI
(пропидий йодид) использовали проточный ци-
тометер FACSCalibur (“Becton Dickinson”, США).
Анализировали распределение клеток в коорди-
натах SSC-H ~ FL3 (регистрировалось 10000 кле-
ток со скоростью записи 1000 клеток/с). Анализ
данных проводился с использованием программ-
ного обеспечения FlowJo LLC (“Орегон”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В экспериментальных моделях образования
покоящихся форм микобактерий in vitro показа-
но, что такие клетки обладают низкой активно-
стью метаболизма и устойчивостью к известным
противотуберкулезным препаратам [6]. Действие
многих антибиотиков основано на ингибирова-
нии таких основных биосинтетических путей, как
синтезы белка, нуклеиновых кислот или полиме-
ров клеточной стенки, что в конечном счете при-
водит к гибели бактерий. Покоящиеся бактерии с
незначительной метаболической активностью мо-
гут избежать действия таких “биохимических
блокаторов” несмотря на то, что они все еще со-
держат подходящую мишень. Можно предполо-
жить, что эффект полного подавления жизне-
способности покоящихся “некультивируемых”
микобактерий может быть обеспечен другим ти-
пом противомикробных препаратов, вызываю-
щих прямое вредное воздействие на бактериаль-
ную клетку [6]. Такие соединения могут модифи-
цировать внутриклеточные компоненты путем
алкилирования, гидролиза, восстановления/окис-
ления и т.д. Так, 2-тиопиридины способствуют
транспорту Cu++ и накоплению этого иона в ток-
сичных концентрациях в клетке путем формиро-
вания стабильного заряженного комплекса [7],
что приводит к стерилизующему эффекту в отно-
шении покоящихся форм Mtb. Подобный эффект
наблюдался в отношении покоящихся микобак-
терий при использовании полидиаллиламинов,
вызывающих деструкцию клеточной стенки [8].

Обнаруженное ранее явление накопления сво-
бодных и метилированных порфиринов в покоя-
щихся микобактериях [2] может быть использо-
вано для проведения их фотодинамической инак-
тивации. Среди имеющихся в настоящий момент
фотосенсибилизаторов (ФС) у порфирина и его
аналогов имеются следующие преимущества:
1) многие из них являются эффективными проду-
центами синглетного кислорода; 2) они обычно
не генерируют синглентный кислород в отсут-
ствие света; 3) имеют заметное поглощение в
красной области оптического спектра; 4) они от-
носительно стабильны. В настоящей работе была
проведена экспериментальная проверка влияния
фотодинамической инактивации на жизнеспо-
собность покоящихся форм Msm.

Бактерии M. smegmatis, выращенные в среде Са-
тона, в условиях постепенного подкисления среды
роста, образовали покоящиеся клетки овоидной
формы после 14 сут культивирования. Появление
овоидных клеток в популяции сопровождалось
снижением метаболической активности, о чем
свидетельствует уменьшение включения H3-ура-
цила, в то время как КОЕ в культуре оставалась по-
чти постоянным в течение 30 сут. Также такие
формы микобактерий имели низкую дыхательную
активность и были значительно менее чувстви-
тельны к ингибированию синтеза РНК (рифампи-
цин) и белка (гигромицин) или H+АТФазы (беда-
квилин) (табл. 1). В таких покоящихся клетках
Msm было обнаружено накопление значительно-
го количества уропорфирина/копропорфирина и
их метильных производных [2]. Поскольку пор-
фирины являются предшественниками гема, для
синтеза которого также требуются ионы железа,
можно предположить, что концентрация железа
внутри клетки может влиять на скорость синтеза
предшественников гема. Была проанализирована
динамика внутриклеточного накопления порфи-
ринов при переходе микобактерий в состояние
покоя в среде Сатона, содержащей разные коли-
чества ионов Fe3+ в диапазоне от 0 до 3.2 г/л цит-
рата железа (III)-аммония ((NH4)5[Fe(C6H4O7)2]),
остальные компоненты среды добавляли в неиз-
менной концентрации. В норме количество цит-
рата железа (III)-аммония составляло 0.05 г/л
среды. Наибольшая интенсивность накопления
веществ порфириновой структуры (до 1.2 мкМ
против 0.4 мкМ при стандартной концентрации
железа) была обнаружена при концентрации
цитрата железа (III)-аммония, соответствующей
0.5 г/л (рис. 1). При отсутствии железа микобакте-
рии не переходят в покоящуюся форму (рис. 2).
Микроскопические исследования показали, что
при отсутствии железа овоидные формы мико-
бактерий не образуются, клетки продолжали де-
литься и были представлены тонкими длинными
палочками (рис. 2). При этом закисления внеш-



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2020

ЭФФЕКТ ФОТОДИНАМИЧЕСКОЙ ИНАКТИВАЦИИ 245

ней среды в стационарной фазе роста культуры не
наблюдалось. При концентрации цитрата железа
(III) аммония 0.05 и 0.5 г/л появлялись типичные
овоидные формы клеток, которые ассоциирова-
ны с состоянием покоя у микобактерий, в этих
случаях происходило самозакисление окружаю-
щей среды до значений 5.6–6.2. При концентра-
ции цитрата аммонийного железа (III) 1.3 и 3.2 г/л
наблюдалось сильно выраженная гетерогенность
клеток в культуре, при которой наряду с овоидны-
ми клетками присутствовали и короткие палочки.
Увеличение концентрации копропорфирина в
стационарной фазе (после 6 сут роста) коррелиро-
вало с постепенным подкислением культуры, на-
чалом снижения метаболической активности и об-
разованием овоидных покоящихся форм (табл. 2).

Для увеличения внутриклеточной концентра-
ции порфиринов в микобактериях была исполь-
зована 5-аминолевулиновая кислота (АЛК), кото-
рую добавляли в среду выращивания. В этом слу-
чае наблюдалось увеличение внутриклеточной
концентрации неметилированных порфиринов
(уропорфирина) в бактериях стационарной фазы
развития культуры и в покоящихся микобактери-
ях (табл. 3), но не в клетках логарифмической фа-
зы роста (не показано). Анализ экстрагирован-
ных порфиринов из активных и покоящихся кле-
ток, выращенных в присутствии АЛК, методом
ВЭЖХ показал, что в присутствии избытка АЛК в
среде наблюдалось уменьшение продукции мети-
лированной формы копропорфирина и увеличе-
ние количества уропорфирина (табл. 3).

Было изучено влияние света с длиной волны
532 нм (совпадает с максимумом поглощения
порфиринов в видимой области [2]) на жизнеспо-

собность активных и покоящихся форм микобак-
терий, выращенных в присутствии 3.0 мМ АЛК и
без нее (рис. 3). Наибольшее снижение выживае-
мости микобактерий наблюдалась при воздей-
ствии света на покоящиеся микобактерии, выра-
щенные в присутствии АЛК (снижение показате-
ля в 1000 раз при 30 мин освещения), в случае
воздействия света на покоящиеся микобактерии,
выращенные без добавления АЛК также отмеча-
лось значительное снижение выживаемости кле-
ток в 100 раз (рис. 3а), что косвенно подтвердило
накопление порфиринов в покоящихся клетках

Таблица 1. Свойства активных и покоящихся клеток M. smegmatis

*Количество клеток в популяции, устойчивых к обработке гигромицином (100 мкг/мл), рифампицином (50 мкг/мл) и беда-
квилином (50 мкг/мл) было выявлено из соотношения значений НВЧК до и после обработки клеток антибиотиками.

Параметр Активные клетки Покоящиеся клетки

Размер клетки, длина/ширина, мкм 3.43 ± 1.05/0.61  ± 0.06 1.42 ± 0.35/0.55  ± 0.08

Скорость включения H3-урацила при 37°C, CPM/мг влаж-
ного веса клеток

21383 ± 3401 646 ± 13

Скорость включения H3-урацила при 25°C, CPM/мг влаж-
ного веса клеток

6036 ± 793 30 ± 5

Активность дыхания:

Активность ДФИ-редуктазы, ОП600 /мин–1 мг–1 0.18 ± 0.01 0.01 ± 0.005

Потребление кислорода, нмоль O2 мин–1 мг–1 20 ± 4.5 2.5 ± .075

АТФ, пкмоль × влажного веса клеток–1 82 ± 13 10 ± 2

Устойчивость к рифампицину, %* 0.02 ± 0.007 62.5 ± 17.8

Устойчивость к гигромицину, %* 0.0001 ± 0.00005 10 ± 2

Устойчивость к бедаквилину, %* 1.4 ± 0.5 30.8 ± 9.2

Рис. 1. Влияние концентрации железа на продукцию
порфиринов в процессе образования покоящихся ми-
кобактерий. На оси абсцисс – концентрация железа в
(г/л). На оси ординат – концентрация экстрагирован-
ных из клеток M. smegmatis порфиринов в (мкМ).
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Msm. В дальнейшем изучали влияние времени
воздействия света с λ 532 нм на жизнеспособ-
ность клеток Msm трех типов: 1) клетки логариф-
мической фазы роста, выращенные в присут-
ствии 3.0 мМ АЛК в течение 18 ч; 2) клетки ран-
ней стационарной фазы роста (27 ч); 3) клетки
ранней стационарной фазы роста, выращенные в
течение 27 ч в присутствии АЛК (рис. 3б). При об-
лучении лазером с λ 532 нм в течение 15 мин актив-
ные бактерии ранней стационарной фазы роста,
выращенные в присутствии АЛК, быстро погибали,
при этом КОЕ с 107 уменьшалось до 2 × 104, в отли-
чие от двух других вариантов культур; продолже-
ние освещения не приводило к дальнейшему сни-
жению КОЕ (рис. 3б).

ВЭЖХ-анализ порфиринов, экстрагирован-
ных из освещенных покоящихся микобактерий,
выявил выраженное уменьшение пика (20 мин),
соответствующего копропорфиринам, и появле-
ние дополнительного пика (23.5 мин, не показа-

но), что, очевидно, связано с накоплением фото-
модифицированной формы порфиринов.

Чтобы проанализировать возможное разруше-
ние клеток после светового воздействия, накоп-
ление поврежденных клеток оценивали методом
проточной цитометрии с помощью окрашивания
иодидом пропидия, который формирует флуо-
ресцентный комплекс с ДНК при повреждении
барьера проницаемости клеток бактерий. Типич-
ная картина распределения неокрашенной пробы
клеток микобактерий, включающая в себя попу-
ляцию живых и мертвых клеток продемонстриро-
вана на рис. 4 (проба без красителя). Однако, если
к этой пробе добавить ДНК-связывающийся кра-
ситель PI, который связывается с исключительно
поврежденными (мертвыми) бактериальными
клетками, интенсивность сигнала FL3 (красная
флуоресценция) значительно возрастала, особен-
но для образца, предварительно освещенного ла-
зером. Наложение точечных диаграмм окрашен-

Рис. 2. Изменение значений рН и морфологии бактерий в процессе перехода в состояние покоя клеток Msm при раз-
ных концентрациях железа в среде роста.
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Таблица 2. Концентрации порфиринов в клетках M. smegmatis при переходе в состояние покоя

Время, сут pH
Тетраметил-копропорфирин в CHCl3, 

ммоль/г влажного веса клеток
Копропорфирин в CH3OH, ммоль/г 

влажного веса клеток

2 6.65 24.32 ± 4.5 0.16 ± 0.01
3 7.27 34.61 ± 5.0 0.93 ± 0.1
4 7.58 67.55 ± 5.5 0.57 ± 0.04
5 7.64 76.11 ± 4.2 1.05 ± 0.08
6 7.47 200.43 ± 7.5 1.14 ± 0.1
7 7.15 194.5 ± 14.6 1.23 ± 0.11
8 7.03 272.74 ± 8.5 0.53 ± 0.06
9 6.6 312.93 ± 10.5 0.48 ± 0.03

10 6.3 307.03 ± 6.5 0.35 ± 0.03
11 6.18 286.07 ± 10.2 0
12 6.23 402.64 ± 7.5 0
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ных и неокрашенных клеток позволило выявить
клетки с красной флуоресценцией, а следова-
тельно, установить процент поврежденных кле-
ток. Цитометрия неосвещенных клеток в присут-
ствии иодида пропидия выявила некоторое коли-
чество поврежденных бактерий (33.3 ± 3.3%)
(рис. 4), которые отражают существование не-
жизнеспособных клеток даже в неэкспонирован-
ной культуре. На рис. 4б показано увеличение ко-
личества поврежденных клеток сразу же после
воздействия света по сравнению с неосвещенны-
ми клетками. По данным проточной цитометрии,
после 30 мин воздействия света около 60 процен-
тов (58.73 ± 4.9%) клеток были повреждены.

Таким образом, в данном исследовании выяв-
лено, что освещение бактерий лазерным светом
приводило к инактивации микобактерий, нахо-
дящихся в стадии покоя, в противоположность
активным бактериям логарифмической фазы ро-
ста (рис. 3). Очевидно, что снижение выживаемо-
сти бактерий под действием света действительно
связано с накоплением порфиринов, поскольку
введение АЛК в среду роста стимулировало выра-
ботку порфиринов (табл. 3) и повышало чувстви-
тельность клеток к освещению (рис. 3). Ранее
стимуляция синтеза порфиринов под действием
АЛК была описана для культур Mycobacterium phlei
и M. smegmatis [9], но фотодинамическое действие
эндогенных порфиринов в отношении микобак-
терий не оценивалось.

Хотя большинство клеток (около 99%) в иссле-
дованных популяциях были высокочувствитель-
ными к освещению, менее 1.0% клеток были либо
устойчивы к освещению при 532 нм, либо значи-
тельно менее чувствительны к нему (рис. 3). Од-
ной из причин возникновения остаточной устой-
чивости клеток к освещению может быть “эф-
фект фильтра”, когда свет рассеивается клетками
в суспензии, что приводит к снижению световой
дозы в глубоких слоях образца. Гетерогенность
клеток в популяции, содержащих различное ко-
личество порфиринов, также может объяснять
этот эффект. Интересно, что оценка количества
поврежденных и, очевидно, нежизнеспособных
клеток сразу же после освещения методом про-

точной цитометрии (рис. 4) выявляет значитель-
ную часть популяции как неповрежденную (око-
ло 40%). Последнее означает, что в популяции
действительно присутствуют высокочувствитель-
ные к освещению клетки и менее чувствитель-
ные. Однако последние также содержат опреде-

Таблица 3. Содержание порфиринов в активных и покоящихся клетках M. smegmatis, выращенных в присутствии
5-аминолевулиновой кислоты и без нее

Вариант опыта
Метилированный копропорфирин

(экстракция ацетоном и аммиаком),
мкг/мг влажного веса клеток

Уропорфирин
(экстракция хлороформом

и метанолом с водой),
мкг/мг влажного веса клеток

Покоящиеся Msm 0.575 ± 0.08 0.00345 ± 0.0001
Покоящиеся Msm + АЛК 0.305 ± 0.008 0.14 ± 0.014
Активные Msm 0.04667 ± 0.006 0.02233 ± 0.002
Актвные Msm + АЛК 0.07667 ± 0.006 0.11767 ± 0.011

Рис. 3. Влияние света λ – 532 нм на выживаемость
клеток покоящихся (а) и активных (б) клеток Msm,
выращенные с добавлением АЛК (2) и без нее (1). б −
1, 2 – выращивание 18 ч, 3 – 27 ч.
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ленные повреждения, которые приводят в конеч-
ном итоге к гибели около 99% клеток.

Полученные нами результаты согласуются с ис-
следованиями, в которых описывается возмож-
ность фотодинамической инактивации микобакте-
рий в основном при помощи экзогенно добавлен-
ных ФС. Так, Санг с соавт. продемонстрировали
возможность фотоинактивации штаммов Mtb с
множественной лекарственной устойчивостью с
применением экзогенно введенного фотосенсиби-
лизатора радахлорина in vitro [10]. Ранее было пока-
зано, что Mycobacterium bovis BCG [11], M. marinum
[12], M. fortutinum [13] могут быть инактивирова-
ны путем фотодинамического воздействия с при-
менением экзогенно добавленных порфиринов,
как in vitro, так и in vivo. Применение катионных
ФС порфириновой природы приводило к значи-
тельному снижению числа жизнеспособных кле-
ток M. smegmatis при ФДИ белым светом в экспе-
риментах in vitro [14]. Иногда в качестве таких
экзогенно добавленных фотосенсибилизаторов
используют вещества порфириновой структу-
ры. Так, для фотодинамической инактивации зо-

лотистого стафилококка применяли порфирины,
связанные с циклодекстрином [15].

Работы, в которых использовались эндогенные
ФС для инактивации клеток бактерий, находящих-
ся в состоянии покоя, ранее не проводились. Обна-
руженный нами факт накопления эндогенных пор-
фиринов в процессе перехода микобактерий в со-
стояние покоя является уникальным и расширяет
горизонты для использования фотодинамической
терапии в отношении возбудителя туберкулеза.

В настоящем исследовании впервые показана
возможность фотоинактивации in vitro активных
и покоящихся форм микобактерий на примере
быстрорастущего родственного возбудителю ту-
беркулеза Msm штамма. Таким образом, настоящее
исследование выявляет перспективу использова-
ния ФДИ для борьбы с покоящимися формами воз-
будителя ТБ и латентной формой заболевания.

Эксперименты по проведению фотодинамиче-
ской инактивации микобактерий были проведены
при поддержке гранта РНФ № 19-15-00324. Харак-

Рис. 4. Анализ количества поврежденных клеток M. smegmatis после освещения лазером с длиной волны 532 нм мето-
дом проточной цитометрии. I – контроль (неосвещенные клетки); II – освещенные клетки. Диаграммы распределе-
ния построены в координатах: по оси абсцисс SSC-H (боковое рассеяние света), по оси ординат FL3 (красная флуо-
ресценция). На диаграммах распределения полигоном отмечена популяция клеток, окрашиваемых по PI, которая со-
ответствует доли поврежденных клеток.
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теристика покоящихся микобактерий проведена
при поддержке гранта РНФ № 16-15-00245.

При проведении исследований использовалось
оборудование Центра коллективного пользования
“Промышленные биотехнологии” Федерального
государственного учреждения “Федеральный ис-
следовательский центр "Фундаментальные основы
биотехнологии” Российской академии наук”.
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The Effect of Photodynamic Inactivation Against Dormant Forms
and Active Growing Cells of Mycobacterium smegmatis
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The causative agent of tuberculosis (TB) – Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is able to form dormant forms un-
der adverse conditions, which not only acquire resistance to all known antibacterial drugs, but are also able to
remain viable in the human body for decades and go into an active state, causing the disease to resume. To solve
the problem of latent TB, it is necessary to develop new approaches. Earlier, we discovered the accumulation of
significant concentrations of porphyrins in the dormant culture of Mycobacterium smegmatis (Msm), which is a
close, rapidly growing relative of the causative agent of tuberculosis. In this work, we investigated a new possi-
bility of killing dormant mycobacteria using photodynamic inactivation (PDI) based on stored porphyrins as en-
dogenous photosensitizers (PS). The dormant Msm cells were obtained under gradually acidification of the
growth medium in the stationary phase for 14 days at different concentrations of culture medium in stationary
phase during 14 days under different concentrations of ferric ions and presence of 5-aminolevulinic acid in the
growth medium. Cells were exposed to light with a wavelength of 532 nm emitted by an LLD10 laser for 5–
60 min. An increase in the concentration of coproporphyrin in M. smegmatis after 6 days of growth correlated
with the onset of a decrease in metabolic activity in cells and the formation of ovoid dormant forms. The dor-
mant bacteria were sensitive to PDI and were destroyed after 15–30 min of illumination, in contrast to active
cells. In the presence of 5-aminolevulinic acid and optimum concentration of ferric ions (0.5 mg/L), there was
an increase in the production of uroporphyrin in both active and dormant mycobacteria, which was accompa-
nied by an increase in sensitivity to the action of PDI. Obtained results open a new approach for the killing of
dormant mycobacteria and to combat latent tuberculosis.

Keywords: Mycobacterium smegmatis, porphyrin, photodynamic inactivation, dormant mycobacteria
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АНТИМИКРОБНАЯ АКТИВНОСТЬ ЛИПОПЕПТИДА – 
ЭМЕРИЦИЛЛИПСИНА А, ВЫДЕЛЕННОГО ИЗ Emericellopsis alkalina,

В ОТНОШЕНИИ БИОПЛЕНКООБРАЗУЮЩИХ БАКТЕРИЙ
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Изучена антимикробная активность нового нерибосомального пептида эмерициллипсина А в отно-
шении биопленкообразующих патогенных грамположительных и грамотрицательных клинических
бактерий. Впервые показана для пептидов из группы пептаиболов способность к ингибированию
патогенных бактерий, образующих биопленки. Наиболее выраженный эффект был продемонстри-
рован в отношении грамположительных форм, что определяет специфичность антибактериального
действия данного пептида.
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Во всем мире серьезную угрозу здоровью насе-
ления представляют инфекционные заболевания,
микроорганизмы-возбудители которых способны
к образованию биопленок, являющихся одновре-
менно фактором патогенности и резистентности
бактерий. Необходимо отметить, что такие бакте-
рии составляют ~80% всех патогенных видов [1].
Инфекции, при которых образуются биопленки, с
трудом поддаются лечению, поскольку обладают
высокой устойчивостью ко многим антибиотикам
и антимикробным препаратам, применяемым в
клинической медицине, а также способностью
преодолевать защитные механизмы макроорганиз-
мов [1, 2]. Установлено, что резистентность возбу-
дителей в составе биопленки возрастает во много
раз по сравнению с планктонными микроорга-
низмами, поскольку за счет ее матрикса фактиче-
ски создается так называемый защитный барьер,
препятствующий эффективному контакту дей-
ствующего вещества с клетками-мишенями [3]. В
последнее время активно разрабатываются новые
подходы к выявлению и изучению биопленок,

меняется тактика антибиотикотерапии, а также
ведется поиск новых антибиотиков, ингибиторов
межклеточной сигнализации, ферментов и дру-
гих методов разрушения уже сформировавшихся
биопленок. В число наиболее опасных инфекци-
онных биопленкообразующих бактерий – возбу-
дителей инфекционных заболеваний включены
грамположительные бактерии Staphylococcus au-
reus и Enterococcus spp. с множественной лекар-
ственной устойчивостью. Среди грамотрицатель-
ных бактерий – возбудителей госпитальных ин-
фекций наибольшую опасность представляют
Acinetobacter baumannii и Klebsiella pneumoniae.

Эти патогенные микроорганизмы преимуще-
ственно обнаруживаются в больничной среде и де-
монстрируют режим выживания с множественной
лекарственной устойчивостью, который усложня-
ет антимикробную терапию с использованием
конвенциальных антибиотиков [4, 5].

Антимикробные пептиды (АМП) в последнее
десятилетие вызывают наибольший интерес и яв-
ляются основными кандидатами в области поис-
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ка и разработки, альтернативных традиционным,
лекарственных средств для борьбы с микроорга-
низмами – возбудителями инфекционных забо-
леваний, в том числе вызываемых штаммами бак-
терий, образующими биопленки. На сегодняш-
ний день все зарегистрированные природные и
синтетические АМП собраны в различных базах
данных, например, в хранилище данных анти-
микробных пептидов (DRAMP), которое содер-
жит более 4500 последовательностей [6]. АМП,
выделенные из различных источников, активно
изучаются, в том числе, как соединения, дей-
ствующие на биопленки патогенных бактерий. В
течение последнего десятилетия ряд АМП, вы-
деленных из животных, показал антибиопленоч-
ную активность по отношению к патогенным
видам бактерий, приводящую либо к ингибиро-
ванию формирования, либо к разрушению уже
образовавшейся биопленки. Одним из первых
пептидов, обладающих антибиопленочной ак-
тивностью, был кателицидин человека LL-37 [7].
Этот линейный пептид является одним из наи-
более изученных, в субингибирующих концен-
трациях проявляющих антибиопленочную ак-
тивность по отношению к планктонному виду
Pseudomonas aeruginosa [8]. Примечательно, что
данный пептид практически не обладает инги-
бирующей активностью в отношении планктон-
ных бактерий, но проявляет специфическое анти-
биопленочное действие. Был проведен ряд исследо-
ваний, показавших, что обработка стафилококков
антимикробными тромбоцитарными пептидами
способствует изменению их физико-химических
свойств (гидрофилизация поверхности и повы-
шение электрокинетического потенциала) и
снижению биопленкообразования [9]. Так, врож-
денный защитный регуляторный пептид IDR-
1018, выделенный из сыворотки крови крупного
рогатого скота, показал широкий спектр действия в
отношении грамположительных и грамотрицатель-
ных патогенов, образующих биопленки [10].

Следует отметить, что АМП природного про-
исхождения, выделенные из грибов, являются од-
ними из важнейших, активно изучаемых источ-
ников новых эффективных антибиотиков. Им
свойственны широкий спектр действия в отно-
шении условно-патогенных и патогенных бакте-
рий, дрожжей и мицелиальных грибов, как пра-
вило, низкая токсичность, к ним не формируется
резистентность. При этом они обладают способ-
ностью ингибировать рост микроорганизмов, во
многих случаях посредством механизмов, отлич-
ных от большинства традиционных антибиотиков
[6]. Однако до настоящего времени в литературе
нет сведений о влиянии АМП грибного происхож-
дения на бактерии, образующие биопленки. Выде-
ление и описание нового алкалофильного таксона
грибов Emericellopsis alkalina Bilanenko & Georgieva
из засоленных почв [11] показало широкие пер-

спективы для поиска новых пептидных антибиоти-
ков. Проведенный скрининг различных изолятов
данного вида на способность к синтезу антибиоти-
ческих веществ, позволил выявить перспективный
с биотехнологической точки зрения штамм ВКПМ
F-1428, характеризующийся уникальным комплек-
сом пептидов с антимикробной активностью в от-
ношении грибов и бактерий. Приоритетным ре-
зультатом проведенной работы стало выделение и
структурно-функциональная характеристика но-
вого, ранее не описанного, секретируемого анти-
микробного пептида – эмерициллипсина А, яв-
ляющегося продуктом нерибосомального синтеза
и относящегося к группе пептаиболов [2, 12].
Эмерициллипсин А обладает противогрибковой
активностью in vitro в отношении клинических
изолятов патогенных видов дрожжей и грибов –
возбудителей аспергиллеза и кандидоза у боль-
ных туберкулезом и СПИД, при этом, согласно
проведенным экспериментам, обладает относи-
тельно низкой цитотоксичностью по отношению
к культуре соматических эукариотических клеток
млекопитающих [13, 14].

Цель работы – оценка потенциальной анти-
бактериальной активности эмерициллипсина А в
отношении клинических биопленкообразующих
бактерий – основных возбудителей госпитальных
инфекций, в том числе влияние данного пептида
на формирование и разрушение биопленок.

МЕТОДИКА

Культивирование штамма – продуцента. Штамм
Emericellopsis alkalinа ВКПМ F-1428 (Hypocreales,
Ascomycota) депонирован в ВКПМ, коллекции
“Грибы экстремальных местообитаний” кафедры
микологии и альгологии биологического факуль-
тета МГУ им. М.В. Ломоносова и коллекции про-
дуцентов Научно-исследовательского института по
изысканию новых антибиотиков имени Г.Ф. Гаузе,
как продуцент комплекса антимикробных пепти-
дов. Штамм E. alkalinа синтезирует комплекс ли-
пофильных соединений пептидной природы,
преобладающим среди которых является липо-
пептаибол эмерициллипсин А, обладающий ан-
тимикробным действием в отношении широко-
го спектра дрожжевых и мицелиальных грибов, а
также грамположительных бактерий [15].

Культивирование штамма для накопления
эмерициллипсина А осуществляли в стационар-
ных условиях в течении 14 сут в колбах Эрленмей-
ера на специализированной жидкой щелочной
среде, подобранной ранее [2]. В качестве посев-
ного материала использовали 5-суточную культу-
ру гриба, выращенную на агаризованной щелоч-
ной среде [2]. Мицелий и споры отделяли от куль-
туральной жидкости центрифугированием.
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САДЫКОВА и др.

Выделение эмерициллипсина А. Эмерициллип-
син А выделяли из культуральной жидкости по
ранее разработанной схеме выделения, описан-
ной в работах [2, 12]. Разделение активных фрак-
ций, выделение и очистку пептида проводили по-
следовательно методами экстракции, прямо-фаз-
ной и гидрофобной хроматографии, как описано
ранее. Для выделения индивидуального компо-
нента использовали аналитическую обращено-
фазовую ВЭЖХ. Обогащенный концентрат, по-
лученный после растворения упаренного этилаце-
татного концентрата культуральной жидкости, на-
носили на колонку XBridge BEH 4.6 × 250 мм
(“Waters”, Ирландия) с неподвижной фазой С18 и
осуществляли фракционирование в градиенте
повышения концентрации ацетонитрила в воде с
добавлением 0.1% трифторуксусной кислоты: 16–
28% – за 12 мин; 28–55% – за 27 мин; 55–75% – за
20 мин и 75–85% – за 10 мин, с последующим
изократическим элюированием в течение 25 мин.
Детектирование поглощения разделяемых ве-
ществ осуществляли при трех длинах волн (214,
247 и 280 нм). Эмерициллипсин А детектировали
по поглощению при длине волны 214 нм и време-
ни удержания согласно протоколу, описанному в
работе [12].

Тест-микроорганизмы. Клинические изоляты
бактерий Staphylococcus aureus (4 изолята), Entero-
coccus faecalis (4 изолята), E. faecium (1 изолят),
Acinetobacter baumannii (2 изолята), Klebsiela pneumo-
niae (1 изолят), выделенные из клинического мате-
риала различных пациентов, были взяты из коллек-
ции культур лаборатории инфекций, связанных с
оказанием медицинской помощи, ЦНИИ эпиде-
миологии (Москва, Россия). Стафилококки харак-
теризовались чувствительностью к аминогликози-
дам, фторхинолонам, гликопептидам и β-лактамам,
за исключением пенициллинов; энтерококки – к
ампициллину, ванкомицину, линезолиду, нит-
рофурантоину (за исключением резистентности
E. faecium к ампициллину); K. pneumoniae – к це-
фалоспоринам, карбапенемам, аминогликози-
дам, фторхинолонам. Изоляты A. baumannii с
множественной лекарственной устойчивостью
сохраняли чувствительность только к колистину.
Тест-культуры клинических изолятов Bacillus ce-
reus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Liste-
ria monocytogenes и Candida albicans, выделенные из
биологических жидкостей особей крупного рога-
того скота, были взяты из коллекции кафедры
микробиологии и заразных болезней Оренбург-
ского государственного аграрного университета.

Формирование in vitro биопленок. Тестируемые
бактерии выращивали на плотной питательной
среде 18 ч при температуре 37°С. Из выросших куль-
тур готовили бактериальную суспензию плотно-
стью 0.5 мкФ в бульоне Мюллер-Хинтона, которую
затем разбавляли до концентрации 105 КОЕ/мл.
Приготовленный инокулят тестируемых бакте-

рий добавляли по 150 мкл в лунки 96-луночного
планшета, в которые помещали стерильные те-
флоновые кубики размером 4 × 4 мм для форми-
рования на их поверхности биопленок. Инкуби-
ровали в течение 20 ч на орбитальном шейкере
при скорости вращения 110 об./мин и температу-
ре 35°С [15, 16].

Антимикробная активность, ассоциированная с
разрушением сформированных биопленок (анти-
биопленочная активность). Кубики, содержащие
биопленки, переносили в лунки 96-луночного мик-
ротитровального планшета с 200 мкл серийных дву-
кратных разведений АМП и инкубировали в тече-
ние 18 ч при 37°С. Для определения минимальной
биоцидной концентрации пептида (МБК) в отно-
шении дисперсных клеток биопленки оценивали
самую низкую его концентрацию, которая обеспе-
чивала выживаемость субкультуры <0.1%. С этой
целью отбирали аликвоты по 10 мкл из лунок без
видимого роста, проводили посев на плотные пита-
тельные среды и инкубировали в течение 20 ч при
37°C. Тефлоновые кубики промывали для удале-
ния неприкрепленных бактериальных клеток, а
затем механически разрушали биопленки на по-
верхности кубиков. Для определения минималь-
ной биоцидной концентрации АМП, уничтожаю-
щей биопленку (МБКб), разрушенные биопленки
рекультивировали в бульоне Мюллера-Хинтона и
определяли возобновление роста бактерий [16].

Антимикробная активность in vitro, ассоцииро-
ванная с подавлением формирования биопленок.
Изоляты бактерий инкубировали при 37°C, 24 ч в
присутствии различных концентраций эмери-
циллипсина A в 96-луночных планшетах, в лунки
которого помещали тефлоновые кубики. Каждая
лунка планшета с кубиком содержала 200 мкл
инокулята плотностью 105 КОЕ/мл. После инку-
бации отработанную среду аспирировали, а куби-
ки промывали раствором для удаления непри-
крепленных бактерий и высушивали на воздухе.
Образование связанной с поверхностью кубиков
биопленки анализировали путем их окрашивания
0.1% водным раствором кристаллического фио-
летового в течение 5 мин и дальнейшим экстраги-
рованием кристаллического фиолетового этано-
лом. Затем измеряли оптическую плотность по-
лученных растворов при 595 нм (ОП595). При
обработке результатов оптическая плотность, по-
лученная в результате окрашивания кубиков без
биопленки, не учитывалась [16, 17].

Статистический анализ. Результаты анализа
ингибирования образования биопленки пред-
ставлены в виде средних значений ± стандартные
отклонения. Для сравнения различий между кон-
трольными и обработанными антимикробными
биопленками использовался однофакторный дис-
персионный анализ с помощью множественного
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сравнительного теста Бонферрони. Значение p <
< 0.005 считалось статистически значимым [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Антибактериальная активность эмерициллипси-
на А. Как было отмечено ранее [12] эмерициллип-
син А представляет собой пептидный антибио-
тик, обладающий разнонаправленным спектром
антимикробного действия. Фунгицидная актив-
ность выражается в неспецифическом действии
на эукариотические патогенные дрожжевые и
мицелиальные виды грибов, обладающие высо-
ким уровнем резистентности к традиционным
противогрибковым препаратам группы азолов и
макроциклов с клеточной мембраной. Антибак-
териальный эффект антибиотика менее выражен,
чем антифунгальный, и имеет явно выраженную
специфичность. Стоит отметить, что ингибирую-
щее действие данного вещества направлено пре-
имущественно на грамположительные бактерии:
так, активность по отношению к S. aureus и B. ce-
reus (4 и 16 мкг/мл соответственно) сопоставима с
эффектом, достигаемым при применении ванко-
мицина (3 и 12 мкг/мл, соответственно) [12], тогда
как клинические изоляты E. fecalis подавлялись на
уровне МБК лишь при 40 мкг/мл. Характерно, что
антимикробная активность эмерициллипсина А
против грамотрицательных форм была гораздо ме-
нее выражена и МБК превышала 300 мкг/мл. По
отношению к таким бактериям характер действия
изучаемого пептидного токсина можно класси-
фицировать как бактериостатический, не ассоци-
ированный непосредственно с взаимодействием
с клеточной оболочкой.

Влияние эмерициллипсина А на разрушение биоп-
ленок, сформированных бактериями. С целью иссле-
дования возможного механизма антибактериально-
го действия эмерициллипсина А была проверена
его активность в отношении планктонных и при-
крепленных клеток у культур грамположительных и
грамотрицательных микроорганизмов и образо-
ванных ими биопленок (табл. 1).

Планктонные клетки тестируемых клиниче-
ских бактерий показали различную чувствитель-
ность к пептиду, значения составили МБК от 12.5
до 50.0 мкг/мл, что в отдельных случаях не превы-
шало концентрации клинически эффективных
антибиотиков, за пределами которых определяет-
ся устойчивость бактерий, и рекомендованных
EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing): амикацина (R > 16 мкг/мл),
фосфомицина (R > 32 мкг/мл) в отношении ста-
филококков; нитрофурантоина (R > 64 мкг/мл) в
отношении E. faecalis.

Антибиопленочная активность пептида нахо-
дилась в диапазоне от 50 до 200 мкг/мл для грам-
положительных бактерий (S. aureus, E. faecium,

E. faecalis) и превышала 200 мкг/мл – для грамот-
рицательных (A. baumannii, K. pneumoniae), что
свидетельствовало о слабом действии эмерицил-
липсина A на предварительно сформированные
биопленки клинических грамотрицательных бак-
терий. Наблюдаемое повышение устойчивости
бактериальных биопленок к эмерициллипсину A,
по сравнению с планктонными культурами, со-
гласуется со многими данными по резистентно-
сти биопленок к любым антимикробным агентам
[15, 16]. Исследуемый антибиотик не обладал
способностью к активному взаимодействию с эк-
зополисахаридным матриксом, составляющим
основу бактериальных биопленок, что, по-види-
мому, определяется, в первую очередь, отсутстви-
ем функциональных групп на его поверхности.

Влияние эмерициллипсина А на формирование
биопленок клиническими изолятами бактерий.
Установлено, что эмерициллипсин A ингибиро-
вал образование биопленок клиническими изо-
лятами S. aureus (рис. 1). Максимальный эффект
наблюдался при концентрациях пептида, соот-
ветствующих 1/2 МБК и составил от 73.2 до
97.8%, в зависимости от изолята. При концентра-
ции 1.5 мкг/мл образование биопленки достовер-
но уменьшилось на 53.0, 56.0, 53.1% соответ-
ственно S. aureus 1, 2, 3. В отношении E. faecalis 6,
7, 8, 9 ингибирующий эффект наблюдался при
1/2 МБК и составил 87.6, 94.8, 69.3, 98.2% соот-
ветственно (рис. 2). Концентрации пептида в
8 раз ниже МБК способствовали уменьшению
образования биопленки E. faecalis 6, 7, 8, 9 на 56.8,
68.0, 30.0, 51.4% соответственно. Для клиниче-

Таблица 1. Значение МБК (для планктонных (МБКп)
и прикрепленных (МБКпр) клеток) и МБКб эмери-
циллипсина A в отношении клинических изолятов
бактерий

Изоляты бактерий
МБКп МКБпр МБКб

мкг/мл

S. aureus 1 12.5 25 100.0
S. aureus 2 12.5 25 50.0
S. aureus 3 25.0 100 100.0
S. aureus 4 12.5 25 100.0
E. faecium 5 25.0 100 200.0
E. faecalis 6 50.0 100 200.0
E. faecalis 7 50.0 100 200.0
E. faecalis 8 25.0 100 200.0
E. faecalis 9 25.0 100 200.0
A. baumannii 10 50.0 >200 >200.0
A. baumannii 11 25.0 200 >200.0
K. pneumoniae 12 25.0 200 >200.0
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ского изолята E. faecium и грамотрицательных
бактерий A. baumannii 11, K. pneumoniae 12 досто-
верное ингибирование образования биопленок
наблюдалось только при 1/2 МБК и составило
39.0, 53.2, 57.1% соответственно.

Таким образом, субингибирующие концен-
трации эмерициллипсина А предотвращали обра-
зование бактериальных биопленок in vitro в отно-
шении грамположительных бактерий наиболее
эффективно, чем в отношении грамотрицатель-
ных, при этом наблюдалось достоверное разли-
чие как между клиническими изолятами одного
вида бактерий, так и между изолятами различной
видовой принадлежности.

В работе впервые показано влияние анти-
микробных метаболитов грибов из группы пеп-
таиболов на способность к ингибированию па-
тогенных форм бактерий через воздействие на
образование биопленок, что является одним из
ключевых факторов антибиотикорезистентно-
сти. При этом, как было отмечено ранее, наибо-
лее выраженный эффект был продемонстриро-
ван в отношении грамположительных форм, что
определяет специфичность антибактериального
действия данного пептида. Полученные резуль-
таты расширяют понимание механизмов анти-
микробной активности секретируемых мицели-
альными грибами метаболитов и их селективное

Рис. 1. Анализ образования биопленки (ОП595) штаммами S. aureus при различных концентрациях эмерициллипсина А
(мкг/мл): а – S. aureus 1; б – S. aureus 2; в – S. aureus 3; г – S. aureus 4. ** Концентрации пептида, при которых наблюдались
статистически значимые различия между контрольными биопленками и биопленками, образующимися в присутствии
пептида (p < 0.005).
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воздействие на сопутствующую микробиоту при
конкурентных взаимоотношениях в сообществах.

Авторы выражают благодарность сотрудникам
кафедры микробиологии и заразных болезней
Оренбургского государственного аграрного уни-
верситета и лично Сычевой М.В. за помощь в ис-
следовании антимикробных свойств эмерицил-
липсина А.

Работа по выделению и накоплению эмери-
циллипсина А для биологических испытаний вы-
полнена при финансовой поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 18-74-10073), работа

по культивированию продуцента при финансо-
вой поддержке РФФИ в рамках научного проекта
№ 19-34-90088.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Yazici A., Ortucu S., Taskin M., Marinelli L. // Current
Topics in Medicinal Chemistry. 2018. V. 18. № 24.
P. 1–6.

2. Do T., Devine D., Marsh P.D. // Clin. Cosmet. Investig.
Dent. 2013. V. 5. № 6 P. 11–19.

Рис. 2. Анализ образования биопленки (ОП595) штаммами E. faecalis при различных концентрациях эмерициллипсина А
(мкг/мл): а – E. faecalis 6; б – E. faecalis 7; в – E. faecalis 8; г – E. faecalis 9. ** Концентрации пептида, при которых наблю-
дались статистически значимые различия между контрольными биопленками и биопленками, образующимися в при-
сутствии пептида (p < 0.005).

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0
0 1.5 24

О
П

59
5

3 12

(а)

**

**

**

мкг/мл

**

6

**

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0
0 1.5 24

О
П

59
5

3 12

(б)

**
**

**

мкг/мл

**

6

**

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0
0 0.75 12

О
П

59
5

1.5 6

(в)

**

**

мкг/мл

**

3

**

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0
0 0.75 12

О
П

59
5

1.5 6

(г)

**

**

мкг/мл

**

3

**
**



256

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2020

САДЫКОВА и др.

3. Baranova A.A., Georgieva M.L., Bilanenko E.N., An-
dreev Y.A., Rogozhin E.A., Sadykova V.S. // Appl. Bio-
chem. Microbiol. 2017. V. 53. № 6. P. 703–710.

4. Athina A., Molchanova N., Jenssen H. // Biomolecules.
2018. V. 8. № 2. № 27. P. 1–29.

5. Costerton W., Veeh R., Shirtliff M., Pasmore M., Post C.,
Ehrlich G. // J. Clin. Investig. 2003. V. 112. № 10.
P. 1466–1477.

6. Fan L., Sun J., Zhou M., Zhou J., Lao X., Zheng H.,
Xu H. // Sci. Rep. 2016. V. 6. № 24482.

7. Jacobsen A.S., Jenssen H. // Future Med. Chem. 2012.
№ 4. P. 1587–1599.

8. Overhage J., Campisano A., Bains M., Torfs E.C.W.,
Rehm B.H.A., Hancock R.E.W. // Infect. Immun. 2008.
V. 76. № 9. P. 4176–4182.

9. Журлов О.С. // Успехи современного естествозна-
ния. 2015. № 9 Т. 1. С. 107–109.

10. Mansour S.C., de la Fuente-Núñez C., Hancock R.E.W. //
J. Pept. Sci. 2015. V. 21. P. 323–329.

11. Grum-Grzhimaylo A.A., Georgieva M.L., Debets A.J.M.,
Bilanenko E.N. // IMA Fungus. 2013. V. 4. № 2.
P. 213–228.

12. Rogozhin E.A., Sadykova V.S., Baranova A.A.,
Vasilchenko A.S., Lushpa V.A., Mineev K.S., Georgie-
va M.L., Kul’ko A.B., Krasheninnikov M.E., Lyundup A.V.,
Vasilchenko A.V., Andreev Y.A. // Molecules. 2018.
V. 23. № 11. № 2785.

13. Rogozhin E., Sadykova V.A. // Proceedlings. 2019. V. 22.
E. 4. P. 1–12.

14. Baranova A.A., Rogozhin E.A., Georgieva M.L., Bi-
lanenko E.N., Kul’ko A.B., Yakushev A.V., Alferova V.A.,
Sadykova V.S. // Applied Biochemistry and Microbiol-
ogy. 2019. V. 55. № 2. P. 145–151.

15. Садыкова В.С., Рогожин Е.А., Баранова А.А., Геор-
гиева М.Л., Биланенко Е.Н., Васильченко А.С. Па-
тент РФ № 2704421, 2019.

16. Plakunov V.K., Martyanov S.V., Teteneva N.A., Zhuri-
na M.V. // Microbiology. 2016. V. 85. № 4. P. 509–513.

17. MBEC™ Assay For High-Throughput Antimicrobial
Susceptibility Testing of Biofilms Procedural manual.
Version 1.1 For High-Throughput Antimicrobial Sus-
ceptibility Testing of Biofilms. Date of Issue: 17 No-
vember 2015. ©Innovotech, Inc.

18. O’Toole G.A. // J. Visualized Experiments. 2011. V. 47.
P. e2437. 
https://doi.org/10.3791/2437

19. Трухачева Н.В. Математическая статистика в ме-
дико-биологических исследованиях с применени-
ем пакета Statistica. ГЭОТАР-Медиа, 2012. 384 с.

20. Pfalzgraff A., Brandenburg K., Weindl G. // Front Phar-
macol. 2018. V. 28. № 9. P. 281. 
https://doi.org/10.3389/fphar.2018.00281

21. Khan F., Nguyen P.D.T., Oloketuyi S.F., Kim Y.M. //
Curr. Pharm. Biotechnol. 2019. V. 30 P. 345–360. 
https://doi.org/10.2174/1389201020666191112155905

Antimicrobic Activity of Lipopeptide – Emericellipsin A, Isolated 
from Emericellopsis alkalina, Against Biofilm-Forming Pathogenic Clinical Bacteria

V. S. Sadykovaa, b, *, I. A. Gavryushinaa, b, A. E. Kuvarinaa, b, N. N. Markelovac, d,
N. G. Sedykhd, M. L. Georgievaa, e, A. C. Barashkovab, and E. A. Rogozhina, b, f

aGause Institute of New Antibiotics, Moscow, 119021 Russia
bInstitute of Bioorganic Chemistry named after Academicians M.M. Shemyakina and Yu.A. Ovchinnikova,

Moscow, 117997 Russia
cFSBI “Russian Scientific Center of X-ray Radiology” of the Ministry of Health of Russia, Moscow, 117997 Russia

dFBIN Central Research Institute of Epidemiology of Rospotrebnadzor, Moscow, 111123 Russia
eMoscow State University, Moscow, 119234 Russia
fTyumen State University, Tyumen, 625003 Russia

*e-mail: sadykova_09@mail.ru

The antimicrobial activity of the new nonribosomal peptide emericellipsin A against biofilm-forming patho-
genic gram-positive and gram-negative clinical bacteria was studied. For the first time, the effect of peptides
from the group of peptaibols on the ability to inhibit pathogenic forms of bacteria through the effect on bio-
film formation is shown. The most pronounced effect was demonstrated in relation to gram-positive bacteria.
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Из чистых почв и почв, загрязненных полициклическими ароматическими углеводородами, выде-
лены бактерии, в том числе ризосферные, способные в различной степени трансформировать али-
фатические и ароматические соединения. Отобрано 7 бактерий, способных разлагать фенол в кон-
центрации не менее 500 мг/л. Идентификация по гену 16S рРНК показала, что они относятся к ро-
дам Rhodococcus, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Lysinibacillus и Isoptericola. Определение активности
ферментов деструкции фенола у всех этих культур показало отсутствие мета-пути расщепления пи-
рокатехина при деградации фенола. В бесклеточных экстрактах обнаружены активности пирокате-
хин-1,2-диоксигеназы и протокатехоат-3,4-диоксигеназы, активность последнего фермента была
до 15 раз выше, чем пирокатехин-1,2-диоксигеназы, что для представителей рода Isoptericola описа-
но впервые. Штаммы, выделенные из ризосферы растений, растущих на загрязненной почве, были
способны к деструкции до 15 индивидуальных поллютантов, таких как алифатические углеводоро-
ды, хлорфенолы, 2,4,5-трихлорфеноксиуксусная кислота и капролактам. С применением биохими-
ческих тест-систем для представителей родов Stenotrophomonas и Isoptericola было показано наличие
активности таких ферментов как β-галактозидаза и лизин-декарбоксилаза. Выделенные бактерии
могут быть использованы как для создания препаратов для биомередиации, так и штаммов-проду-
центов целевых ферментов.

Ключевые слова: Rhodococcus, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Lysinibacillus и Isoptericola, фенол, де-
струкция, поллютанты
DOI: 10.31857/S0555109920030095

Ароматические соединения и их производные
широко распространены в природе и приводят к
значительному загрязнению окружающей среды.
Фенол – это один из широко распространённых
промышленных загрязнителей, его источниками
являются нефтехимические предприятия. Часть
фенола поступает в окружающую среду в результа-
те разложения растительных и животных остатков.
Фенол и особенно его производные (крезолы, кси-
ленолы, нафтолы гидрохинон, резорцин, пирогал-
лол, нитро- и хлорфенолы и др.), используемые в
различных отраслях производства, токсичны для
животных, человека, микроорганизмов, поэтому
промышленные сточные воды с высоким содер-
жанием фенола плохо поддаются биологической
очистке. Фенол и его производные как естествен-
ного, так и антропогенного происхождения, клас-
сифицированы Агентством по токсическим суб-
станциям и регистрации заболеваний (ATSDR),

как приоритетные опасные вещества в силу их по-
тенциального токсического, мутагенного, канце-
рогенного и тератогенного эффектов.

Биологические способы очистки, в частности
микробная биодеградация, имеют огромный по-
тенциал и конкурентные преимущества, связан-
ные прежде всего с их экологической безопасно-
стью и более низкой стоимостью [1]. Многие бак-
терии способны к деструкции фенола, среди них
грамотрицательные бактерии родов Pseudomonas,
Sphingomonas, Burkholderia, Alcaligenes, Acineto-
bacter, Flavobacterium, и представители грамполо-
жительных бактерий родов Arthrobacter, Nocardia,
Rhodococcus и Bacillus [2–6]. Микроорганизмы
разлагают токсичные ароматические соединения
до безопасных для живых организмов и легко ути-
лизируемых субстратов, поэтому выделение и ха-
рактеристика новых штаммов-деструкторов яв-
ляется перспективным направлением исследова-

УДК 579.242;579.222.2
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ний для создания эффективных биопрепаратов,
пригодных для биоремедиации.

Цель работы − характеристика новых почвен-
ных микроорганизмов, способных к деградации
ароматических соединений, выделенных из раз-
личных источников: загрязненных и незагряз-
ненных почв России и Казахстана.

МЕТОДИКА

Организмы, методы культивирования. Микро-
организмы были выделены из почвы, отобранной
в окрестностях г. Пущино Московской обл. (Рос-
сия), из ризосферной незагрязненной и загряз-
ненной почвы г. Саратова (Саратовский нефте-
перерабатывающий завод, Россия) и Казахстана.
Отбор проб проводили с глубины 5–10 см. Для
выделения микроорганизмов использовали поч-
ву после перемешивания отобранных образцов.
Образцы почвы (5 г) вносили в колбы Эрленмеера
со 100 мл минеральной среды следующего состава
(г/л): Na2HPO4 − 0.7; KH2PO4 − 0.5; NH4NO3 −
0.75; MgSO4 ⋅ 7H2O − 0.2; MnSO4 − 0.001; FeSO4 −
0.02, NaHCO3 − 0.25, содержащей 100 мг/л бензо-
ата. Культивирование образцов проводили на ка-
чалке (180 об./мин) при 28°С в течение 7 сут.
Клетки высевали на агаризованную богатую среду
Luria Bertani (LB) после разведения до 10–6–10–8.
Отдельные колонии, отличающиеся по морфоти-
пу, высевали на богатую среду для дальнейшей
работы.

Для получения биомассы штаммы культивиро-
вали на минеральной среде. Культуры засевали в
колбы объемом 750 мл, содержащие по 200 мл ми-
неральной среды с 0.2 г/л фенола в качестве един-
ственного источника углерода и энергии. Бакте-
рии выращивали на качалке при 220 об/мин при
температуре 28°C до оптической плотности (ОП)
0.7–0.8 ед., далее повторно вносили 0.2 г/л фено-
ла по мере его потребления культурой. Рост куль-
туры оценивали спектрофотометрически по ОП
при длине волны 590 нм, присутствие фенола
определяли по спектру поглощения в области
220–350 нм на спектрофотометре UV-1800 (“Shi-
madzu”, Япония).

Идентификацию бактерий. Определение штам-
мов проводили на основе анализа генов 16S рРНК.
Геномную ДНК выделяли с помощью набора Zy-
mo Reseacher Quick-DNA Fungal/Bacterial Mini-
prep Kit (“Zymo Reseach”, США) в соответствии с
рекомендацией производителя. Ген 16S рРНК
амплифицировали в ПЦР, используя универ-
сальные для 16S рРНК прокариот праймеры: 27f
(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') и 1525r
(5'-AAGGAGGTGATCCAGCC-3') [7]. ПЦР осу-
ществляли на приборах My-Cycler, Tetrad 2 (“Bio-
Rad Laboratories”, США).

Филогенетический анализ. Первичный филоге-
нетический скрининг полученных последова-
тельностей проводили с помощью программы
BLAST [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast] и базы
данных EzBioCloud (www.ezbiocloud.net). Для фи-
логенетического анализа были использованы по-
следовательности гена 16S рРНК, взятые из базы
данных GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Получен-
ные нуклеотидные последовательности гена 16S
рРНК выравнивали вручную c последовательностя-
ми референтных штаммов ближайших микроорга-
низмов с помощью программы CLUSTAL W [8].

Проверка деградативной активности бактерий
по отношению к фенолу. Штаммы культивировали
в минеральной среде с фенолом (начальная кон-
центрация 100 мг/л) в качестве источника углеро-
да и энергии. За ростом культур следили, опреде-
ляя ОП при 590 нм, присутствие фенола контроли-
ровали, снимая спектры в диапазоне 220–350 нм.
рН среды поддерживали в диапазоне значении 7.0–
7.2 путем внесения NaOH. Культуры, утилизирую-
щие фенол в концентрации 100 мг/л, пересевали
в свежую минеральную среду, концентрацию
фенола увеличивали до 300 мг/л. Культуры, спо-
собные расти в минеральной среде с фенолом при
его концентрации 300 мг/л, пересевали в свежую
среду с фенолом с концентрацией 500 мг/л.

Определение способности бактерий утилизиро-
вать различные поллютанты. Отобранные культу-
ры бактерий проверяли на способность утилизи-
ровать различные ароматические, алифатические
и хлорсодержащие соединения, которые добавля-
ли в минеральную среду в качестве единственно-
го источника углерода и энергии. Субстраты ис-
пользовали в следующих концентрациях: фенан-
трен, антрацен, флюорен, аценафтен, фенол,
капролактам – 0.2–1.0 г/л; салицилат, гентизат,
протокатехоат, о-фталат, 2-гидроксикоричная
кислота, пирокатехин, фенол, бензоат, хлорбен-
зоаты (2-, 3-, 4-хлорбензоат, 3,5-дихлорбензоат),
2,4,5-трихлорфеноксиуксусная кислота – 0.2 г/л;
хлорфенолы (2-, 3-хлорфенол, 2,3-, 2,4-, 2,5-, 2,6-,
3,4-дихлорфенол, 2,3,4-, 2,4,5-, 2,4,6-трихлорфе-
нол, пентахлорфенол) – 0.1 г/л. При выращива-
нии штаммов на агаризованной среде летучие аро-
матические и алифатические соединения: нафта-
лин, бензол, толуол, этилбензол, гексан, октан,
нонан, декан, ундекан, додекан, гексадекан, ди-
зельное топливо, камфора, кумарин наносили на
крышку перевернутой чашки Петри.

Микроскопические методы исследования. Мик-
роскопические исследования штаммов проводи-
ли с использованием микроскопов Nikon Eclipse
Ci microscope (“Nikon”, Япония) с камерой Pro-
gRes SpeedXT (“Jenoptic”, Германия).

Определение спектра утилизируемых субстра-
тов бактериальных изолятов. Использовали тесты
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API 20 E и CH 50 (“bioMerieux”, Франция), со-
гласно инструкциям производителя.

Приготовление бесклеточных экстрактов. Клет-
ки разрушали экструзионной дезинтеграцией на
прессе типа Хьюза (“ИБФМ-пресс”, Россия) с
рабочим давлением 3200 кГ/см2. После дезинте-
грации клеточный дебрис удаляли центрифуги-
рованием при 10000 g (4°С, 30 мин) в присутствии
следовых количеств ДНК-азы. Супернатант ис-
пользовали в качестве бесклеточного экстракта
для определения активностей ферментов. В 1.0 мл
реакционной смеси вносили 5–50 мкл экстракта.
Определение активностей проводили при 25°С,
реакцию начинали внесением бесклеточного экс-
тракта, ОП определяли на спектрофотометре UV-
1800 (“Shimadzu”, Япония).

Определение активности ферментов. Актив-
ность пирокатехин-2,3-диоксигеназы определя-
ли по скорости образования 2-гидроксимуконо-
вого полуальдегида в реакционной смеси, содер-
жащей 0.25 мМ пирокатехин, бесклеточный
экстракт и 50 мМ Tрис-НСl буфер (рН 7.5) (λ =
= 375 нм, ε = 33400 М–1 см–1) [9].

Активность пирокатехин-1,2-диоксигеназы
определяли по скорости образования цис,цис-
муконата в реакционной смеси, содержащей
5.0 мМ Nа ЭДТА, 0.25 мМ пирокатехин, бескле-
точный экстракт, 50 мМ фосфатный буфер (рН 7.0)
(λ = 260 нм, ε = 16900 М–1 см–1) [9].

Активность гентизат-1,2-диоксигеназы опре-
деляли по скорости образования малеилпирува-
та в реакционной смеси, содержащей 0.1 мМ
гентизата, бесклеточный экстракт и 100 мМ ка-
лий-фосфатный буфер (рН 7.4) (λ = 330 нм, ε =
= 10800 М–1 см–1) [10].

Активность протокатехоат-3,4-диоксигеназы
определяли по убыли протокатехоата в реакци-
онной смеси, содержащей 0.25 мМ протокатехо-
ата, бесклеточный экстракт в трис-ацетатном бу-
фере (рН 7.5) (λ = 290 нм, ε = 2870 М–1 см–1) [11].

За единицу активности принимали количество
фермента, катализирующее превращение 1 мкмоль
субстрата или образование 1 мкмоль продукта за
1 мин в расчете на 1 мг клеточного белка. Концен-
трацию белка определяли спектрофотометрически
по модифицированному методу Бредфорда [12].

Статистическая обработка. Средние значения
и стандартные ошибки среднего арифметическо-
го были получены по данным из трех независи-
мых экспериментов с использованием програм-
мы Microsoft Excel 2007.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Выделение штаммов. С применением метода

накопительного культивирования из образцов
различных почв была создана коллекция штам-

мов-деструкторов ароматических соединений.
На первом этапе были выделены штаммы, спо-
собные расти в минеральной среде с бензоатом,
так как это соединение менее токсично, по срав-
нению с фенолом, а полная деструкция и бензо-
ата и фенола предполагает образование на первом
этапе пирокатехина, дальнейшую трансформа-
цию которого осуществляют изофункциональ-
ные ферменты [13]. Таким способом было ото-
брано порядка 80 штаммов. В дальнейшем ото-
бранные штаммы исследовали на способность
утилизировать фенол в качестве единственного
источника углерода при его содержании в среде
от 100 до 500 мг/л. Выделенные из различных за-
грязненных и незагрязненных почв штаммы, бы-
ли разделены на 3 группы.

Первая группа состояла из 8 штаммов, выде-
ленных из ризосферы растений, растущих в не-
загрязненной почве, эти штаммы были обозна-
чены − Fch 1–8. Они разлагали фенол в концен-
трации 100 мг/л. Все штаммы этой группы были
пересеяны на минеральную среду с увеличенной
до 300 мг/л концентрацией фенола. Штаммы (Fch
№№ 4–8), способные разлагать фенол в концен-
трации 300 мг/л, были пересеяны на минераль-
ную среду, содержащую фенол в концентрации
500 мг/л. Из них наиболее активными оказались
3 штамма − Fch 5, 7, 8.

Из штаммов, выделенных из ризосферы расте-
ний, растущих в загрязненной почве, по такому
же алгоритму из 6 штаммов (штаммы Fg 1, 3–7),
был отобран один штамм Fg 1, способный разла-
гать фенол в концентрации 500 мг/л.

В третью группу микроорганизмов входило
17 штаммов, выделенных из загрязненной почвы
(г. Саратов, “Саратовский нефтеперерабатыва-
ющий завод”, Россия). Из этой группы в жидкой
среде, содержащей 500 мг/л фенола, росли 3 штам-
ма (8BN, 7B, 13BN).

Таким образом, из 81 выделенного штамма бы-
ло отобрано 7, способных разлагать фенол в кон-
центрации 500 мг/л (рис. 1).

Систематика. Анализ гена 16S рРНК показал,
что отобранные культуры можно отнести к следу-
ющим филогенетическим группам: штамм 7B – к
роду Rhodococcus, штамм 13BN – к роду Pseudomo-
nas, штаммы Fch 5, 7 и 8 – к роду Stenotrophomonas,
штамм Fg 1 к роду Lysinibacillus sp. и штамм 8BN к
роду Isoptericola.

Морфология клеток. Проведенные микроско-
пические исследования позволили определить
характерные морфологические особенности кле-
ток штаммов (рис. 2). Клетки культуры 7B, выде-
ленной из незагрязненной почвы, представлены
длинными ветвящимися неподвижными палочка-
ми, характерными для родококов. Клетки штамма
13BN представлены средними палочками длиной
2–3 нм, отличительной особенностью роста куль-
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Рис. 1. Изменение ОП клеток (1) и концентрации фенола (2) при выращивании штаммов Stenotrophomonas sp. Fch 8 (а),
Pseudomonas sp. 13BN (б), Isoptericola sp. 8BN (в), Rhodococcus sp. 7B (г) на минеральной среде с фенолом (концентрация
фенола 300 мг/л (а) и 500 мг/л (б–г)).
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туры является формирование так называемых
“газовых пузырей” на поверхности роста коло-
ний, что было выявлено нами с применением фа-
зово-контрастной микроскопии и требует даль-
нейшего изучения. Штаммы Fch 5, 7 и 8 − тонкие
палочки длинной 1–2 нм, штамм 8BN − мелкие
кокки, имеющие в одной из фаз своего развития
форму длинных палочек (длиной 3–4 нм), кото-
рые способны дробится с образованием мелких
кокков. Клетки Fg 1 − бациллярной формы, обра-

зуют терминально расположенные споры, при
этом формируя “булавообразную” форму клетки
(рис. 2).

Биохимические свойства. Для определения фи-
зиолого-биохимических особенностей культур
использовали тесты API 32E и 50CH (“bioMerieux”,
Франция). Проведенные исследования отобран-
ных штаммов позволили выявить следующие
особенности (табл. 1).

Рис. 2. Фазово-контрастная микроскопия выделенных штаммов: Stenotrophomonas sp. Fch 5 (а), Stenotrophomonas sp.
Fch 7 (б), Stenotrophomonas sp. Fch 8 (в), Pseudomonas sp. 13BN (г), Rhodococcus sp. 7B (д), Isoptericola sp. 8BN (е), Ly-
sinibacillus sp. Fg 1 (ж).
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Таблица 1. Биохимические свойства исследуемых штаммов

* − отрицательная реакция; + − положительная реакция.
** Все исследованные штаммы показали отрицательную реакцию на образование H2S и индола, реакцию Фогес-Проскауэра,
утилизацию глицерина, эритритола, D-арабинозы, D-рибозы, D-ксилозы, D-адонитола, метил-β D-ксилопиранозида, L-сор-
бозы, L-рамнозы, дульцитола, метил-α D-маннопиранозида, метил-α D-глюкопиранозида, инулина, ксилита, D-ликсозы,
D-фукозы, L-арабита, 2-кетоглюконата, 5-кетоглюконата.

Показатель*
Штаммы

7B 8BN 13BN Fch 7 Fch 8 Fg 1 Fch 5

Активность фермента
β-галактозидаза – + – + + – +
Аргинингидролаза – – + – - – –
Лизиндекарбоксилаза – – – – + – +
Уреаза + – – – – – +
Утилизация цитрата + – + + + – +
Разжижение желатина – – – – + – +
Восстановление N2 – – – + + + +

Утилизация субстратов**
L-арабиноза – + + – – – –
D-ксилоза – + + – – – –
D-галактоза – + + – – – –
D-глюкоза – + – – – – –
D-фруктоза + + – – – – –
D-манноза – + + – + – –
Инозит + – – – – – –
D-маннит + – – – – – –
D-сорбит + – – – – – –
Эскулин + + – + + – +
N-ацетилглюкозоамин – + – – – + –
Амигдалин – + – – – – –
Арубутин – + – – – – –
Салицин – + – – – – –
D-целлобиоза – + – – – – –
D-мальтоза – + – + + – +
D-лактоза – + – – – – –
D-мелибиоза – + – – – – –
D-сахароза – + – – – – –
D-трегалоза – + + – – – –
D-мелецитоза – + – – – – –
D-раффиноза – + – – – – –
Амидон (крахмал) – + – – – – –
Гликоген – – – – – – –
Гентиобиоза – + – – – – –
D-тураноза – + – – – – –
D-тагатоза – – + – – – –
D-арабит + – – – – – –
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Таблица 2. Рост выделенных штаммов на целевых субстратах

Штамм Источник выделения Субстрат для роста

Stenotrophomonas sp. Fch 5 Ризосфера растений незагрязнен-
ных почв

Капролактам, фенол, бензоат, салицилат, ген-
тизиновая кислота, октан, нонан, декан, гекса-
декан, додекан, ундекан, 2-хлорфенол, 2,4-
дихлорфенол, 2,6-дихлорфенол, 2,4,6-трихлор-
фенол

Stenotrophomonas sp. Fch 7 Ризосфера растений незагрязнен-
ных почв

Фенол, 2-хлорфенол

Stenotrophomonas sp. Fch 8 Ризосфера растений незагрязнен-
ных почв

Фенол, пентахлорфенол, 2,5-дихлорфенол

Lysinibacillus sp.
Fg 1

Ризосфера растений загрязненных 
почв

Капролактам, фенол, бензоат, октан, нонан, 
декан, гексадекан, додекан, ундекан, 2-хлорфе-
нол, 3-хлорфенол, пентахлорфенол, 2,5-
дихлорфенол, 2,6-дихлорфенол, 2,4,5-трихлор-
феноксиуксусная кислота, 2,4,6-трихлорфе-
нол, протокатеховая кислота

Pseudomonas sp. 13BN Загрязненная почва (Саратовский 
нефтеперерабатывающий завод, 
Россия)

Фенол, декан, ундекан

Isoptericola sp. 8BN Загрязненная почва (Саратовский 
нефтеперерабатывающий завод, 
Россия)

Фенол

Rhodococcus sp. 7B Незагрязненная почва Капролактам, фенол, бензоат, октан, нонан, 
декан, гексадекан, додекан, ундекан

Практически все исследуемые штаммы утили-
зировали несколько органических соединений.
Исключение составил штамм Isoptericola sp. 8BN,
который был способен утилизировать многие из
исследуемых субстратов, в том числе, N-ацети-
лглюкозамин – основной компонент клеточной
стенки бактерий. Таким же свойством обладал
штамм Lysinibacillus sp. Fg 1, который рос только
на среде с N-ацетилглюкозамином. Этот факт
указывает на потенциальную антимикробную ак-
тивность данных штаммов.

Штаммы рода Stenotrophomonas Fch 5, 7, 8 и
штамм Isoptericola sp. 8BN синтезировали β-галак-
тозидазу, два из них, Fch 5 и 8, проявили также ли-
зин-декарбоксилазную активность, а штамм Pseu-
domonas sp. 13BN активность аргинингидролазы.

Деградативный потенциал выделенных культур.
Изучение характеристик отобранных штаммов по-
казало, что в большей степени ими утилизирова-
лись такие субстраты, как бензоат, фенол, нафта-
лин и н-алканы (количество атомов углерода С6–
С16) (табл. 2). Более половины из них росли на этих
соединениях.

Значительно меньшее количество штаммов
могли утилизировать бензол и его производные –
толуол и этилбензол, а также хлорсодержащие
фенолы и бензоаты. Большинство штаммов не

использовали эти субстраты. Штаммы, обозна-
ченные как Fch 8 и Fg 1, росли на пентахлорфено-
ле, соединении, которое Стокгольмской конвен-
цией включено в список стойких органических
загрязнителей (СОЗ). С другой стороны, штаммы
Fch 5 и Fg1, выделенные из ризосферы растений,
растущих в чистой и загрязненной почве, показали
способность к деструкции более чем 15 соедине-
ний, в том числе относящихся к СОЗ (штамм Fg 1).

Активности ферментов деградации фенола. В
клетках четырех наиболее активно растущих на
феноле культур (Fch 8, 13BN, 8BN и 7B) опреде-
ляли активность ферментов, участвующих в раз-
ложении фенола: пирокатехин-1,2-диоксигена-
зы (ПК-1,2-ДО), пирокатехин-2,3-диоксигена-
зы (МПК), протокатехоат-3,4-диоксигеназы
(ПКК-3,4-ДО), муконатциклоизомеразы (МЦИ)
и гентизат-1,2-диоксигеназы (ГДО) (табл. 3).

Обнаружено, что все исследуемые штаммы
проявляли активность ПК-1,2-ДО составившую
0.08–0.16 ед./мг белка, в то же время активность
ПКК-3,4-ДО в бесклеточных экстрактах штам-
мов 13BN, 8BN и 7B была выше почти в 15 раз по
сравнению с активностью ПК-1,2-ДО. У штамма
Fch 8 активность ПКК-3,4-ДО не была обнаруже-
на. Активность МЦИ была также обнаружена
только в бесклеточных экстрактах штаммов 13BN,
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8BN и 7B и составляла в среднем 0.07 ед./мг бел-
ка. Активности ферментов МПК и ГДО не были
обнаружены в бесклеточных экстрактах всех ис-
следуемых штаммов. В клеточных гомогенатах не
обнаружены также активности орнитин-декарбок-
силазы и триптофандеаминазы.

Из коллекции штаммов-деструкторов бензоата
нами было отобрано 7 штаммов, способных утили-
зировать фенол в концентрации до 500 мг/л. Фе-
нол был выбран для создания коллекции де-
структоров, так как он является широко распро-
страненным токсичным соединением, содержание
которого в питьевой воде и воздухе должно стро-
го контролироваться [14, 15]. Выделенные нами
бактериальные штаммы, способные к деградации
фенола в концентрациях выше 500 мг/л, представ-
ляют значительный биотехнологический интерес.

Также нами была определена способность ото-
бранных штаммов к утилизации ряда токсичных
органических соединений и показано, что два ри-
зосферных штамма Fch 5 и Fg 1 способны расти
на более чем 15 субстратах, при этом один из штам-
мов выделен из незагрязненной почвы (Fch 5). Ис-
следуемые штаммы относятся к различным фи-
логенетическим группам: грамотрицательные –
Stenotrophomonas sp. Fch 5, Fch 7, Fch 8, Pseudomo-
nas 13BN и грамположительные – Rhodococcus sp.
7B, Lysinibacillus sp. Fg 1 и Isoptericola sp. 8BN.
Представители последних двух родов мало описа-
ны в литературе как деструкторы токсичных аро-
матических соединений. Так, в 2018 г. для бакте-
рии Isoptericola chiayiensis описана способность к
росту на сырой нефти в качестве единственного
источника углерода и энергии [16]. Сравнение суб-
стратного профиля описанных ранее и выделен-
ного нами штамма показало их сходство, но в от-
личие от ранее выделенных штаммов 8BN прояв-
лял β-галактозидазную активность и способность
к утилизации N-ацетилглюкозамина [17–19].

Определение активности основных фермен-
тов деградации фенола показало, что исследуе-
мые штаммы проявляли активность ПК-1,2-ДО,
при этом у штаммов 13BN, 8BN и 7B в бескле-
точном экстракте определена активность
ПКК-3,4-ДО, которая была в 15 раз выше, чем
активность ПК-1,2-ДО. Одновременное присут-
ствие ПК-1,2-ДО и ПКК-3,4-ДО описано у бак-
терий разных родов, например, в клетках бакте-
рий Pseudomonas putida KT2440, выращенных на
бензоате, была обнаружена высокая активность

ПК-1,2-ДО и следы ПКК-3,4-ДО [20], в клетках
Acinetobacter baumanii DU202, выращенных на
пара-Гидроксибензойной кислоте [21], у некото-
рых представителей Amycolatopsis и Streptomyces
при утилизации бензоата [22]. У штамма Rhodo-
coccus sp. RHA1 ПК-1,2-ДО и ПКК-3,4-ДО обна-
руживались одновременно как при росте на бен-
зоате, так и фталате [23], но для представителей
рода Isoptericola это было описано впервые. Высо-
кая активность фермента ПКК-3,4-ДО может
свидетельствовать о том, что процесс деградации
фенола идет преимущественно через образование
протокатехоата, не характерном для бактерий.
Другое возможное объяснение – множествен-
ность путей деградации ароматических соедине-
ний у бактерий, которые не были адаптированы к
росту на целевых субстратах в течение длительно-
го времени.

С применением биохимических тест систем для
представителей родов Stenotrophomonas и Isoptericola
качественно было показано наличие активности
таких ферментов как бета-галактозидаза и лизин-
декарбоксилаза. Эти ферменты получают в про-
мышленности в том числе с помощью микроор-
ганизмов, поэтому исследуемые штаммы могут
быть использованы не только для биоремедиа-
ции, но и как источник этих ферментов.

Штамм Lysinibacillus sp. Fg 1 способен к утили-
зации N-ацетилглюкозамина – основного компо-
нента бактериальной клеточной стенки. Анализ
данных по субстратным профилям описанных ра-
нее в литературе штаммов рода Lysinibacillus пока-
зал, что эта особенность ранее не была показана и
является отличительной характеристикой выде-
ленного штамма [24, 25]. В литературе описаны
примеры антимикробной и антигрибной активно-
сти штаммов этого рода, в том числе против пара-
зитических грибов растений [26], поэтому даль-
нейшее его изучение позволит выявить его биотех-
нологический потенциал. Следует подчеркнуть,
что, являясь спорообразующей бактерией, штамм
Fg 1 способен к выживанию в неблагоприятных
условиях, сохраняясь в виде спор, он может быть
транспортирован в сухом виде, поэтому является
перспективным при создании биопрепаратов для
очистки территорий, удаленных от мест его произ-
водства.

Проблема утилизации соединений, относя-
щихся к стойким органическим загрязнителям,
является актуальной. К первичному списку,

Таблица 3. Активность (ед./мг белка) ферментов деградации ароматических соединений
Штамм ПК-1,2-ДО ПК-2,3-ДО ПКК-3,4-ДО МЦИ ГДО

Stenotrophomonas sp. Fch 8 0.086 ± 0.009 0.001 ± 0.001 <0.001 0.006 ± 0.002 ≤0.001
Pseudomonas sp. 13BN 0.089 ± 0.011 0.002 ± 0.001 1.355 ± 0.121 0.079 ± 0.016 ≤0.001
Isoptericola sp. 8BN 0.159 ± 0.028 0.009 ± 0.002 1.098 ± 0.025 0.097 ± 0.049 ≤0.001
Rhodococcus sp. 7B 0.122 ± 0.029 <0.001 2.014 ± 0.185 0.046 ± 0.02 ≤0.001
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определенному Стокгольмской конвенцией в
2001 г., постепенно добавляются новые соедине-
ния. Штаммы Fch 8 и Fg 1, способные утилизи-
ровать пентахлорфенол – соединение, относя-
щегося к СОЗ, являются потенциально значи-
мыми для создания биопрепаратов для очистки
территорий, подвергшийся воздействию СОЗ.

В целом можно говорить, что выделенные
штаммы являются ценными для применения в
различных отраслях биотехнологии и необходи-
мо их дальнейшее изучение, направленное на бо-
лее глубокую характеристику уже изученных
свойств и выявление новых особенностей.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ в рамках научного проекта
№ 18-34-00964.
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Evaluation of Biotechnological Potential of New Bacterial Strains Capable
for Phenol Degradation
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From clean soils and soils contaminated with polycyclic aromatic hydrocarbons, a number of bacteria, including
rhizospheric ones, capable of transforming aliphatic and aromatic compounds to varying degrees were isolated.
Seven bacteria capable of decomposing phenol at a concentration of at least 500 mg/L were selected. Identifi-
cation by the 16S rRNA gene showed that they belong to the genera Rhodococcus, Pseudomonas, Stenotro-
phomonas, Lysinibacillus and Isoptericola. Determination of the activity of phenol destruction enzymes in these
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cultures showed the absence of a meta-pathway of catechol cleavage during phenol degradation in all studied
bacteria. In cell-free extracts the activity of catechol-1,2-dioxygenase and protocatechuate-3,4-dioxygenase was
detected, the activity of the latter enzyme was 15 times higher than the catechol-1,2-dioxygenase that for mem-
bers of the genus Isoptericola was described for the first time. Strains isolated from the rhizosphere of plants
growing in contaminated soil were capable of destroying up to 15 individual pollutants, such as aliphatic hy-
drocarbons, chlorophenols, 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid and caprolactam. With the use of biochemical
test systems for representatives of the genera Stenotrophomonas and Isoptericola, the presence of enzymes such
as β-galactosidase and lysine-decarboxylase was shown. The isolated bacteria can be used both to create
preparations for biomerediation and to create strains-producers of target enzymes.

Keywords: Rhodococcus, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Lysinibacillus, Isoptericola, phenol, degradation,
pollutants
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ПОЛУЧЕНИЕ ШТАММА Aspergillus nidulans lac№ 4 (argB–)
И ЕГО ПРИМЕНЕНИЕ ДЛЯ ТРАНСФОРМАЦИИ ПРОГЕСТЕРОНА
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Получен штамм Aspergillus nidulans lac№ 4 (argB–) – продуцент рекомбинантной лакказы А базидио-
мицета Trametes hirsuta 072. Проведена биокаталитическая трансформация прогестерона (ПГ) новым
штаммом. Основные продукты биотрансформации: 11α-гидрокси-ПГ, 11α-ацетокси-ПГ и 6β,11α-ди-
гидрокси-ПГ. Изучена кинетика сорбции ПГ и основных продуктов его биотрансформации из транс-
формационной среды с использованием сорбента Macronet MN-200. Показана эффективность при-
менения метода твердофазной экстракции стероидов без предварительного отделения мицелия.
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Стероидные лекарственные препараты зани-
мают одно из важных мест в терапии большого
числа заболеваний (воспалительных, аллергиче-
ских, гинекологических, онкологических и др.)
[1, 2]. Работы по поиску методов трансформации
природных стероидных соединений с целью по-
лучения новых лекарственных препаратов, а так-
же разработки новых экологически чистых техно-
логий, ведутся учеными на протяжении несколь-
ких десятилетий, однако остаются актуальными и
в настоящее время. Одним из наиболее важных и
перспективных методов является биотрансфор-
мация с применением ферментных систем раз-
личных микроорганизмов, в том числе мицели-
альных грибов [3]. Применение целых клеток
микроорганизма в качестве биокатализатора бо-
лее предпочтительно, так как исключает необхо-
димость выделения, очистки и стабилизации чи-
стых ферментов [4].

Проблема регионаправленного и стереоселек-
тивного микробиологического гидроксилирова-
ния относится к числу важнейших в химии стеро-
идов [3]. В настоящее время для проведения таких
трансформаций штаммы выбираются в результа-
те скрининга.

Одним из часто используемых модельных со-
единений для изучения направленности гидрок-
силирования стероидов ряда прегнана микроор-
ганизмами является прогестерон (ПГ). ПГ – по-
ловой гормон, синтезируемый желтым телом
яичника, корой надпочечников, семенными пу-
зырьками и плацентой. 11(α/β)-Гидроксилирова-
ние стероидов, особенно ПГ, является важным
процессом при производстве кортикостероидов.
Однако введение кислородной функции в С11 по-
ложение химическими методами синтеза трудно
осуществимо. 11α-Гидроксипрогестерон (11α-
гидрокси-ПГ), как и его 11β-эпимер, обладает
ингибирующей активностью в отношении фер-
мента 11β-гидроксистероиддегидрогеназы, ко-
торый окисляет 11-гидроксигруппу в 11-кето-
группу, участвуя таким образом в регуляции
электролитного баланса [5].

Биотрансформация ПГ с образованием 11α-гид-
рокси-ПГ наиболее изучена с применением грибов
Aspergillus ochraceus [6]. Наличие 11α-монооксиге-
назной активности и способность трансформиро-
вать ПГ с образованием 11α-гидрокси-производно-
го обнаружена также у некоторых штаммов вида As-
pergillus nidulans [7–9]. Несмотря на то, что грибы
A. nidulans широко применяются в качестве мо-
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дельного организма в молекулярной биологии и
биотехнологии, их способность к трансформации
стероидов мало изучена.

Ранее было обнаружено, что штамм дикого ти-
па A. nidulans ВКПМ F-1069 способен гидрокси-
лировать ПГ с образованием 11α-гидрокси-ПГ и
6β,11α-дигидрокси-ПГ, а также ацетилировать
11α-гидрокси-ПГ (рис. 1) [10].

Известно, что наличие генетических мутаций
в штамме может влиять на его стероид-трансфор-
мирующую способность (степень превращения
исходного субстрата) и регионаправленность гид-
роксилирования. Так, в работах [11, 12] было по-
казано, что введение плазмиды pUT 720, несущей
устойчивость к блеомицину и содержащей ген
Sh ble, экспрессируемый под контролем сигналов
экспрессии gpd и trpC A. nidulans, изменяло направ-
ление гидроксилирования молекулы ПГ грибом
Cochliobolus lunatus с С11β- на С15α-положение.

В работе [13] показана возможность гидроксили-
рования некоторых стероидов в органических сре-
дах базидиальными лакказами (ЕС 1.10.3.2)  [14].

Цель работы − получение нового штамма
A. nidulans lac№ 4 (argB–), способного продуциро-
вать рекомбинантную лакказу А базидиомицета
Trametes hirsuta 072, оценка влияния генетических
изменений в штамме на гидроксилирующую и
ацетилирующую способность, а также изучение
возможности использования метода твердофазной
экстракции (ТФЭ) стероидов из культуральной
среды без предварительного отделения мицелия.

МЕТОДИКА
Штаммы. В работе были использованы следу-

ющие штаммы микроорганизмов: штамм аско-
мицета A. nidulans 031 (argB–; pyrG–) (син. A. nidu-
lans (Eidam) G. Winter; AN031; FP-308.1) из кол-

лекции “The CBS-KNAW culture collection”, CBS
129193 (Нидерланды); – ауксотроф штамма A. nidu-
lans ВКПМ F-1069 дикого типа (син. FGSC A4;
ATCC 3863, 12996, 26451; CBS 112.46; NRRL 194),
несущий мутации argB2 и pyrG89 [15]. Для констру-
ирования плазмиды и бактериальной экспрессии
использовали штамм Escherichia coli XL-10 Gold
(“Stratagene”, США).

Реактивы. Прогестерон (I, ПГ, CAS № 57-83-0,
С21Н30О2. M.м. 314.46; “Steraloids Inc.”, США) ис-
пользовали в качестве исходного субстрата и стан-
дарта. 11α-Гидроксипрогестерон (II, 11α-гидрокси-
ПГ, CAS No. 80-75-1, C21H30O3, M.м. 330.46; “Ster-
aloids Inc.”, США) и 11α-ацетоксипрогестерон
(III, 11α-ацетокси-ПГ, CAS № 2268-98-6,
C23H32O4, M.м. 372.5; “Steraloids Inc.”, США) ис-
пользовали в качестве стандартов. В качестве сор-
бента использовали Macronet MN-200 (“Purolite
Ltd.”, США).

Неорганические соли − фирмы “Fluka” (Ger-
many) и “Amresco” (США), дрожжевой экстракт и
агар – “Difco Becton Dickinson”, США и “Sparks”,
США), диметилсульфоксид 99.0%-ный (ДМСО) –
“Serva”, США.

Культивирование. Штаммы A. nidulans культи-
вировали поверхностным способом в течение 7–
10 сут при 37°С [10] в термостате на агаризован-
ной минимальной питательной среде (ММ)
следующего состава (г/л): NaNO3 – 0.53, D-глюко-
за – 10.0, уридин – 1.1, урацил – 1.2, аргинин –
0.21 (при культивировании трансформантов ури-
дин и урацил не добавляли), раствор минераль-
ных солей, описанный в работе [10], – 20 мл/л.

В качестве посевного материала для глубинно-
го культивирования использовали водную сус-
пензию конидий (4 × 107 конидий/100 мл). При
глубинном культивировании трансформантов

Рис. 1. Схема биотрансформации ПГ штаммом A. nidulans ВКПМ F-1069 [10].
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САВИНОВА и др.

A. nidulans для оценки активности лакказы ис-
пользовали жидкую среду ММ с концентрацией
глюкозы 20 г/л. Культивирование проводили на
орбитальной качалке Brunswick Innova № 44
(“Eppendorf, inc.”, США) в колбах на 750 мл при
240–250 об./мин и 37°C.

Для культивирования грибов с последующей
трансформацией ПГ была использована среда
CM [16] следующего состава (г/л): глюкоза – 40;
MgSO4 ∙ 7Н2О – 1.0; КН2РО4 – 0.74; пептон – 1.0;
дрожжевой экстракт – 1.0; L-аспарагин – 0.7 с до-
бавлением уридина, урацила и аргинина в зави-
симости от использованного штамма, как описа-
но выше.

Конструирование плазмиды pGPD-lac1-A.n. Из
плазмиды pBGlac [17] с помощью рестрикции по
сайтам AdeI-PaeI был вырезан фрагмент, содер-
жаший ген lacA Trametes hirsuta (Gene-
Bank:KP027478); из плазмиды pPCGPDPr с помо-
щью рестрикции по сайтам KpnI-PscI был выре-
зан фрагмент, содержащий последовательность
сильного конститутивного промотора глицераль-
дегид-3-фосфатдегидрогеназы (gpdA), из плазми-
ды pPCGNX [17] по сайтам NcoI-PaeI был выре-
зан фрагмент сигнального пептида β-галактози-
дазы (BgaS) Penicillium canescens. Полученные
фрагменты лигировали в плазмидный вектор
pBlueskript II KS (+) (“Stratagene”, США), разре-
занный по сайтам KpnI-AdeI. Полученную лигаз-
ную смесь (5 мкл) использовали для трансформа-
ции компетентных клеток штамма E. coli XL10
Gold. Правильность сборки плазмидной кон-
струкции проверяли с помощью рестрикцион-
ного анализа препаратов плазмидной ДНК по
сайтам AdeI-PaeI и KpnI-PaeI. Правильность со-
стыковки по сайтам PaeI/NcoI проверяли секве-
нированием (“Евроген”, Россия) с помощью
олигонуклеотидного праймера: PCGpd_prom_seq
СССTCTTCCATCCTCCTCCT.

Трансформация A. nidulans плазмидой и отбор
клонов. Плазмида pGPD-lac1-A.n. была введена в
геном A. nidulans 031 (argB2-, pyrG89-) ко-транс-
формацией [18] совместно с плазмидой pJR15
[19], несущей ген pyrG A.nidulans, c отбором на се-
лективной среде ММ, содержащей 0.2 мМ 2,2'-ази-
но-бис-(3-этилбензтиазолин-6-сульфоновой кис-
лоты) диаммониевой соли (АБТС) и 0.1 мМ CuSO4.

Определение активности лакказы. Активность
лакказы в культуральной жидкости (КЖ) опреде-
ляли спектрофотометрическим методом на спек-
трофотометре PerkinElmer Lambda 35 (США), как
описано в работе [20], с использованием раствора
АБТС в качестве хромогенного субстрата. Изме-
рения проводили в 0.1 М натрий-ацетатном буфе-
ре, рН 4.5. За 1 условную единицу активности
принимали увеличение оптической плотности в
1 мл реакционной смеси за 1 мин.

Биотрансформация прогестерона штаммами
A. nidulans. Водную суспензию конидий готовили
смывом с поверхности колоний и по 4 × 107 кони-
дий вносили в качалочные колбы емкостью 750 мл
со 100 мл среды СМ. Затем в среду вносили ПГ в
виде раствора в ДМСО в концентрации 1.0 г/л,
при этом концентрация растворителя составляла
4% (об.). Культуру выращивали на качалке при
37°С в течение 4 сут. Трансформацию проводили
в тех же условиях в течение 66 ч для изучения вли-
яния мутаций и наличия плазмиды и 216 ч для
оценки возможности применения метода ТФЭ
для извлечения продуктов трансформации без от-
деления мицелия.

Жидкофазная экстракция (ЖФЭ). Извлечение
продуктов трансформации ПГ из культуральной
среды проводили через 66 ч от начала биотранс-
формации. Мицелий отфильтровывали на ворон-
ке Бюхнера через полотняный фильтр, промыва-
ли дихлорметаном (ДХМ) на фильтре. Фильтрат
экстрагировали трижды порциями ДХМ равного
объема. Стероиды, адсорбированные на мице-
лии, извлекали ре-мацерацией (трижды), исполь-
зуя метанол и выдерживая без перемешивания в
течение 4 ч. Метанол упаривали под вакуумом,
стероиды из водного остатка экстрагировали ДХМ
трижды. Объединенные экстракты фильтрата и
мицелия промывали водой, осветляли активиро-
ванным углем и упаривали в вакууме.

Содержание стероидов в остатке оценивали
методом количественной ТСХ на пластинах Silica
gel 60 F254 TLC plates (“Merck”, Германия). Хрома-
тографировали дважды в этилацетате (ЭА),
продукты визуализировали в УФ-свете (254 нм).
Содержание стероидов оценивали с применени-
ем программы ImageMaster 2D Platinum v.7 (“GE
Healthcare”, Швеция). Пластины опрыскивали
1%-ным раствором ванилина в 10%-ном водном
растворе HClO4, а затем проявляли, нагревая при
температуре 100–120°C.

Выделение индивидуальных соединений I–IV
проводили описанным ранее методом [10]. Хро-
матографическую чистоту подтверждали с помо-
щью ТСХ и ЯМР-спектроскопии.

Изучение кинетики сорбции стероидов. Измере-
ние кинетики сорбции стероидов из водной сре-
ды проводили с использованием сорбента Mac-
ronet MN-200 в статических условиях. Использо-
вали модельные растворы/суспензии стероидов.
Для каждого испытуемого соединения использо-
вали 15 конических колб eмкостью 250–300 мл,
содержащих по 100 мл дистиллированной воды. В
каждую колбу вносили по каплям при перемеши-
вании по 100 мг стероида в растворе ДМСО, под-
держивая температуру 35–40°С. Конечная кон-
центрация стероида составляла 1.0 г/л, а ДМСО –
4% (об.). Содержимое колб охлаждали при пере-
мешивании до комнатной температуры (26 ± 2°С)
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и в каждую колбу помещали капроновый фильтр-
пакет с сорбентом Macronet MN-200. Соотноше-
ние фаз сорбент : вода составляло 1 : 10 г/об.
Фильтр-пакеты готовили из технической капро-
новой ткани для фильтрации белого цвета и за-
полняли сухим сорбентом (по 10 г). После приго-
товления фильтр-пакеты с сорбентом выдержи-
вали в 95%-ном этиловом спирте в течение не
менее 3 сут. Перед использованием помещали на
1 ч в стерильную дистиллированную воду.

Процесс сорбции проводили при перемешива-
нии (60–70 об./мин) и температуре 28°С. Через
0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 24, 48, 72, 96 и 120 ч из
каждой колбы извлекали фильтр-пакет с сорбен-
том, дважды промывали его 20 мл воды от воз-
можных остатков раствора (и/или кристаллов)
стероида, водную промывку присоединяли к ос-
новной водной фазе. Пакет с сорбентом помеща-
ли в колбу на 200–250 мл и добавляли 50 мл аце-
тона для десорбции стероидного соединения.

Стероид из оставшейся водной фазы экстраги-
ровали этилацетатом трижды по 100 мл. Экстракт
упаривали досуха. В остатке определяли содержа-
ние стероида с помощью количественной ТСХ.

Твердофазная экстракция (ТФЭ). Извлечение
продуктов трансформации ПГ из трансформа-
ционной среды проводили через 216 ч от начала
биотрансформации. В каждую колбу помещали
фильтр-пакет с сорбентом. Перемешивали при
температуре 28°С на качалке (60–70 об./мин) в
течение 24 ч. Затем пакет меняли на другой и
продолжали перемешивание еще 48 ч в этих же
условиях (операцию повторяли дважды). По
окончании сорбции пакеты промывали 20 мл во-
ды каждый. Для контроля полноты сорбции ми-
целий отфильтровывали, добавляли метанол и
выдерживали в условиях ре-мацерации, а филь-
трат КЖ обрабатывали этилацетатом в условиях
примера ЖФЭ.

Десорбция. Десорбцию проводили в динами-
ческом режиме, используя аппарат Сокслета с
объёмом рабочей зоны экстрактора 100 мл, куда
помещали 3 фильтр-пакета с сорбентом. В круг-
лодонную колбу на 250 мл наливали 150 мл ацето-
на и подключали к аппарату. Процесс проводили
при перемешивании. Ацетон нагревали до кипе-
ния, экстракцию проводили в течение 4 ч. Затем
экстрагировали повторно новой порцией ацетона
в течение 1 ч для контроля завершения экстрак-
ции. Ацетоновый экстракт упаривали до удале-
ния растворителя. Водный остаток (~30–40 мл)
обрабатывали этилацетатом трижды по 45 мл,
растворитель упаривали досуха. Контроль полно-
ты десорбции осуществляли методом ТСХ. Пол-
ная десорбция завершалась за 4 ч.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияния мутации argB2 и pyrG89, а также плаз-
миды с геном lacA, на процесс биотрансформа-
ции ПГ изучали с использованием известного
штамма A. nidulans 031 (argB–; pyrG–) [15] и нового
штамма A. nidulans lac№ 4 (argB–).

Получение штамма A. nidulans lac№ 4 (argB–).
Лакказы – медьсодержащие оксидазы, окисляю-
щие ряд фенольных и нефенольных соединений с
сопутствующим восстановлением кислорода до
молекулы воды без образования пероксида водо-
рода [14]. Для получения продуцента рекомби-
нантной LacA в штамме A. nidulans была создана
плазмида pGPD-lac1-A.n (рис. 2) с геном lacA
(GeneBank: KP027478) базидиомицета T. hirsuta
072, кодирующим LacA (без сигнального пептида
лакказы), под контролем сильного конститутив-
ного промотора глицеральдегид-3-фосфатдегид-
рогеназы (gpdA) с сигнальным пептидом β-галак-
тозидазы P. canescens.

Рис. 2. Карта плазмиды pGPD-lac1-A. n., содержащей ген lacA, кодирующий лакказу А гриба T. hirsuta 072.
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Terminator trpC A.n.
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Полученную плазмиду трансформировали в
штамм A. nidulans 031 (argB2–, pyrG89–). Преиму-
ществом штамма являлось то, что его геном се-
квенирован [21] и гены, кодирующие лакказы
sensu stricto, не были обнаружены. Кроме того, для
штамма была разработана эффективная методика
трансформации и отбора целевых клонов, в кото-
рой в качестве маркерных генов использовали ге-
ны argB и pyrG, комплиментирующие мутации
argB2 и pyrG89 соответственно. В настоящей ра-
боте трансформация проводилась совместно с
плазмидой pJR15 [19], несущей комплиментиру-
ющий ген pyrG A.nidulans c отбором на селектив-
ной среде без добавления уридина и урацила.

Тестирование трансформантов на способность
продуцировать лакказу. Первичное тестирование
полученных трансформантов на способность
продуцировать лакказу осуществлялось путем их
пересева на агаризованную питательную среду
ММ, содержащую АБТС в качестве хромогенно-
го субстрата [18, 22, 23]. Колонии, вокруг которых
появлялись окрашенные зоны наибольшего раз-
мера (30 шт.), были выбраны в качестве потенци-
альных продуцентов лакказы (рис. 3).

Отобранные трансформанты, перспективные
для дальнейшего исследования, потенциально
продуцирующие лакказу, культивировали в жид-
кой питательной среде ММ. Было показано, что
максимальная активность рекомбинантной лак-
казы А в КЖ по субстрату АБТС составляла
2.0 усл. ед./мл у трансформанта A. nidulans lac№ 4
(argB–) и была сопоставима с активностью реком-
бинантной лакказы Trametes versicolor, ранее по-
лученной в A. niger (2.7 усл. ед./мл [24]), и актив-
ностью рекомбинантной лакказы T. villosa, полу-
ченной в A. oryzae (3.0 усл. ед./мл [22]). Наличие
плазмиды с геном lacA у штамма A. nidulans lac№ 4
(argB–) подтверждали с помощью ПЦР с геном-
ной ДНК, выделенной из мицелия (рис. 4).

Культурально-морфологические особенности
штамма A. nidulans lac№ 4 (argB–). На агаризован-
ной среде штамм образует круглые колонии диа-
метром 30–35 мм через 7 сут роста, поверхность
колоний ровная, выпуклая, пушистая, текстура
средней плотности. Край колоний плотный,
ровный. Цвет колоний в зоне спороношения зе-
леновато-белый, обратная сторона палево-ко-
ричневая, эксудат отсутствует. Культура харак-
теризуется умеренным спороношением, споры
зеленого цвета.

Биотрансформация ПГ. Влияние изменений в
генетическом аппарате штамма на его способ-
ность к трансформации стероидов оценивали,
сравнивая с результатами трансформации ПГ ис-
ходным штаммом дикого типа A. nidulans ВКПМ
F-1069 [10] и мутантным штаммом A. nidulans 031
(argB–; pyrG–). Трансформацию ПГ штаммами
проводили в течение 66 ч в одинаковых условиях,
параллельно культивируя штаммы без ПГ в каче-
стве контроля. Каждый эксперимент выполняли
в трех повторностях.

Результаты биотрансформации ПГ штаммами
A. nidulans приведены в табл. 1.

Как видно из табл. 1, степень превращения
(конверсия) ПГ новым штаммом за 66 ч транс-
формации была значительно выше, чем у A. nidu-

lans ВКПМ F-1069 и A. nidulans 031 (argB–; pyrG–) –
на 10.5 и 17.2% соответственно.

ТФЭ. В работах [10, 25] для извлечения про-
дуктов трансформации ПГ из трансформационной
среды с мицелием, использовали метод ЖФЭ. В на-

Рис. 3. Первичный отбор трансформантов A. nidulans –
продуцентов рекомбинантной LacА на среде с АБТС.

Рис. 4. Электрофорез ПЦР-фрагмента с геномной
ДНК: 1 – A. nidulans lac№ 4 (argB–), 2 – A. nidulans 031
(argB2–, pyrG89–), М – маркеры, bp.

1 2 M
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стоящей работе изучена возможность использо-
вания метода ТФЭ для выделения продуктов
трансформации ПГ из культуральной среды без
предварительного разрушения или отделения
мицелия. В качестве сорбента был использован
Macronet MN-200 – неионогенный макропори-
стый полистирол, сшитый дивинилбензолом,
один из перспективных полимеров для примене-
ния в биотехнологических процессах. Важным яв-
ляется также то, что сорбент легко регенерируется,
полностью отдавая поглощенные вещества при
обработке органическим растворителем [26, 27].
Предварительно было проведено изучение кине-
тики сорбции ПГ и мажорных продуктов его био-
трансформации этим сорбентом из водной среды.

Кинетика сорбции стероидов из водной среды.
Для определения оптимального времени контак-
та сорбента с трансформационной средой изуча-
ли кинетику сорбции ПГ (I) и продуктов его
трансформации (11α-гидрокси-ПГ (II), 11α-аце-
токси-ПГ(III) и 6β,11α-дигидрокси-ПГ (IV)) из
модельных растворов (или суспензий). Следует
отметить, что, если соединения II и IV, вносимые
в воду в виде раствора в ДМСО, образовывали
растворы, то при добавлении в воду растворов I и
III в ДМСО наблюдалось образование мелкокри-
сталлической суспензии, что, вероятно, было
обусловлено ограниченной растворимостью этих

соединений в воде. Известно, что растворимость
ПГ в дистиллированной воде при комнатной тем-
пературе составляет 16.8 мкг/мл [28].

После помещения фильтр-пакета с сорбентом
в модельный раствор (суспензию) содержимое
колбы перемешивали, что обеспечивало диффу-
зию раствора стероида через капроновый фильтр
внутрь пакета и обратно жидкости без стероида.
Внутри пакета протекал процесс сорбции стерои-
да из раствора. Вне пакета происходило посте-
пенное растворение кристаллов стероида. Ско-
рость перемешивания 60–70 об./мин была мини-
мально необходимой для обеспечения диффузии
и процесса сорбции без механического истира-
ния гранул сорбента.

Капроновый фильтр-пакет защищал сорбент от
налипания на гранулы полимера кристаллов стеро-
идного соединения, не препятствуя при этом сорб-
ции растворенного стероида из жидкой фазы.
Определение количества остаточного стероида в
колбе проводили по истечении условленного вре-
мени. На основании экспериментальных данных
были построены кинетические кривые сорбции со-
единений I, II, III и IV (рис. 5).

Как видно из рис. 5, сорбция соединений II и
IV из растворов протекала значительно быстрее,
чем для соединений I и III из их суспензий. Пол-
ная сорбция соединения IV проходила за 48 ч, а

Таблица 1. Конверсия ПГ штаммами A. nidulans на среде СМ и относительная селективность образования про-
дуктов трансформации (мол. %) на 66 ч трансформации*

* Для расчета соотношения продуктов II, III, IV за 100% принимали количество молей конвертированного ПГ.

Стероиды A. nidulans ВКПМ F-1069 A. nidulans 031 (argB–; pyrG–) A. nidulans lac№4 (argB–)

Конверсия ПГ (I), % 85.39 80.52 94.37
11α-Гидрокси-ПГ(II) 17.05 13.8 26.51
11α-Ацетокси-ПГ (III) 29.53 47.4 41.87
6β,11α-Дигидрокси-ПГ (IV) 53.42 38.8 31.62

Рис. 5. Кинетические кривые адсорбции ПГ и мажорных продуктов на Macronet MN-200. 1 – ПГ, 2 – 11α-гидрокси-ПГ,
3 – 11α-ацетокси-ПГ, 4 – 6β,11α-дигидрокси-ПГ.
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соединения II за 96 ч. Сорбция соединения III за-
вершалась через 120 ч. При этом через 120 ч сорб-
ционного процесса содержание I в водной фазе
составило 0.75 мг, то есть менее 1% от внесенного
для трансформации. Особенностью процессов
адсорбции в случае соединений I и III является
более медленное достижение сорбционного рав-
новесия, так как в этих случаях скорость процесса
переноса вещества зависит от скорости перехода
вещества из твердой фазы в раствор, диффузии
растворенного вещества в растворе через капро-
новый фильтр и удаления его из раствора в ре-
зультате адсорбции на полимере.

Полученные результаты позволили заклю-
чить, что оптимальная продолжительность кон-
такта сорбента с КЖ составляла 120 ч.

Извлечение стероидов из трансформационной
среды. Ранее [10] было показано, что в аналогич-
ных условиях трансформации ПГ штаммом A. nidu-
lans ВКПМ F-1069 образование максимального ко-
личества продукта IV достигалось через 96 ч и не из-
менялось в дальнейшем. Процесс энзиматического
ацетилирования 11α-гидроксильной группы со-
единения II, напротив, продолжался и после того,
как 6β-гидроксилирование прекращалось. При
этом полная конверсия исходного субстрата I, а
также интермедиата II, происходила за 216 ч
трансформации. Для изучения возможности ис-
пользования метода ТФЭ для извлечения продук-
тов биоконверсии ПГ штаммом A.nidulans lac№ 4
(argB–) трансформацию проводили в течение 216 ч.

По окончании биотрансформации ПГ грибом
A. nidulans lac№ 4 (argB–) извлечение продуктов из
трансформационной среды проводили в тех же
качалочных колбах без отделения мицелия, поме-
щая фильтр-пакет с сорбентом в колбу. Полноту
сорбции оценивали хроматографически, отби-
рая пробы из трансформационной среды каждые
4–6 ч. Периодически пакет с сорбентом заменя-
ли. Применение капронового фильтр-пакета за-
щищало сорбент от загрязнения частицами ро-
стовой среды и налипания на гранулы полимера
мицелия, не препятствуя при этом сорбции рас-
творенных стероидов из жидкой фазы. Для кон-
троля полноты сорбции мицелий отделяли
фильтрованием от жидкой фазы. Проводили ре-
мацерацию мицелия метанолом, а фильтрат об-
рабатывали этилацетатом в условиях ЖФЭ. По
данным ТСХ анализа в фильтрате и мицелии ПГ
и продукты его трансформации отсутствовали.

По окончании сорбции проводили десорбцию
стероидов с сорбента в фильтр-пакетах. Как пра-
вило, десорбцию стероидов с носителя проводят
смешивающимися (алифатическими спиртами,
ацетоном и др.) или не смешивающимися с водой
растворителями (ароматическими углеводорода-
ми, эфирами уксусной кислоты, хлороформом,
дихлорметаном и др.), а также их смесями [29, 30].

Десорбцию стероидов проводили в динамиче-
ском режиме ацетоном в аппарате Сокслета. Кон-
троль полноты десорбции осуществляли методом
ТСХ, анализируя содержимое экстрактов. Пол-
ная десорбция завершалась за 4 ч. При этом со-
держание продуктов в экстракте было следую-
щим (мол. %): 11α-гидрокси-ПГ – 1.43; 11α-аце-
токси-ПГ – 49.91; 6β,11α-дигидрокси-ПГ – 22.49.
На основании анализа полученных результатов
был сделан вывод, что за 216 ч трансформации до-
стигалась практически полная конверсия исходно-
го субстрата ПГ, а относительная селективность об-
разования мажорных продуктов трансформации
составляла (мол. %): 11α-гидрокси-ПГ – 1.94; 11α-
ацетокси-ПГ – 67.6; 6β,11α-дигидрокси-ПГ – 30.46.

Ранее сообщалось о применении сорбционно-
го способа для извлечения некоторых стероидов
рядов прегнана и андростана из КЖ. Так, в патен-
те [31] описан способ использования сильнокис-
лотного набухающего катионита для извлечения
эпи-гидрокортизона и гидрокортизона из их КЖ
после трансформации кортексолона (вещество
“S” Рейхштейна) с концентрацией 0.5 и 0.6 г/л со-
ответственно. При этом сорбцию проводили из
культуральной среды после отделения мицелия.
Синтетические неполярные макросетчатые по-
лимерные сорбенты, синтезированные на основе
дивинилбензола, нашли применение в фермента-
тивном получении 3,17-дикетоандростанов, на-
пример, андрост-4-ен-3,17-диона, из стеринов
[32] благодаря их способности селективно сорби-
ровать 3,17-дикетоандростаны. Применение мак-
росетчатого сорбента для извлечения продуктов
трансформации ПГ из трансформационной среды
без отделения мицелия описано нами впервые.

Полученные результаты показали, что нали-
чие мутации у штамма Aspergillus nidulans lac№ 4
(argB–) − продуцента гетерологичной лакказы А,
не влияло на качественный состав мажорных про-
дуктов трансформации ПГ, но приводило к изме-
нению их количественного содержания. Следует
отметить, что продукты II и III являются важными
предшественниками в производстве высокоактив-
ных стероидных соединений, в частности, адрено-
кортикоидов [33]. Они также могут применяться
как самостоятельные препараты с гестагенной и
антиандрогенной активностью [34–36], причем
11α-гидрокси-ПГ (II) известен как регулятор
кровяного давления [37] и обладает нейропротек-
торной активностью [38]. Соединение 6β,11α-
дигидрокси-ПГ (IV) может быть превращено в
11α-гидрокси-ПГ (II) известным способом [39].

Таким образом, штамм A. nidulans lac№ 4 (argB–)
оказался более эффективным биокатализатором
для трансформации ПГ в 11α-ацетокси-ПГ (III) и
11α-гидрокси-ПГ (II). Штамм можно рассматри-
вать как перспективный объект для изучения его
стероидтраснформирующей активности с ис-
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пользованием других модельных стероидов, на-
пример, кортексолона (вещество “S” Рейхштей-
на) и андроста-4-ен-3,17-диона.

Работа выполнена при частичной поддержке
грантом Российского фонда фундаментальных
исследований № 18-34-00653 мол_а.
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Obtainment of Aspergillus nidulans lac№ 4 (argB–)  and its Application
for Progesterone Transformation

O. S. Savinovaa, *, A. M. Chulkina, T. S. Savinovab, E. A. Vavilovaa,
D. V. Vasinaa, P. N. Solyevc, and T. V. Fedorovaa

aBach Institute of Biochemistry, Federal Research Center “Fundamentals of Biotechnology”, RAS, Moscow, 119071 Russia
bFaculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, Moscow 119991 Russia

cEngelhardt Institute of Molecular Biology, RАS, Moscow 119991 Russia

*e-mail: savinova_os@rambler.ru

The strain of Aspergillus nidulans lac№ 4 (argB–) – a producer of the recombinant laccase A of basidiomycete
Trametes hirsuta 072 – was obtained. A biocatalytic transformation of progesterone (PG) was carried out with
a new strain. 11α-Hydroxy-PG, 11α-acetoxy-PG and 6β,11α-dihydroxy-PG were the major biotransforma-
tion products. The kinetics of sorption of PG and the main products of its biotransformation from the trans-
formation medium using the Macronet MN-200 sorbent were studied. The effectiveness of steroids solid-
phase extraction method without preliminary separation of the mycelium has been proposed.

Keywords: Aspergillus nidulans, laccase, Trametes hirsuta, solid phase extraction, Macronet MN-200, proges-
terone, 11α-hydroxyprogesterone, 11α-acetoxyprogesterone, 6β,11α-dihydroxyprogesterone
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ПРИРОДНЫЕ ШТАММЫ ДРОЖЖЕЙ SACCHAROMYCES CEREVISIAE, 
ПЕРСПЕКТИВНЫЕ ДЛЯ ПРОИЗВОДСТВА ВИН ТИПА ХЕРЕС
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Предложен методический подход к поиску перспективных для производства вина типа херес при-
родных штаммов дрожжей S. сerevisiae, основанный на их первичном отборе с использованием ге-
нетических маркеров и последующем изучении их энологических свойств. Из образцов винограда
выделено 96 штаммов дрожжей S. cerevisiae. Генотипирование штаммов выявило у 82 характерную
для “винных” штаммов аллель спейсера ITS1 генов рибосомной РНК, а 14 имели аллель, характер-
ную для французских “хересных” штаммов. Аллели, специфичной для испанских “хересных”
дрожжей, не были обнаружено. У 11 штаммов в промоторе гена адгезина FLO11 найдена типичная
для “хересных” дрожжей делеция размером 111 п. н., а специфическая аллель гена YDR379C-А вы-
явлена у 20. В целом, 28 штаммов обладали хересной аллелью хотя бы для одного из трех локусов, а
21 из них образовывал пленку на поверхности сброженного виноградного сусла. По результатам ге-
нетических исследований и оценки энологических свойств были отобраны 5 штаммов, характери-
зующихся наличием хересных аллелей для трех локусов, а также способных к пленкообразованию.
Испытание штаммов в условиях микровиноделия позволило рекомендовать 2 штамма в качестве
наиболее перспективных для дальнейшей производственной селекции.

Ключевые слова: хересные дрожжи, Saccharomyces cerevisae, ITS, Flo11, генотипирование, физиолого-
биохимические свойства, пленкообразование, альдегидообразование
DOI: 10.31857/S055510992003006X

Херес – вино c уникальными особенностями
букета и вкуса, которые приобретаются в резуль-
тате длительной биологической выдержки вино-
материала под дрожжевой пленкой. Важная роль
хересных дрожжей в производстве вин типа херес
хорошо известна [1–3], так как в промышленном
масштабе это вино без специальных штаммов
дрожжей получить невозможно. Традиционно
для этих целей используют дрожжи, относящиеся
по принятой в виноделии систематике В.И. Куд-
рявцева [4] к виду Saccharomyces oviformis var. cher-
esiensis. По современной систематике [5] они от-
носятся к Saccharomyces сerevisiae.

В сравнении c бродильными штаммами S. сer-
evisiae хересные дрожжи имеют отличительные
характеристики. Основными из них являются их
способность формировать пленку на поверхности
виноматериала и в этих условиях роста окислять
этанол в ацетальдегид под действием алкогольде-
гидрогеназы. Пленкообразование и окислитель-

ный метаболизм являются адаптационными ме-
ханизмами, которые позволяют клеткам выжи-
вать при таких условиях.

Сведения о свойствах хересных дрожжей полу-
чены в основном при изучении производственных
хересных популяций [1, 2, 6, 7]. Однако вопросы
происхождения и распространения хересных
дрожжей остаются не решенными. Так не было из-
вестно, встречаются ли они на винограде в природе
или их можно обнаружить только в производ-
ственных условиях, в которых они сформирова-
лись в результате длительной селекции.

Использование современных геномных и по-
стгеномных инструментов способствует углубле-
нию представлений о природе молекулярных раз-
личий, лежащих в основе фенотипического раз-
нообразия дрожжей-сахаромицетов, связи между
их молекулярно-генетическими данными и био-
технологическими свойствами [8, 9]. Следует
ожидать, что эти знания будут способствовать

УДК 579.25:579.6:663.252
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разработке стратегий отбора и селекции новых
промышленно ценных штаммов хересных дрож-
жей S. сerevisiae, направленных на совершенство-
вание технологии производства вин типа Херес.

Цель работы – выделение природных штаммов
дрожжей и отбор на основании изучения их моле-
кулярно-генетических и энологических свойств
перспективных штаммов для производства вин ти-
па Херес пленочным способом.

МЕТОДИКА
Объекты исследования. Объектами исследо-

вания служили природные изоляты дрожжей,
выделенные в сезоны виноделия 2016 и 2018 гг.
из 101 пробы винограда, произрастающего в ви-
ноградо-винодельческих хозяйствах шести кли-
матических зон Республики Крым [10] и Ростов-
ской области (Россия). Количество отобранных
штаммов дрожжей зависело от количества ис-
следованных виноградных участков климатиче-
ской зоны и сортового состава винограда. Кон-
тролем служил селекционный штамм I-329 из
коллекции микроорганизмов виноделия “Мага-
рач” (КМВ “Магарач”, Россия), применяемый в
производстве вин типа Херес.

Выделение природных штаммов дрожжей. Здоро-
вые неповрежденные ягоды винограда отделяли от
гребней, дробили и оставляли на 4 ч. Полученную
мезгу отжимали, сусло разливали в склянки, за-
крытые ватно-марлевой пробкой. Через 48 ч после
начала брожения пробы сусла высевали на агари-
зованное виноградное сусло и инкубировали при
26 ± 0.5°С. Характерные для дрожжей-сахароми-
цетов колонии переносили в пробирки с виноград-
ным суслом и культивировали при температуре 26 ±
± 0.5°С до появления признаков брожения.

Среда и условия культивирования. Среда и
условия культивирования описанные ранее [7]
соответствовали требованиям и рекомендациям
по приготовлению вин типа херес [11]. Дрожжи
культивировали при 18 ± 0.5°С в пастеризован-
ном виноградном сусле из винограда сорта Али-
готе с массовой концентрацией сахаров 210 г/л,
титруемых кислот 7.0 г/л и рН 3.2. Для инокуля-
ции использовали 2-суточную дрожжевую раз-
водку в физиологически активном состоянии, со-
держащую 60–80 млн кл/мл, количество почкую-
щихся клеток не менее 30% и мертвых клеток не
более 2% [1].

Морфологию и физиологическое состояние
клеток описывали при микроскопировании на
стадии активного роста (2–3-суточная культура),
осадок – визуально на стадии осветления выбро-
дившего сусла. Размеры клеток определяли по
цифровым изображениям, используя световой
микроскоп XY-B2 (“Ningbo Sunny Instruments”,
Китай) и компьютерную программу “Image
Scope M”.

Бродильная способность штаммов. Бродильную
способность оценивали при культивировании на
пастеризованном виноградном сусле в колбах объ-
емом 100 мл. В сусло вносили дрожжевую разводку
из расчета 2 × 106 кл/мл, закрывали бродильными
затворами и инкубировали при 18 ± 0.5°С, еже-
дневно взвешивая. По окончании процесса бро-
жения (отсутствие изменения массы) в виномате-
риалах определяли концентрацию сахаров, спир-
та, летучих кислот и альдегидов.

Способность штаммов образовывать сероводо-
род. Способность к выделению сероводорода изу-
чали на плотной питательной среде BIGGY
(“Merck”, Германия) [12]. Посевы культивирова-
ли в течение 24 ч при температуре 30°С. Присут-
ствие H2S в среде оценивали визуально, исполь-
зуя следующую шкалу: белый цвет – сероводород
не образуется; светло-коричневый цвет – низкое
образование сероводорода; темно-коричневый
цвет – среднее образование сероводорода; чер-
ный цвет – высокое образование сероводорода.

Способность штаммов к пленкообразованию. Спо-
собность штаммов к пленкообразованию определя-
ли по росту пленки на поверхности сброженного
сусла. В лабораторных условиях пастеризованное
виноградное сусло сбраживали в склянках объемом
100 мл, в условиях микровиноделия использовали
свежеотжатое сусло, которое сбраживали в 3-литро-
вых баллонах. Образцы закрывали ватно-марлевы-
ми пробками и инкубировали при 18 ± 0.5°С. Раз-
водку дрожжей вносили в количестве 2%. Рост
пленки на поверхности фиксировали ежедневно
после окончания брожения: начало роста – при
наличии первых островков, окончание – при за-
растании всей поверхности. Состояние пленки
оценивали визуально [7].

Энологические свойства. При проведении иссле-
дований были использованы подходы и методы, об-
щепринятые в микробиологии виноделия. Дрожжи
оценивали по показателям, принятым при проведе-
нии селекции промышленных штаммов дрожжей
для производства виноградных вин [11].

Аналитические исследования. Массовую
концентрацию летучих кислот определяли по
ГОСТ 32001-2012, массовую концентрацию аль-
дегидов по ГОСТ 12280-75. Содержание остаточ-
ных сахаров и этилового спирта определяли вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографией
на колонке Supelcogel C610H на хроматографе
LC Prominence (“Shimadzu”, Япония).

Таксономическая идентификация природных
штаммов и их генотипирование по ITS маркерам.
Предварительную идентификацию изолятов на
принадлежность к роду Saccharomyces проводили
классическими методами по стандартным харак-
теристикам: морфология клеток, способ вегета-
тивного размножения, способность к спорообра-
зованию, морфология аскоспор [13]. Выделение
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препаратов ДНК из клеток дрожжей осуществля-
ли по методике, описанной ранее [7]. Для молеку-
лярно-генетической идентификации и отнесения
к “винным” или “хересным” штаммам дрожжей
использовали метод анализа полиморфизма длин
рестрикционных фрагментов (ПДРФ) ПЦР-фраг-
ментов участков повтора рДНК, включающих два
“внутренних транскрибируемых спейсера” (ITS1 и
ITS2) и ген 5.8 рРНК [14]. Для ПЦР использовали
праймеры Its1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3')
и Its4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'). По-
лученные фрагменты обрабатывали рестриктазой
HaeIII и после анализа электрофореграмм отно-
сили штаммы к “винным” или к “хересным”. Для
“винных” штаммов дрожжей S. cerevisae харак-
терно образование фрагментов размером 311, 230,
172 и 128 п.н., а для “хересных” – 311, 230, 148 и
129 п.н. Для отнесения “хересных” штаммов
дрожжей S. cerevisae к “французскому” или “испан-
скому” типу проводили обработку ПЦР-фрагмен-
тов рестриктазой HhaI. Для “испанских” аллелей
характерно образование фрагментов размером
342, 340 и 133 п. н., для “французских” – 364, 336
и 132 п. н. [14]. Если полученные в результате
ПДРФ анализа фрагменты по длинам не были ха-
рактерны для дрожжей вида S. cerevisae, то эти
ПЦР-фрагменты секвенировали по методу Сен-
гера на ABI 3730 (“Applied Biosystems”, США) и
проводили таксономическую идентификацию
штамма на основе анализа полученных последо-
вательностей.

Анализ полиморфизма промотора гена FLO11.
Штаммы, несущие “полноразмерный” и “укоро-
ченный” (делеция размером 111 п. н.) варианты
промотора гена FLO11, выявляли методом ПЦР-
анализа с праймерами Flo11D.REV (5'-TTTGGG-
CGACATTTTCTTGT-3') и Flo11D.FOR (5'-CCAC-
GGGTGAGATTTGTTCT-3'). Регистрировали
образование фрагментов размером около 400
или 300 п. н., характерных для этих двух аллелей
гена FLO11, “хересного” и “винного” соответ-
ственно [15].

Анализ полиморфизма гена YDR379C-A. Для
выявления штаммов с винными и хересными
аллельными вариантами данного гена исполь-
зовали ПДРФ-анализ ПЦР-фрагментов, полу-
ченных с праймерами F_sdh6 (5'-TCGCGT-
CAACTTGTTTTGAG-3') и R_sdh6 (5'-ATTCGT-
CAGTTCAGGGTG TGA-3'). Фрагменты, имевшие
длину 885 п. н., обрабатывали рестриктазой AflIII
[16]. Для “хересных” аллелей наблюдали образо-
вание фрагментов 500 и 385 п. н. У “винных” ал-
лелей размер фрагмента оставался неизменным.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Идентификация природных изолятов дрожжей и

формирование рабочей коллекции штаммов рода
Saccharomyces. Из 101 пробы винограда выделено

и проанализировано 626 изолятов дрожжей. По
результатам оценки их морфолого-культуральных
свойств на принадлежность к роду Saccharomyces
отобрали 102 штамма дрожжей (табл. 1), для кото-
рых отмечена морфологическая однородность и
спорообразование. Клетки дрожжей округлой, яй-
цевидной и овальной формы, средних и крупных
размеров, округлые – (5.35 ± 0.34) мкм; яйцевид-
ные – (4.05 ± 0.85) × (5.65 ± 0.5) мкм и овальные –
(7.15 ± 0.66) × (3.54 ± 0.58) мкм; размножение
почкованием, споры округлые гладкие, от 1 до 4
в аске. Необходимо отметить, что многие при-
родные штаммы дрожжей отличаются дефекта-
ми споруляции, а в асках часто содержится ме-
нее 4 спор [17].

Генотипирование отобранных штаммов дрожжей.
Генотипирование на основании анализа участка
межгенного спейсера рДНК подтвердило принад-
лежность 96 из 102 отобранных штаммов к виду
S. cerevisiae. По данным секвенирования ITS после-
довательностей остальные 6 штаммов были отнесе-
ны к видам Starmerella bacillaris (1 штамм), Lachancea
thermotolerans (3 штамма) и Torulaspora delbrueckii
(2 штамма). Эти виды часто встречаются в природе
на поверхности ягод винограда [18]. Таким образом,
была сформирована рабочая коллекция из 96 штам-
мов дрожжей S. cerevisiae.

По данным анализа ITS локуса 82 штамма имели
последовательность, характерную для “винных”
штаммов и 14 – для “французских хересных” [14], а
“испанских хересных” аллелей у анализируемых
штаммов обнаружено не было (табл. 2).

Для многих “хересных” штаммов характерна
делеция размером 111 п. н. в положении от [–1313]
до [–1203] промотора гена адгезина FLO11, при-
водящая к усилению его экспрессии [15]. Такая
делеция присутствовала у 4 штаммов, а еще
7 штаммов были гетерозиготными (табл. 2). По-
видимому, штаммы с гетерозиготными аллелями
были диплоидами или полиплоидами, что доста-
точно широко распространено среди природных
и промышленных штаммов [19].

Также для генотипирования использовали
ПДРФ маркер локуса YDR379C-A, разработанный
на основании сравнения геномов хересных и вин-
ных штаммов. Данный локус, кодирующий SDH6-
субъединицу митохондриальной сукцинатдегидро-
геназы, содержит полиморфизмы, характерные для
хересных штаммов дрожжей [16]. Один из SNP при-
водит к образованию у хересных штаммов сайта
AflII, что позволяет отличать “хересные” аллели от
“винных” методом ПДРФ. Специфические для хе-
ресных дрожжей аллели гена YDR379C-A были вы-
явлены у 17 штаммов, при этом 3 штамма были гете-
розиготными (табл. 2).

Пять штаммов (№ 3, 23, 109, 111, 113) оказались
“хересными” по всем трем маркерам и могли ока-
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заться перспективными для дальнейшей селек-
ционной работы.

Энологическая характеристика выделенных
штаммов дрожжей на стадии сбраживания виноград-
ного сусла. Паспортизация промышленно-ценных
культур винных дрожжей, наряду с общеприняты-

ми микробиологическими подходами, предпола-
гает исследование их свойств, соответствующих
технологии получения вин определенного типа.
При рекомендации штаммов для виноделия,
прежде всего, исследуют их бродильную способ-
ность и образование ими летучих кислот. Низкая

Таблица 1. Происхождение выделенных штаммов дрожжей

Регион выращивания винограда Номера штаммов,
выделенных в 2016 г.

Номера штаммов, 
выделенных в 2018 г.

Ростовская область
Бегаевский р-н

1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 18, 20, 
24, 25, 27, 29, 33, 34, 36, 37, 38, 
40, 49, 50, 51, 54, 55, 56, 57, 58

–

Республика Крым

Южный берег Крыма 7, 9, 13, 22, 26, 30, 35, 52
76, 87, 88, 89, 90, 91, 97, 98, 
99, 100, 101, 102, 104, 108, 

109, 110, 111, 112, 113

Предгорный район 16, 17, 19, 21, 23, 28, 42, 43, 45, 
46, 47, 53 –

Западный
предгорно-приморский район 39

60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 
68, 69, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 
83, 92, 93, 94, 95, 96, 106, 

107

Горно-долинный приморский 
район 11 –

Горно-долинный – 70, 71, 74, 75, 105

Западный
приморско-степной район – 84, 85, 86

Таблица 2. Генотипирование природных штаммов дрожжей S. cerevisiae*

* Показано распределение аллелей, характерных для винных (W) и хересных (F) штаммов; F/W, – гетерозиготы.

Число штаммов Номер штамма ITS FLO11 YDR379C-A

68

1, 2, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 20, 21, 22, 24, 25, 
26, 29, 30, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 43, 47, 50, 51, 
55, 56, 57, 58, 60, 61, 62, 63, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 80, 81, 

82, 83, 87, 88, 89, 91, 92, 95, 96, 98, 99, 100, 101, 102,
104, 105, 106, 107

W W W

1 53 W F/W W
2 52, 90 W F W
5 45, 49, 78, 79, 112 W W F
3 71, 97, 108 W W F/W
1 110 W F F
2 46, 54 W F/W F
5 19, 28, 74, 75, 76 F W W
4 4, 18, 27, 77 F W F
4 3, 109, 111, 113 F F/W F
1 23 F F F

Контроль I-329 F F F
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бродильная активность штаммов, связанная с не-
полным выбраживанием сахаров виноградного
сусла, может быть одним из факторов, отрицатель-
но влияющим на формирование пленки [20]. Ак-
тивность гена адгезина FLO11, играющего ключе-
вую роль в формировании дрожжевой пленки, по-
давляется, когда в среде присутствует глюкоза [21].

Энологические характеристики определяли
для 28 штаммов, имевших “хересный” аллель хо-
тя бы в одном из трех локусов, по которым прово-
дили генотипирование (табл. 2). Исследование их

бродильной способности показало, что штаммы в
оптимальные для виноделия сроки полностью
сбраживали сахар с образованием спирта в диапа-
зоне 12.1–13.1 об. %. Отмечены существенные от-
личия штаммов по синтезу летучих кислот, коли-
чество которых в виноматериалах варьировало от
0.21 до 0.90 г/л (табл. 3).

Одним из основных критериев при выборе
штамма дрожжей для первичного виноделия яв-
ляется его способность при брожении образовы-
вать сероводород. Образование сероводорода при

Таблица 3. Энологическая характеристика отобранных штаммов S. cerevisiae

* Способность к образованию сероводорода: − отсутствует, + − слабая, ++ − средняя.
** Способность к пленкообразованию: − отсутствие пленки, + − пленка в виде единичных островков, ++ − пленка до 2/3
площади поверхности,+++ − пленка на всей поверхности.

Штамм, 
№

Способность к 
синтезу Н2S*

Пленкообра-
зование**

Концентрация в виноматериале
Объемная 

доля 
этилового 
спирта, %

Изменение 
количества 
альдегидов 

после выдержки 
на осадке, мг/л

сахаров, 
г/л

летучие 
кислоты, г/л

альдегиды, 
мг/л

3 ++ + 1.9 0.78 65.9 12.6 +64.6
4 ++ – 2.9 0.75 67.8 12.7 0

18 ++ – 1.7 0.45 134.0 13.2 0
19 – ++ 0.2 0.37 71.3 13.0 +79.4
23 ++ ++ 2.3 0.46 105.6 13.1 +143.4
27 ++ – 1.9 0.56 98.7 12.9 0
28 – +++ 0.9 0.35 73.0 12.8 +723.4
45 + +++ 1.9 0.64 84.5 12.2 +751.5
46 ++ ++ 2.1 0.54 95.6 12.3 +25.0
49 ++ ++ 2.8 0.72 91.9 12.3 +88.3
52 ++ + 1.8 0.6 27.8 12.3 +68.9
53 – +++ 1.1 0.21 34.3 12.9 +748.9
54 + ++ 0.1 0.59 148.7 12.7 +704.9
71 + + 0.2 0.5 75.7 12.6 +95.9
74 – + 0.4 0.6 37.8 12.7 +120.6
75 – – 0.1 0.69 128.5 12.5 0
76 + – 0.6 0.81 124.9 12.5 0
77 – + 0.8 0.8 184.0 12.6 +26.0
78 – + 0.6 0.75 154.9 12.6 0
79 – ++ 2.1 0.7 91.5 12.9 +66.9
90 + – 2.1 0.3 45.6 12.1 0
97 – + 0.8 0.4 202.4 12.9 0

108 + + 0.5 0.24 183.0 12.7 0
109 – + 0.3 0.72 283.4 12.7 +42.2
110 – + 0.7 0.9 253.4 12.5 +10.6
111 + +++ 0.6 0.66 279.8 12.9 +130.0
112 – – 1.6 0.54 176.0 12.3 0
113 – ++ 1.2 0.87 176.0 12.6 +83.6

Контроль
I-329 + +++ 1.2 0.1 179.6 12.7 +335.2
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брожении виноградного сусла во многом зави-
сит от штамма дрожжей и относится к наслед-
ственным признакам [23]. Однако присутствие
сероводорода в вине в количествах, превышаю-
щих порог вкусовой чувствительности, может
привести к появлению посторонних тонов [22].
Способность к образованию сероводорода при
брожении виноградного сусла во многом зави-
сит от штамма дрожжей и является наследствен-
ным признаком [23]. Исследование способности
выделенных штаммов к образованию H2S (по его
наличию в питательной среде) показало, что
13 изолятов не проявляли заметной способности
к его синтезу, 7 изолятов являлись слабыми про-
дуцентами, а 8 изолятов характеризовались как
среднеактивные продуценты.

Важной отличительной особенностью херес-
ных дрожжей является их способность к поверх-
ностному росту на виноматериале. Исследование
этой способности у 28 отобранных штаммов по-
казало, что 21 штамм из них образовывал пленку
на поверхности сброженного сусла (табл. 3).

Для хересных виноматериалов основным тех-
нологическим показателем является концентра-
ция альдегидов, количество которых при удале-
нии виноматериала из-под пленки должно со-
ставлять не менее 350 мг/дм3. Штаммы хересных
дрожжей могут значительно отличаться по обра-
зованию альдегидов и способствовать накопле-
нию в виноматериале альдегидов, содержание ко-
торых может достигать 900 мг/дм3 [7]. Исследуе-
мые штаммы обладали различной способностью
к синтезу альдегидов. Так, в сброженном сусле
содержание альдегидов составляло от 27.8 (№ 52)
до 283.4 мг/л (№ 109). При последующей двухме-
сячной выдержке образцов наблюдали увеличе-
ние количества альдегидов у 17 штаммов дрож-
жей, проявивших способность к поверхностному
росту (табл. 3). Максимальный прирост альдеги-
дов в образцах (около 700 мг/л) был отмечен для
дрожжей с высокой пленкообразующей способ-
ностью, а отсутствие заметных изменений –
дрожжей, не образовавших пленку.

Отбор перспективных штаммов S. cerevisiae для
производства вин типа Херес. Для выбора перспек-

тивных для производства хересных вин штаммов
дрожжей-сахаромицетов были проанализирова-
ны результаты молекулярно-генетических иссле-
дований (табл. 2) и энологические характеристи-
ки (табл. 3) 28 штаммов, имеющих “хересные” ал-
лели.

Исследование энологических свойств образ-
цов виноматериалов показало, что все они соот-
ветствовали требованиям, предъявляемым к ви-
номатериалам для получения вин типа Херес.

Из 11 штаммов, имеющих хересные аллели (в
гомо- или гетерозиготном состоянии) по гену
FLO11, 10 проявляли способность к образова-
нию пленки на поверхности виноматериала. Из
20 штаммов, имеющих хересные аллели по мар-
керу YDR379C-A, 16 – также обладали способно-
стью образовывать пленку. При выдержке под
пленкой штаммы проявляли различную способ-
ность к накоплению альдегидов.

По результатам генетических исследований и
оценки энологических свойств из 28 генетически
“хересных” штаммов было отобрано 5 (№ 3, 23,
109, 111 и 113), характеризующихся наличием хе-
ресных аллелей для трех локусов, способностью к
поверхностному росту на сброженном виноград-
ном сусле и образованию альдегидов в процессе
выдержки.

Апробация штаммов дрожжей в условиях микро-
виноделия. Отобранные в лабораторных условиях
штаммы № 3, 23, 109, 111 и 113 были испытаны в
условиях микровиноделия. Проводили контроль
выбраживания сахаров, начала роста пленки и мо-
мента полного покрытия ею поверхности сбро-
женного сусла. На данном этапе штамм № 109 был
снят с эксперимента из-за появления при броже-
нии сусла посторонних тонов. Показатели скоро-
сти поверхностного роста у штаммов оказались
близкими (табл. 4). Так, начало поверхностного
роста дрожжей с момента окончания брожения
составило в среднем 10 сут, а полное зарастание
поверхности сброженного сусла – 10–13 сут. По
пленкообразующей способности опытные штам-
мы были близки к контрольному, за исключением
штамма № 113, сформировавшего пленку на 7 сут
позднее. По химическому составу и органолепти-

Таблица 4. Скорость образования пленок природными штаммами дрожжей

Штамм, №
Продолжительность 
брожения на вино-
градном сусле, сут

Рост пленки, сут

на сброженом сусле на виноматериале

начало по всей поверхности начало по всей поверхности

3 15 8 20 2 7
23 15 10 20 4 9

111 17 10 20 8 18
113 18 12 25 8 20

I-329 (контроль) 11 10 18 2 6
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ческой оценке виноматериалы, выдержанные под
пленкой, отвечали требованиям, предъявляемым
к биологически выдержанным виноматериалам
(табл. 5).

В дальнейшем пленки с поверхности сброжен-
ного виноградного сусла были использованы в
качестве посевного материала на поверхность
виноматериала, сброженного винными дрожжа-
ми. Такой способ инокуляции предусматривает-
ся технологией производства вина типа Херес
пленочным способом. У всех 4 штаммов под-
твердилась способность к пленкообразованию и
в таких условиях (табл. 4).

С учетом энологических исследований в усло-
виях микровиноделия сезона 2019 г. из 5 штам-
мов два (№ 3 и 23) были отнесены к наиболее
перспективным для дальнейшей производствен-
ной селекции. Таким образом, подход, основан-
ный на первичном отборе штаммов, имеющих ге-
нетические маркеры “хересных” дрожжей, с по-
следующим изучением их энологических свойств,
можно предложить в качестве перспективного при
селекции новых штаммов хересных дрожжей для
совершенствовании технологии производства вин
типа Херес.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант 16-16-00109).
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Таблица 5. Химический состав виноматериалов биологически выдержанного сброженного сусла в условиях
микровиноделия сезона виноделия 2019 г.

№ штамма
Объемная доля 

этилового 
спирта, %

Концентрация
Дегустационная 

оценка, балл
Соответствие 

типутитруемых 
кислот, г\л

летучих
кислот, г\л

альдегидов, 
мг\л

3 11.4 5.9 0.5 492 7.8 Соответствует
23 11.7 5.8 0.5 768 7.7 Соответствует

111 11.7 5.7 0.5 817 7.6 Соответствует
113 11.6 6.2 0.7 693 7.7 Соответствует

I-329
(контр.) 11.7 5.7 0.5 838 7.8 Соответствует
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Natural Strains of Saccharomyces cerevisiae Yeasts, 
Promising for Production of Sherry-Like Wines

S. A. Kishkovskayaa, T. N. Tanashchuka, M. Yu. Shalamitskiya, V. I. Zagoryikoa, M. I. Shiryaevb,
D. A. Avdaninab, M. A. Eldarovb, N. V. Ravinb, and A. V. Mardanovb, *

aFederal State Institution of Science Russian National Research Institute Viticulture and Winemaking “Magarach” RAS, 
Republic of Crimea, Yalta, 298600 Russia

bInstitute of Bioengineering, Research Center of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
*e-mail: mardanov@biengi.ac.ru

A methodological approach to identification of natural f lor strains of S. cerevisiae, promising for production
of sherry-like wines is presented. This approach is based on the initial selection of strains using genetic mark-
ers and subsequent study of their enological properties. Ninety six strains of S. cerevisiae were isolated from
grape samples. The IST1 spacer allele specific for wine strains was found in 82 strains and 14 strains carried
the allele characteristic of French flor strains. Specific alleles characteristic of Spanish sherry yeast strains was
not found. A deletion of 111 bp in the promoter of the FLO11 adhesin gene, typical for f lor strains, was de-
tected in 11 strains, and a f lor yeast specific allele of the YDR379C-А gene was detected in 20 strains. In total,
28 strains carried a f lor yeast allele for at least one of the three loci. 21 of these strains formed a f lor on the
surface of the fermented grape must. Based on the results of genetic research and assessment of oenological
properties, 5 strains characterized by the presence of f lor yeast specific alleles for three loci and capable of f lor
formation were selected. Testing the strains in winemaking allowed us to recommend 2 strains as the most
promising for further selection.

Keywords: sherry yeast, Saccharomyces cerevisiae, ITS, Flo11, genotyping, physiological and biochemical
properties, f lor formation, aldehyde formation
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Изучено действие света различного спектрального состава (белый-ББ, белый-красный-БК, белый –
синий-БС и белый-красный-синий-БКС) на сырую массу, высоту растений, суммарную площадь
поверхности листьев, параметры переменной флуоресценции фотосистемы 2 (ФС2) и содержание
суммарной фракции эфирных масел у 30- и 50-суточных растений базилика, сорта “Аромат кори-
цы”. 30-суточные растения базилика, адаптированные к свету БС, характеризовались наибольшим
содержанием хлорофилла, наиболее высоким значением коэффициента фотохимического тушения
флуоресценции ФС2, но наименьшей сырой массой и суммарной поверхностью листьев по сравне-
нию растениями, выращенными на свету другого спектрального состава. Более длительная адапта-
ция (50 сут) базилика к освещению разного спектрального состава, но при этом одинаковой интен-
сивности, приводила к выравниванию растений по содержания хлорофилла и высоте. Обнаружена
положительная корреляция изменений коэффициента фотохимического тушения флуоресценции
ФС2 и сырой массы у 50-суточных растений. Наибольшее количество суммарной фракции эфир-
ных масел установлено у 50-суточных растений, выращенных на свету с высокой долей красного из-
лучения (БК и БКС), имеющих генеративные побеги с бутонами.

Ключевые слова: базилик, фитотрон, светодиодное освещение, эфирные масла
DOI: 10.31857/S0555109920030174

Рост народонаселения, изменения климата,
возрастающие потребности в натуральной сель-
скохозяйственной продукции способствуют раз-
витию различных искусственных систем для выра-
щивания растений, таких как тепличные, гидро-
понные системы или системы вертикального
сельского хозяйства [1–4]. Эти системы требуют
использования недорогих и компактных источни-
ков света, каковыми являются светодиоды. Све-
тильники, созданные на основе светодиодов, ха-
рактеризуются малыми размерами, длительным
временем жизни, низким потреблением электро-
энергии и способностью перекрывать весь види-
мый диапазон оптического спектра [5]. В ряде ра-
бот показана целесообразность использования
светодиодов в качестве источника, как основного,
так и дополнительного освещения [4–6]. Исполь-
зование светодиодов открывает новые перспек-
тивы оптимизации условий освещения для куль-
тивирования растений в искусственных систе-

мах. Для развития этих технологий необходимы
знания о разнообразных биохимических, биофи-
зических и физиологических ответах на качество
света и связанных с ними сигнальных и метабо-
лических путях. Свет, в первую очередь, воздей-
ствует на фотосинтетический аппарат растений.
Для оценки состояния фотосинтетического аппа-
рата широко используется флуоресценция хлоро-
филла ФС2 [7, 8]. Измерение флуоресценции
хлорофилла является быстрым, не инвазивным,
не деструктивным методом скрининга состояния
растений.

Известно, что спектральный состав света вли-
яет как на фотосинтетические характеристики,
так и морфогенез растений [2, 9]. Исследования,
проведенные на разных видах растений и сортах
одного вида, показали, что примерно одинако-
вый спектральный состав освещения может вы-
зывать неодинаковые изменения фотосинтетиче-
ских и морфологических параметров не только у
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разных видов растений, но и сортов одного вида
[2, 3], поэтому необходимы более широкие иссле-
дования видо- и сортоспецифических ответов рас-
тений на различный спектральный состав освеще-
ния. Кроме того, мало изучено влияние спектраль-
ного состава света на содержание соединений
вторичного метаболизма – эфирных масел.

В связи с этим в качестве модельного объекта
был выбран базилик (Ocimum basilicum), который
используют в медицине и пищевой промышлен-
ности благодаря эфирным маслам, содержащим
производные фенолов и монотерпенов [10]. В на-
стоящей работе были исследованы фотосинтети-
ческие и морфологические параметры базилика,
выращенного при белом освещении (4000 К) с до-
полнением света синих (пик – 460 нм) и (или)
красных (пик – 660 нм) светодиодов.

Цель работы – изучение воздействия различ-
ных соотношений дополнительного красного и
синего излучения к основному белому свету на
общее содержание эфирных масел, флуоресцен-
цию хлорофилла ФС2 и морфологические пара-
метры, отражающие рост и развитие растений ба-
зилика раннеспелого сорта “Аромат корицы”
(сырая масса, высота, суммарная площадь по-
верхности листьев), а также подбор оптимального
режима статического светодиодного освещения
для достижения максимальных сортовых показа-
телей зеленой биомассы и/или общего содержа-
ния эфирного масла в растениях.

МЕТОДИКА

Растения и условия выращивания. Вегетацион-
ный опыт на растениях базилика (Ocimum basili-
cum), сорта “Аромат корицы” (Агрофирма
“АЭЛИТА”, Россия) проводили в сосудах на 0.5 л
с почвой (грунт универсальный, ООО “Фаско+”,
Россия) в трех повторностях в условиях фитотро-
на (“Альгоконсорциум”, Россия) с поддержанием
температурного режима (день – 27°С, ночь – 23°С),
фотопериода (14-часовой световой день) и задан-

ными спектральными характеристиками освеще-
ния светодиодами: с доминантой в синей зоне спек-
тра (БС), зеленой (ББ) и красной (БК и БКС)
(табл. 1). Цикл вегетации равнялся 30 и 50 сут.
Плотность фотосинтетически активной радиа-
ции (излучение в диапазоне 400–720 нм – ФАР)
определяли при помощи поверенного спектро-
фотометра ТКА-Спектр (ФАР) (“ТКА”, Россия).
В табл. 1 представлено распределение интенсив-
ности фотосинтетически активной радиации
(ФАР) при различных условиях освещения.

Для исследования параметров флуоресценции
и содержания хлорофилла использовали листья
3 яруса у 30- и 50-суточных растений базилика.
Измерения фотосинтетических параметров про-
водили в 2–3 повторностях для каждого из трех
растений, выращенных при одинаковом освеще-
нии. На всех рисунках приведены средние ариф-
метические значения параметров. Статистиче-
скую обработку проводили в программе ORIGIN
6.0 с критическим уровнем значимости p ≤ 0.05.
Уточнения даны в подписях к рисункам.

Индукция и релаксация флуоресценции ФС2.
Индукцию и релаксацию флуоресценции ФС2
листьев базилика регистрировали при помощи
флуорометра РАМ-101 (“Walz”, Германия) [11].
При измерении индукции флуоресценции в ка-
честве источника действующего света (680 нм,
420 мкмоль м–2 с–1, 3 мин) использовали галоге-
новую лампу KL 1500 (“Schott”, Германия) с ин-
терференционным фильтром BPF-680 (“Фотооп-
тик”, Россия) и тепловым фильтром (“Balzers”,
Лихтенштейн). Для измерения максимального вы-
хода флуоресценции ФС2 (FM) использовали насы-
щающий белый свет (1 с, 3000 мкмоль м–2 с–1). На
рис. 1 представлена характерная кривая индук-
ции и релаксации флуоресценции базилика, вы-
ращенного при освещении БС светом.

Концентрация хлорофилла. Концентрацию
хлорофилла определяли в 80%-ных ацетоновых
экстрактах листьев растений по методу Лихтен-
талера [12].

Таблица 1. Интенсивность излучения (мкмоль м–2 с–1), примененная при различных условиях освещения бази-
лика. Показано распределение интенсивности фотонного потока по спектральным диапазонам фотосинтетиче-
ски активной радиации (ФАР) и инфракрасного излучения (ИК)

Условия 
освещения
растений

Интенсивность излучения, мкмоль м–2сек–1

ФАР (400–720 нм)
ИК (700–800 нм)суммарная 

интенсивность
синий

(400–500 нм)
зеленый

(500–600 нм)
красный 

(600–700 нм)

ББ 115.3 (100%) 23.3 (20.2%) 52.8 (45.8%) 39.2 (34.0%) 3.6
БК 117.3 (100%) 11.7 (10.0%) 27.6 (23.5%) 78 (66.5%) 2.8
БС 115.4 (100%) 67 (58.1%) 27.6 (23.9%) 20.8 (18.0%) 1.7
БКС 125.5 (100%) 29.5 (23.5%) 23 (18.3%) 73 (58.2%) 2.3
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Площадь листьев определяли весовым методом.
Определение содержания эфирного масла мето-

дом газожидкостной хроматографии. Для оценки
содержания компонентов эфирного масла бази-
лика в трех повторностях отбирали равные коли-
чества усредненной биомассы листьев целого
растения, отдельно для 30- и 50-суточных куль-
тур. Образцы экстрагировали смесью метанол : бен-
зол : гексан в равных объемах при соотношении об-
разец : экстракционная смесь 1 : 2 (вес : об.). Экс-
тракцию проводили не менее 12 ч при температуре
4°С. Затем жидкую часть отфильтровывали и до-
бавляли равный объем дистиллированной воды.
После полного разделения фаз, верхнюю фазу от-
бирали и исследовали методом газожидкостной
хроматографии. Исследования проводили на хро-
матографе Shimadzu GC 2010 Plus с квадруполь-
ным масс детектором GCMS-QP2010 Ultra (Япо-
ния). Режим хроматографа: газ-носитель – гелий,
линейная скорость потока 36.5 см/с, деление по-
тока 1 : 10. Температурный режим: термостат
600°С, изотерма 2 мин, далее 5°С/мин до 12°С,
10°С/мин до 150°С и 30°С/мин до 300°С, затем
изотермальный 2 мин. Температура инжектора
180°С, интерфейса 205°С, детектора 200°С. Диа-
пазон регистрации масс от 29 до 400 m/z. Иденти-
фикацию пиков проводили с использованием
библиотеки масс спектров NIST 11.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Проведено сравнительное исследование мор-
фологических характеристик (высота растений,

суммарная площадь поверхности листьев, сырая
масса), содержания хлорофилла, показателей
флуоресценции ФС2 (Fv/Fm, Fq'/ и NPQ) и со-
держания суммарной фракции эфирных масел у
растений базилика сорта “Аромат корицы”, вы-
ращенных в течение 30 и 50 сут при светодиодном
освещении различного спектрального состава.

Содержание хлорофиллов а и b и отношение хло-
рофиллов а/b у 30- и 50-суточных растений базили-
ка. Наибольшее содержание хлорофилла а и вы-
сокое значение отношения а/b обнаружено у 30-
суточных растений базилика, освещаемых светом
с максимальной долей излучения в синей области
спектра (БС) – 58% (рис. 2а).

Хлорофилл b у высших растений связан с боль-
шим светособирающим а/b комплексом, ассоции-
рованным с ФС2, тогда как фотосистема 1 (ФС1)
содержит хлорофилл а [13, 14], поэтому можно
предположить, что в фотосинтетических мем-
бранах 30-суточных растений базилика стехио-
метрическое соотношение фотосистем смещено
в пользу ФС1.

Растения, выращенные при освещении светом
с более низкой долей излучения в синей области
спектра (ББ – 20.3%, БК – 11.7%, БКС – 23.5%),
содержали меньшее количество хлорофилла и ха-
рактеризовались более низким отношением хло-
рофиллов а/b (рис. 2а). Для 50-суточных растений
базилика было характерно примерно одинаковое
содержание хлорофилла (рис. 2б) при всех вари-
антах освещения. Поскольку все варианты спек-
трально различающегося освещения были выров-

'
VF

Рис. 1. Характерная кривая индукции и релаксации флуоресценции (отн. ед.) листа 30-суточного базилика, адаптиро-
ванного к БС-свету. F

v
/Fm – максимальная квантовая эффективность ФС2 (после темноты); (  – Fs)/(  – ) – ко-

эффициент фотохимического тушения (Fq'/ ), нелинейно связан с долей центров ФС2, которые открыты (QA окис-

лен); (F
v
 – )/F

v
 – коэффициент нефотохимического тушения (NPQ). Стрелками указано время включения насыща-

ющего (S – 1с) и действующего (Ac – 3 мин) света.
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нены по интенсивности фотосинтетически ак-
тивного излучения (см. Методику), то длительная
адаптация растений к одинаковой интенсивности
освещения, по-видимому, привела к выравнива-
нию содержания хлорофилла и соотношения хло-
рофиллов а/b у 50-суточных растений, что могло
отражать и выравнивание растений по соотноше-
нию фотосистем.

Параметры флуоресценции хлорофилла ФС2 у
30- и 50-суточных растений базилика. Для относи-
тельной оценки состояния фотосинтетического
аппарата использовали такие параметры флуо-
ресценции хлорофилла ФС2 как максимальную
квантовую эффективность реакционных центров
ФС2 (F

v
/Fm), коэффициент фотохимического ту-

шения флуоресценции ФС2 (  – отражает
долю открытых реакционных центров ФС2, когда
QA окислен, и возможен перенос электронов да-
лее по электронтранспортной цепи фотосинтеза)
и коэффициент нефотохимического тушения –
NPQ. Нефотохимическое тушение флуоресцен-
ции ФС2 является многокомпонентым процессом,
но в листьях, не подверженных стрессовым воздей-
ствиям, такое тушение связывают в основном с за-
кислением внутритилакоидного пространства при
переносе электронов по электронтранспортной це-
пи при освещении [8], поэтому был использован
также и этот параметр для оценки состояния фото-
синтетического аппарата. Судя по тому, что значе-
ния F

v
/Fm при всех вариантах освещения 30-су-

''
qF F

v

точных растений приближались к 0.8 (рис. 3а), в
таких условиях выращивания растений отсут-
ствовали значительные стрессовые факторы [15].

Близкие значения Fv/Fm для всех вариантов 30-
суточного базилика (рис. 3а), а также наибольшее
содержание хлорофилла а и высокое отношение
хлорофиллов а/b в растениях, выращенных в ре-
жиме БС освещения (рис. 2а), позволили предпо-
ложить, что под действием синего света дополни-
тельные молекулы хлорофилла а включались,
главным образом, в ФС1, которая практически не
содержит хлорофилл b [13, 14]. Поскольку, кроме
спектральных различий освещения, все осталь-
ные условия (интенсивность освещения, содер-
жание О2, СО2, температура, влажность) были оди-
наковы, можно предположить, что коэффициент

фотохимического тушения  мог адекватно
коррелировать с относительной скоростью ассими-
ляции СО2. При относительно одинаковой макси-
мальной квантовой эффективности реакционных
центров ФС2, коэффициенты фотохимического и
нефотохимического тушения флуоресценции ФС2
были наибольшими у растений базилика, выращен-
ных при БС освещении (рис. 3а). Таким образом, у
растений базилика, выращенных при таком осве-
щении, более высокие коэффициенты фотохи-
мического и нефотохимического тушения флуо-
ресценции ФС2 в сочетании с большим относи-
тельным содержанием ФС1, о чем судили по
более высокому содержанию хлорофилла а и от-

''
qF F

v

Рис. 2 Содержание хлорофилла (мкг/г сырой массы) и отношение хлорофиллов а/b (отн. ед.) у 30-суточных (а) и 50-су-
точных (б) растений базилика, выращенных при освещении ББ, БК, БС или БКС светом: 1 – хлорофилл а, 2 – хлоро-
филл b, 3 – а/b. Доверительные интервалы (p ≤ 0.05) представляют стандартное отклонение от среднего арифметического
(± sd) для n = 6.
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ношению хл а/b (рис. 2а), возможно, отражают
повышенную активность всего фотосинтетиче-
ского аппарата.

Результаты настоящей работы согласуются с
полученными ранее данными на других растени-
ях. Так, было показано, что растения перца, вы-
ращенные под люминесцентными лампами си-
него света, накапливали больше суммарного
хлорофилла (мг/дм–2 площади листа) и характе-
ризовались большей скоростью ассимиляции СО2
по сравнению с растениями, выращенными под
люминесцентными лампами красного, зеленого
или белого света [1]. В проростках огурцов сум-
марное содержание хлорофилла в расчете на еди-
ницу площади листа, скорость ассимиляции СО2
и устьичная проводимость также возрастали при
добавлении синего излучения к основному осве-
щению, использованному при выращивании рас-
тений [3]. Эти данные объяснялись тем, что на
синем свету число клеток и хлоропластов в 1 см2

листа было значительно больше, чем на красном
или зеленом свету [16]. Удельная масса листьев
(масса в расчете на единицу площади) огурца так-
же возрастала при добавлении синего излучения
к основному освещению [3].

Относительная фотохимическая активность
фотосинтетического аппарата у 50-суточных рас-
тений базилика снижалась при комбинирован-
ном освещении (БК, БС и БКС), но только при
освещении белым светом увеличился коэффици-
ент фотохимического тушения и несколько сни-
зился NPQ (рис. 3б).

Полученные результаты могли быть следстви-
ем длительной адаптации растений к освещению
разного спектрального состава. У растений, осве-
щаемых БКС светом, значения параметров флуо-
ресценции хлорофилла ФС2, хотя и оказались
близкими к таковым у растений, выращенных на
белом свету, но все же были несколько ниже
(рис. 3б), что, вероятно, связано с избытком из-
лучения в красной области спектра (БКС – 58.2%
и ББ – 34.0%). Возможно, что и недостаток излу-
чения в зеленой области спектра (БКС – 18.3% по
сравнению с белым – 45.8%) мог косвенно повли-
ять на фотохимические характеристики ФС2, так
как у растений предполагается существование не-
скольких фоторегуляторных систем, активируе-
мых излучением в зеленой (500–600 нм) области
спектра [17]. Более низкий коэффициент фотохи-
мического тушения и более высокий NPQ у расте-
ний, освещаемых БК светом, по сравнению с пара-
метрами адаптированных к белому свету растений,
отражают меньшую эффективность утилизации по-
глощенной хлорофиллами световой энергии. Это
могло происходить из-за дисбаланса активации фо-
тосистем при освещении светом, несбалансирован-
ного спектрального состава (избытка “красных”
фотонов – 66.5%, и низкой доли “синих” фото-
нов – 11.7%), о чем можно судить по более низ-
кому квантовому выходу ФС2 (F

v
/Fm). Более низ-

кое значение параметра F
v
/Fm может отражать

инактивацию некоторой части центров ФС2 из-
за фотоингибирования, то есть поглощенная све-
товая энергия не расходуется в фотохимических
процессах и не высвечивается в виде флуоресцен-

Рис. 3. Параметры флуоресценции ФС2 30- (а) и 50-суточных (б) растений (отн. ед.), выращенных при освещении раз-
ного спектрального состава: 1 – максимальная квантовая эффективность реакционных центров ФС2 (F

v
/Fm), 2 – ко-

эффициент фотохимического тушения флуоресценции ФС2 (Fq'/ ), 3 – коэффициент нефотохимического туше-
ния (NPQ). Доверительные интервалы (p ≤ 0.05) представляют стандартное отклонение (± sd) для n = 9.
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ции, но диссипирует в виде тепла [8]. Кроме того,
длительная адаптация к БК освещению с низкой
долей “синих” фотонов могла приводить к сниже-
нию устьичной проводимости, числа клеток и хло-
ропластов на единицу площади листа [1, 3]. 50-су-
точные растения, выращенные при освещении
БС светом, обнаруживали более низкие значе-
ния коэффициента фотохимического тушения и
высокое значение NPQ, по сравнению с расте-
ниями, адаптированными к белому свету, что
может отражать низкую долю “красных” фото-
нов (600–700 нм) видимого излучения (18%), по-
глощаемых основными светособирающими пиг-
ментами растений – хлорофиллами а и b.

Таким образом, изменение параметров флуо-
ресценции ФС2 после 50-суточной адаптации
растений базилика к свету одинаковой интенсив-
ности и различного спектрального состава, по-
видимому, в основном не связано с изменением
стехиометрии фотосистем, о чем судили по отсут-
ствию значительных изменений в содержании и
соотношении хлорофиллов а/b (рис. 2б). Наблю-
даемые изменения скорее отражают комплекс-
ную адаптацию фотосинтетического аппарата к
свету различного спектрального состава (измене-
ние устьичной проводимости, структуры хлоро-
пластов, настройки скорости переноса электро-
нов по электронтраспортной цепи фотосинтеза и
скорости темновых реакций и т.д.).

Морфологические параметры 30- и 50-суточных
растений базилика. Несмотря на более высокую
фотосинтетическую активность, 30-суточный ба-
зилик, выращенный с дополнительным освеще-
нием синими светодиодами (рис. 3а), характери-
зовался более низкими значениями морфологи-
ческих параметров (сырой массой, высотой
растений и суммарной площадью листьев), тогда

как наибольшие значения этих морфологических
параметров обнаруживали растения, выращен-
ные при БК освещении (рис. 4а).

Эти данные свидетельствуют о том, что более
высокий уровень фотосинтеза, наблюдаемый на
синем свету, не мог компенсировать дефицит
площади листьев и сырой массы растений. Ранее
отмечалось, что синий свет вызывал торможение
роста стебля и площади поверхности листьев у
растений перца [1] и проростков огурца [3]. Эти
изменения объяснялись тем, что на синем свету
в листьях образуется значительно большее коли-
чество ингибиторов роста (абсцизовой кислоты,
оксикоричных кислот и др.) по сравнению с рас-
тениями, выращенными на красном и на зеле-
ном свету, что приводило к формированию уко-
роченных стеблей и более толстых листьев [1].
Вероятно, описанные выше морфофизиологи-
ческие изменения растений вызваны каскадом ре-
акций, который запускается криптохромами – фо-
торецепторами, активируемыми синим светом
[17, 18]. Растения, адаптированные в течение
30 сут к комбинированному БК свету, накапли-
вали большую сырую массу, были выше и отли-
чались большей суммарной площадью поверх-
ности листьев (рис.4а), что может объясняться
большей активацией системы фитохромов при
освещении с большей долей (БК – 66%) красно-
го излучения [1, 3], по сравнению с другими (ББ –
34.0%, БКС – 58.2% и БС – 18%) вариантами
освещения.

При всех вариантах освещения 50-суточные
растения базилика показали увеличение сырой
массы, высоты растений и суммарной площади
поверхности листьев по сравнению с 30-суточны-
ми (рис. 4б). При этом значения морфологических
показателей у 50-суточных дневных растений,

Рис. 4. Морфологические параметры 30- (а) и 50-суточных (б) растений базилика, выращенных при освещении светом
разного спектрального состава: 1 – сырая масса (г), 2 – суммарная площадь поверхности листьев (см–2 × 10), 3 – вы-
сота (см × 10) растений. Доверительные интервалы (p ≤ 0.05) представляют стандартное отклонение (± sd) для n = 3.
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адаптированных к свету разного спектрального со-
става (рис. 4б), заметно выровнялись, по сравне-
нию с таковыми 30-суточных (рис. 4а). Большую
сырую зеленую массу набрали растения, выращен-
ные на БКС и белом свету, что, вероятно, связано с
воздействием красного света (см. Методику) через
систему фитохромов на накопление сырой массы
растений [1, 2]. Большая сырая масса у растений,
выращенных на БКС и белом свету, коррелирова-
ла с большими значениями коэффициента фото-
химического тушения и относительно невысоки-
ми значениями коэффициента NPQ (рис. 4б, 3б).
Наименьшей сырой массой характеризовались
растения, выращенные при БК освещении, для
которых было характерно самое низкое значение
коэффициента фотохимического тушения и вы-
сокий NPQ (рис. 4б, 3б). По-видимому, при дли-
тельной 50- суточной адаптации растений к БК
освещению дисбаланс между большой долей крас-
ного излучения (66.5%) и низкой долей синего из-
лучения (11.7%) мог приводить не только к дисба-
лансу функционирования фотосистем (рис. 3б).
Возможно, длительная 50-дневная адаптация к
низкой доле “синих” фотонов приводила к таким
морфофизиологическим изменениям, как сни-
жение числа хлоропластов в расчете на единицу
площади листа, удельной массы листа и др. [1, 3],
которые нивелировали эффекты от активации
фитохромной системы красным излучением, хо-
тя такую активацию можно было наблюдать у 30-
дневных растений при этом же освещении (наи-
большие сырая масса, суммарная площадь по-
верхности листьев и высота, рис. 4а). Более низ-
кая сырая масса у растений, выращенных при БС
освещении, по сравнению с массой растений,
адаптированных к БКС и ББ свету, может объяс-
няться недостатком красного излучения (18%) в
спектре освещения растений, что связано с нару-
шением активации фитохромов, а также с избыт-
ком “синих” фотонов (58.1%), которые активиру-
ют фоторецепторы синего света, в результате чего
запускается каскад реакций, увеличивающий ко-
личество ингибиторов роста растения [1]. Обна-
руженная положительная корреляция изменений
коэффициента фотохимического тушения флуо-
ресценции ФС2 и сырой массы при 50-дневной
адаптации базилика к освещению различного
спектрального состава (рис. 3б и 4б) указывала на
то, что измеренные в настоящей работе параметры
флуоресценции ФС2 адекватно отражали эффек-
тивность функционирования фотосинтетического
аппарата при освещении различного спектрально-
го состава.

Известно, что спектральный состав света мо-
жет влиять на содержание эфирных масел (вклю-
чая фенольные соединения) в растениях и, в част-
ности, в базилике [2, 4]. Однако изучение содер-
жания эфирных масел у растений, находящихся
на разных фенологических стадиях в условиях

адаптации к стационарному освещению разного
спектрального состава, не проводилось. В связи с
этим исследовали влияние освещения различно-
го спектрального состава на общее содержание
суммарной фракции эфирного масла в растениях
базилика.

Суммарное содержание эфирных масел в 30- и
50-суточных растениях базилика сорта “Аромат ко-
рицы”, выращенных при освещении светом разного
спектрального состава. У 30-суточных растений
базилика наибольшее содержание суммарной
фракции эфирных масел было при адаптации рас-
тений к белому свету (рис. 5а). Ранее было показа-
но, что при освещении базилика в течение 28 дней
светодиодами различного спектрального состава,
наибольшим содержанием суммарных феноль-
ных соединений (входят в состав эфирных масел
базилика [2, 10]) характеризовались растения,
адаптированные к “сине-зеленому” свету (сум-
марно 59%) с 5%-ной долей дальнего красного из-
лучения [2]. В настоящей работе в составе белого
светодиодного освещения также была высокая до-
ля сине-зеленого (суммарно 66%) излучения, а ин-
тенсивность дальнего красного излучения состав-
ляла 3.6 мкмоль м–2 с–1 (см. Методику). Таким
образом, полученные результаты согласуются с
полученными ранее данными на других сортах
базилика. В результате дальнейшей адаптации
(20 дней) базилика “Аромат корицы” к свету раз-
личного спектрального состава у растений при
БК и БКС освещении появлялись генеративные
побеги и бутоны. По-видимому, высокая доля
красного излучения (при данном фотопериоде, см.
Методику) через систему фитохромов способство-
вала зацветанию растений [19–21]. Некоторые зару-
бежные и отечественные авторы отмечали актива-
цию биосинтеза соединений вторичного метабо-
лизма (в том числе и летучих соединений) при
цветении растений [21–23]. В нашем случае
именно у растений с бутонами возросло содержа-
ние суммарной фракции эфирных масел как в
расчете на г сырой массы, так и в пересчете на це-
лое растение (рис. 5б).

Таким образом, для накопления эфирных ма-
сел в не цветущих растениях базилика сорта
“Аромат корицы” наиболее подходящим оказа-
лось белое светодиодное освещение с высокой
долей сине-зеленого и наибольшей (в нашем экс-
перименте) долей дальнего красного излучения.
Однако свет с высокой долей красного излучения
способствовал более быстрому образованию ге-
неративных побегов и бутонов, что, вероятно, и
приводило к 4-кратному увеличению содержания
суммарной фракции эфирных масел в пересчете
на одно растение. Результаты согласуются с пред-
ставлениями о том, что красный свет воздейству-
ет на накопление соединений вторичного мета-
болизма в растениях через систему фитохромов
[4]. По данным ряда авторов ответы растений на
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различный спектральный состав света зависят от
вида растения и даже сорта растений одного вида
[2, 3], поэтому для получения большего экономи-
ческого эффекта требуются более широкие и де-
тальные сравнительные исследования морфофи-
зиологических ответов разных сортов базилика
на стационарное светодиодное освещение разно-
го спектрального состава.

Результаты исследований получены с использо-
ванием научного оборудования ЦКП “Промыш-
ленные биотехнологии” ФГУ “Федеральный ис-
следовательский центр “Фундаментальные основы
биотехнологии” Российской академии наук”.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Министерства науки и высшего образова-
ния Российской Федерации (соглашение № 075-
15-2019-1696, уникальный идентификатор проек-
та RFMEFI60419X0229) по теме: “Разработка тех-
нологий управляемой вегетации целевых культур
в условиях динамического освещения”.
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Effect of Light Quality on the Yield of Biomass, Photosystem 2 Fluorescence
and Total Essential Oil Content of Ocimum basilicum

V. S. Zotova, Yu. V. Bolychevtsevaa, *, S. A. Khapchaevaa, I. V. Terekhovaa,
V. V. Shubina, N. P. Yurinaa, and Yu. N. Kulchinb

aBaсh Institute of Biochemistry, Federal Research Center of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences,
Moscow, 119071 Russia

bInstitution of Russian Academy of Sciences, Institute of Automation and Control Processes FEB RAS,
Vladivostok, 690041 Russia

*е-mail: bolychev@inbi.ras.ru

The effect of artificial light of various spectral composition (white-BB, white-red-BK, white – blue-BS
and white-red-blue-BKS) on the wet weight, plant height, total leaf surface area, variable f luorescence pa-
rameters of photosystem 2 (PS2 ) and the content of the total fraction of essential oils in 30- and 50-day-
old basil plants “Cinnamon aroma” was investigated. 30-day-old basil plants adapted to BS light were
characterized by the highest chlorophyll content, the highest value of the photochemical quenching coef-
ficient of PS2 f luorescence, but the smallest wet weight and total leaf surface compared to plants grown in
the light of another spectral composition. A longer adaptation (50 days) of the basil to the illumination of
different spectral composition of the same intensity led to the alignment of plants in terms of chlorophyll
content and height. A positive correlation was found between changes in the photochemical quenching
coefficient of PS2 f luorescence and wet weight in 50-day-old plants. The largest amount of the total frac-
tion of essential oils contained 50-day-old plants grown in the light with a high proportion of red radiation
(BK and BKS) and having generative shoots with buds.

Keywords: basil, controlled environment device, LEDs lighting, essential oils
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В корневых экссудатах стерильного ячменя, колонизированного фитопатогенным грибом Fusarium
culmorum и антагонистической бактерией Pseudomonas fluorescens, методом ультраэффективной жид-
костной хроматографии установлено наличие семи ароматических карбоновых кислот, известных
как антимикробные вещества. В ответ на колонизацию P. fluorescens ячмень в экссудатах продуци-
ровал меньшее количество антимикробных компонентов, чем при колонизации F. culmorum. Все
продуцируемые ароматические карбоновые кислоты подавляли рост F. culmorum, но только две из
них в самой высокой концентрации ингибировали рост P. fluorescens. Полученные данные свиде-
тельствовали о способности растения, посредством корневых экссудатов создавать в ризосфере
благоприятные условия для развития полезных бактерий и неблагоприятные для роста фитопато-
генного гриба. Это открывает перспективы возможного отбора сортов зерновых культур, содержа-
щих определенный состав антимикробных компонентов в корневых экссудатах.

Ключевые слова: Fusarium culmorum, Pseudomonas fluorescens, экссудаты ячменя, ароматические кар-
боновые кислоты, антимикробные компоненты, ингибирование роста
DOI: 10.31857/S0555109920030137

Факультативный фитопатогенный гриб Fusa-
rium culmorum (W. G. Sm.) Sacc. поражает широ-
кий набор сельскохозяйственных культур и осо-
бенно вредоносен для зерновых, приводя к недо-
бору урожая и загрязнению зерна микотоксинами
[1, 2]. Влияние хозяйского растения на колонизи-
рующую способность F. culmorum и его развитие в
ризосфере изучено очень слабо. Между тем из-
вестно, что растения, помимо источников пита-
ния, формирующих прикорневое микробное со-
общество, выделяют в ризосферу вещества, обла-
дающие антимикробными свойствами [3]. Так,
экссудация антимикробных веществ корнями Ara-
bidopsis thaliana обеспечивала устойчивость расте-
ний к нескольким не хозяйским бактериальным
патогенам. Однако хозяйский штамм Pseudomonas
syringae, патогенный для A. thaliana, был устойчив
к антимикробным компонентам экссудатов [4].
Кофейная кислота экссудатов томата подавляла
рост патогенной бактерии Ralstonia solanacearum
[5]. Антимикробное вещество скополетин, входя-
щее в состав корневых экссудатов A. thaliana, ин-

гибировало рост фитопатогенных грибов F. oxy-
sporum и Verticillium dahliae, обитающих в почве, в
то время как ризобактерия P. simiae WCS417 была
устойчива к нему [6]. Содержащиеся в корневых
экссудатах ячменя ароматические карбоновые
кислоты (пара-кумаровая, ванилиновая, 4-гид-
роксифенилуксусная, феруловая, транс-корич-
ная, бензойная и сиреневая) ингибировали рост
фитопатогенного гриба F. graminearum [7]. В на-
стоящее время присутствие антимикробных ком-
понентов в корневых экссудатах рассматривают
как одну из стратегий защиты против фитопато-
генных микроорганизмов, созданную растением.
Было установлено, что антимикробные компо-
ненты экссудатов, выделяемые растением в ризо-
сферу, способны оказывать не только прямое воз-
действие на фитопатогены, подавляя их рост, но и
опосредованное через влияние на прикорневое
микробное сообщество, изменение в составе кото-
рого становится благоприятным для развития по-
лезных для растений микроорганизмов [5, 6, 8].

УДК 581.1:579.64:632.4
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В данной работе было оценено влияние арома-
тических карбоновых кислот на рост патогена яч-
меня F. culmorum и антагонистической бактерии
P. fluorescens. В предыдущей работе [9] было пока-
зано, что бактерия подавляла рост гриба в почве.
При этом оказалось, что на корнях ячменя плот-
ность грибного мицелия в присутствии бактерии
была снижена не во всех случаях, но, несмотря на
это, внесение P. fluorescens 2137 совместно с F. cul-
morum в почву или в вермикулит всегда приводи-
ло к снижению интенсивности корневой гнили
ячменя [10–12]. Выяснение характера ответной
реакции растения на колонизацию фитопатоген-
ным грибом и его антагонистом позволит полу-
чить новые данные о роли самого растения в за-
щите от инфицирования фитопатогенным гри-
бом и в регуляции взаимоотношений в ризосфере
и ризоплане ячменя.

Цель работы – определение количественного
состава ароматических карбоновых кислот (анти-
микробных веществ) в корневых экссудатах ячменя
в ответ на его колонизацию F. culmorum и P. fluo-
rescens, и оценка воздействия антимикробных ве-
ществ на рост этих микроорганизмов.

МЕТОДИКА
Объекты исследования. В работе был использо-

ван восприимчивый к фузариозной корневой
гнили ячмень Hordeum vulgare L. сорта Белогор-
ский из коллекции Всероссийского института
растениеводства им. Н.И. Вавилова.

F. culmorum штамм 30 был выделен из поражен-
ных корней ячменя. Изолят был идентифициро-
ван по морфологическим признакам [13]. Исполь-
зование видо-специфичных праймеров OPT18
F/R подтвердило принадлежность изолята к виду
F. culmorum [14]. Гриб выращивали на агаризован-
ной среде Чапека в течение 14 сут. Макроконидии
смывали стерильной водой, осаждали центрифу-
гированием (2000 g, 10 мин) и доводили до нужной
концентрации после учета количества конидий в
камере Горяева.

P. fluorescens 2137 был выделен из почвы и иден-
тифицирован методом BIOLOG [15]. Видовая
идентификация штамма была подтверждена ме-
тодом секвенирования гена 16S рибосомальной
РНК с помощью автоматического секвенатора
CEQТМ-8000 (“Beckman”, США) по стандарт-
ным методикам, применяемым в ФГБНУ ВНИ-
ИСХМ. Штамм P. fluorescens 2137 выращивали в
течение сут на МПА. Клетки суспендировали в
стерильной дистиллированной воде и осаждали
центрифугированием (8000 g, 10 мин). Концентра-
цию бактериальных клеток определяли по оптиче-
ской плотности при 600 нм (ОD600) на спектрофото-

метре Ultrospec II (“LKB biochrom”, Швеция).
Окончательное количество жизнеспособных кле-
ток было определено посевом бактериальной сус-
пензии на МПА.

Получение корневых экссудатов ячменя. Экспе-
римент проводили в стерильном вермикулите в
герметичных стеклянных сосудах емкостью 0.5 л,
содержащих по 24 г сухого вермикулита, в кото-
рый в одном случае внесили суспензию макроко-
нидий гриба (2 × 105), в другом – суспензию кле-
ток бактерии (1.5 × 107), а в третьем – совместно
клетки гриба и бактерии в тех же концентрациях.
В контрольных сосудах в вермикулит внесили
только воду. Общее количество воды, включая
суспензии микроорганизмов, составило 250 мл на
каждые 100 г сухого вермикулита. Повторность
сосудов шестикратная, при совместном внесении
в вермикулит гриба и бактерии количество сосу-
дов удваивали. Семена ячменя стерилизовали в
96%-ном этиловом спирте в течение 30 сек, трижды
промыли стерильной водой, а затем инкубировали
в 1%-ном растворе AgNO3 в течение 30 мин. После
удаления азотнокислого серебра семена промы-
вали 1%-ным раствором NaCl один раз и пять раз
стерильной водой, а затем переносили в стериль-
ные чашки Петри на влажную фильтровальную
бумагу и выдерживали в течение 30 ч. Проклю-
нувшиеся семена ячменя переносили в подготов-
ленные сосуды с вермикулитом в количестве
10 штук/сосуд. Ячмень выращивали в течение 36 ч,
затем растения аккуратно извлекали, излишки
вермикулита удаляли, а корни промывали сте-
рильной водой. Далее растения переносили в за-
ранее подготовленные герметичные сосуды со
стерильной деионизированной водой, которая
должна была покрывать только корни ячменя, и
выдерживали 4 сут при естественном освещении.
По истечении указанных сроков раствор корне-
вых экссудатов центрифугировали при 15000 g в
течение 15 мин. Супернатант хранили в моро-
зильной камере при –20°С до определения со-
става корневых экссудатов. Корни растений
оценивали на наличие симптомов гнили и опре-
деляли их сырую массу. Количество гриба и бак-
терии в корнях, а также в культуральных жидко-
стях после их роста в деионизированной воде,
определяли посевом на среду Чапека и МПА со-
ответственно.

Определение количественного состава аромати-
ческих карбоновых кислот в экссудатах ячменя.
Растворы корневых экссудатов фильтровали под
вакуумом через нейлоновые фильтры Magna ny-
lon с порами 0.45 мкм (“GE Water & Process Tech-
nologies BVBA”, Бельгия) и концентрировали до-
суха на роторном вакуумном испарителе Heidolph
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Hei-VAP Precision (“Heidolph Instruments GMBH &
CO KG”, Германия) при 45°С. Остаток растворя-
ли в 0.5 мл деионизированной воды (качества
Milli-Q) и хранили при –20°С. Перед хроматогра-
фическим анализом растворы фильтровали цен-
трифугированием в микропробирках с мембран-
ными нейлоновыми фильтрами с порами 0.2 мкм
Costar® Spin-X® (“Sigma-Aldrich Int. GMBH”).

Ароматические карбоновые кислоты (АКК) в
корневых экссудатах ячменя определяли уль-
траэффективной жидкостной хроматографией
(УЭЖХ) в системе Waters ACQUITY UPLC H-class
(“Waters”, США). Для анализа использовали об-
ращенно-фазовую колонку Waters Symmetry C18
(3.5 мкм, 4.6 × 75 мм) (“Waters”, США). В каче-
стве подвижной фазы использовали смесь де-
ионизированной воды (качества Milli-Q) и ацето-
нитрила (LiChrosolv, HPLC grade), в которую до-
бавляли муравьиную кислоту до концентрации
0.1%. Хроматографическое разделение осуществ-
ляли в смеси, содержавшей 95% воды в течение
1.38 мин, после чего использовали линейный гра-
диент содержания воды от 95 до 40% в течение
8.62 мин, а затем проводили промывку колонки
смесью, содержавшей 95% ацетонитрила в течение
2 мин. Колонку уравновешивали смесью, содер-
жавшую 95% воды, в течение 3.5 мин. Скорость по-
тока – 1.36 мл/мин при температуре колонки 25°С.
Обнаружение ароматических карбоновых кислот
осуществляли с использованием диодноматрично-
го ультрафиолетового детектора Waters eλPDA при
276 нм.

Ароматические карбоновые кислоты иденти-
фицировали и определяли их концентрации по
времени выхода пиков стандартной смеси АКК
с известной концентрацией, и пиков проб кор-
невых экссудатов, а также по совпадению их
УФ-спектров (в диапазоне 210–400 нм). Запись
УФ-спектров проводили на детекторе Waters
eλPDA в процессе хроматографического разде-

ления. В качестве стандартов служили растворы
(0.01 мг/мл в метаноле) каждого из соответству-
ющих химически чистых соединений (“Sigma-
Aldrich Int. GMBH”, США). Обработку получен-
ных хроматограмм и спектральных данных осу-
ществляли с помощью программного пакета
Empowerтм 3 (“Waters”, США).

Ароматические карбоновые кислоты в метаболи-
тах микроорганизмов определяли с помощью си-
стемы УЭЖХ аналогично методике анализа об-
разцов корневых экссудатов. Для анализа исполь-
зовали культуральные жидкости гриба и бактерии
после их роста в деионизированной воде в тече-
ние 1 и 4 сут.

Для оценки влияния ароматических карбо-
новых кислот на рост гриба и бактерии, а также
для проверки способности микроорганизмов к
их утилизации использовали соответствующие
химически чистые АКК (“Sigma-Aldrich Int.
GMBH”, США).

Способность гриба и бактерии утилизировать
ароматические карбоновые кислоты была провере-
на при росте микроорганизмов в питательной
среде (г/л: глюкоза – 1, KH2PO4 – 0.4, K2HPO4 – 0.1,
MgSO4 ∙ 7H2O – 0.1, NH4NO3 – 0.2), содержавшей
АКК в подобранных концентрациях (таблица). Го-
товили 500-кратный раствор каждой кислоты и об-
щей смеси кислот в метаноле и вносили 200 мкл в
100 мл питательной среды. Растворы инокулиро-
вали макроконидиями гриба до конечной кон-
центрации 1.5 × 104 и клетками бактерии до опти-
ческой плотности 0.04, после чего инкубировали
в течение 3 сут. Остаточное количество каждой
АКК определяли в культуральной жидкости гри-
ба и бактерии с помощью системы УЭЖХ.

Для оценки влияния ароматических карбоновых
кислот на рост гриба и бактерии использовали рас-
творенные в метаноле АКК и их смесь в исходных
концентрациях (табл. 1), а также в превышающих
ее в 10 и 100 раз. Для оценки влияния АКК на рост

Таблица 1. Утилизация ароматических карбоновых кислот F. culmorum и P. fluorescens

Ароматическая
карбоновая кислот

Исходное 
количество, нг/мл

Количество оставшейся кислоты
после 3-суточной инкубации, нг/мл

F. culmorum P. fluorescens

Транс-коричная 20 5.02 ± 0.45 10.73 ± 1,15
Бензойная 250 130.73 ± 11.23 70.28 ± 6.55
Феруловая 50 0.10 ± 0.01 0.13 ± 0,02
Пара-кумаровая 50 0.05 ± 0.01 1.03 ± 0.09
Сиреневая 20 9.81 ± 0.85 5.16 ± 0.51
Ванилиновая 20 0 0.52 ± 0.05
4-Гидроксифенилуксусная 500 742.14 ± 70.28 214.15 ± 22.31
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бактерии каждое из антимикробных веществ,
растворенное в метаноле, и их смесь вносили в
количестве 10 мкл на 5 мл среды в питательный
раствор следующего состава (г/л): глюкоза –1,
KH2PO4 – 0.4, K2HPO4 – 0.1, MgSO4 ∙ 7H2O – 0.1,
NH4NO3 – 0.2. Растворы инокулировали смыты-
ми с МПА клетками бактерии до начальной опти-
ческой плотности 0.04 и инкубировали в течение
2 сут. Рост бактериального штамма оценивали
по оптической плотности культуры при 600 нм
(ОD600).

Для оценки влияния ароматических карбоно-
вых кислот на рост гриба по 200 мкл растворов
приготовленных кислот в трех, указанных выше,
концентрациях вносили в 100 мл теплой агаризо-
ванной среды Чапека. После застывания среды в
центр чашки помещали мицелием вниз блок
диаметром 10 мм, вырезанный из 12-сут колонии
F. сulmorum. Измерение радиуса растущих коло-
ний проводили на 2-е и 4-е сут.

Статистическая обработка полученных ре-
зультатов проведена с помощью программы Mi-
crosoft Office Excel 2007. Эксперименты прово-
дили в 3–6 биологических и аналитических по-
вторностях. В качестве доверительного интервала
приведены значения стандартной ошибки сред-
него при уровне значимости 0.05. За значимые
принимали различия при значении p < 0.05 (на
рисунках отмечены звездочкой).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнительный анализ стерильных и колони-
зированных микроорганизмами корней не вы-
явил симптомов гнили на тех, которые были засе-
лены фитопатогенным грибом (данные не приве-
дены).

В 4-суточных экссудатах ячменя было иденти-
фицировано семь ароматических карбоновых
кислот (рис. 1). Наибольшее их количество содер-
жалось в экссудатах стерильных (контрольных)

Рис. 1. Количественный состав АКК: транс-коричной (1), бензойной (2), феруловой (3), пара-кумаровой (4), сирене-
вой (5), ванилиновой (6) и 4-гидроксифенилуксусной (7), в 4-суточных экссудатах стерильного ячменя (I), колонизи-
рованного F. culmorum (II), P. fluorescens (III) и совместно F. сulmorum и P. fluorescens (IV).

600
нг/мл

500

400

300

200

80

60

40

20

0
I II III IV

1

2

3

4

5 6

7



296

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2020

ШАПОШНИКОВ и др.

растений ячменя и колонизированных фитопато-
генным грибом. Среди них доминировала 4-гид-
роксифенилуксусная кислота (4-ГФУ). В экссуда-
тах ячменя, колонизированных бактерией, отсут-
ствовала сиреневая кислота, а количество 4-ГФУ
было незначительным (рис. 1).

Колонизация ячменя фитопатогенным грибом
F. culmorum не привела к увеличению количества
антимикробных компонентов в экссудатах по
сравнению со стерильным ячменем. Эти данные
не совпадали с данными других исследователей,
которые установили увеличение по сравнению со
стерильным ячменем количества антимикробных
компонентов в экссудатах в ответ на колониза-
цию ячменя F. graminearum [7]. В цитируемой ра-
боте максимальное количество антимикробных
веществ в экссудатах было отмечено на 7 сут по-
сле инфицирования ячменя F. graminearum и к
этому же времени наблюдалось появление некро-
зов на корнях [7]. Следует отметить, что в нашем
эксперименте не наблюдалось явных признаков
гнили на корнях. Можно предположить, что от-
сутствие ответной реакции ячменя на колониза-
цию F. culmorum было связано с тем, что в задан-
ных условиях гриб не проявлял фитопатогенную
активность. Однако, количество антимикробных
компонентов в экссудатах ячменя в ответ на ко-
лонизацию фитопатогенным грибом F. culmorum
было выше, чем при колонизации антагонисти-
ческой ризобактерией P. fluorescens 2137 (рис. 1).

Учитывая, что в растворе экссудатов ячменя,
колонизированных F. culmorum и P. fluorescens, мо-
гут содержаться и метаболиты этих микроорга-
низмов, было оценено присутствие АКК в мета-
болитах гриба и бактерии после их 1 и 4 сут роста
в деионизированной воде (рис. 2). Проведенный
анализ показал, что количество АКК в метаболи-

тах микроорганизмов оказалось существенно ни-
же, чем в растворах экссудатов ячменя (рис. 1).

Незначительное количество АКК, обнаружен-
ное в метаболитах гриба и бактерии (рис. 2), не
могло сильно повлиять на общее их количество в
экссудатах, тем более что в метаболитах домини-
ровала бензойная кислота, а в растворе экссуда-
тов – 4-ГФУ. Полученные данные подтверждали
предположение о том, что значительная часть ан-
тимикробных веществ продуцировалась растени-
ем, тем более что самое большое количество АКК
было обнаружено в корневых экссудатах стериль-
ных растений ячменя, не колонизированных
микроорганизмами (рис. 1).

В метаболитах микроорганизмов АКК появи-
лись уже на 1 сут (рис. 2а). При этом в метаболи-
тах гриба их количество оказалось выше, чем в
метаболитах бактерии (рис. 2а, 2б). К 4 сут в мета-
болитах гриба и бактерии, растущих раздельно,
существенно увеличивалось количество бензой-
ной кислоты, в то время как при их совместном
росте общее количество АКК в метаболитах зна-
чительно снижалось по сравнению с 1 сут и преж-
де всего за счет бензойной и феруловой кислот.
Снижение количества АКК на 4 сут в метаболитах
гриба и бактерий при их совместной инкубации не
могло быть связано с отсутствием роста этих мик-
роорганизмов. Как показал проведенный анализ,
количество гриба на 4 сут при совместной инкуба-
ции с бактерией оказалось даже выше, чем при
культивировании гриба без бактерии (рис. 3а).
Количество же бактерии при совместном росте с
грибом не было ниже, чем при инкубации только
бактериального штамма (рис. 3б). Снижение ко-
личества ароматических карбоновых кислот в ме-
таболитах при совместном выращивании гриба и
бактерии в воде могло быть следствием использо-

Рис. 2. Количество АКК: транс-коричной (1), бензойной (2), феруловой (3), пара-кумаровой (4), сиреневой (5), в
культуральной жидкости F. culmorum (I), P. fluorescens (II) при их раздельном и совместном (III) выращивании в де-
ионизированной воде в течение 1 (а) и 4 сут (б).

1.0

нг/мл

0.8

0.6

0.4

0.2

0
I II III

(а)

1

2

2

2

3

3

3
5

4

нг/мл

3

2

1

0.2

0
I II III

(б)

1
1

2

2

2
3

3 34



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2020

АРОМАТИЧЕСКИЕ КАРБОНОВЫЕ КИСЛОТЫ КОРНЕВЫХ ЭКССУДАТОВ ЯЧМЕНЯ 297

вания этих веществ микроорганизмами в каче-
стве источника питания. Результаты определения
содержания ароматических карбоновых кислот в
метаболитах F. culmorum и P. fluorescens после ин-
кубации в течение 3 сут и их исходное количество
приведены в таблице. Определение остаточных
количеств АКК после выращивания в их раство-
рах гриба и бактерии свидетельствовало, что эти
микроорганизмы способны утилизировать зна-
чительную часть ароматических карбоновых кис-
лот (табл. 1).

Способность бактерий рода Pseudomonas де-
градировать ароматические соединения хорошо
известна [16–19], именно на этом основано ис-
пользование псевдомонад в технологиях биореме-
диации. Согласно полученным данным и фитопа-
тогенный гриб F. culmorum в условиях голодания
также способен использовать АКК как источник
углерода для своего роста. Только 4-ГФУ не ути-
лизировалась грибом, а ее количество в культу-
ральной жидкости даже увеличивалось. Такое
увеличение количества 4-ГФУ при утилизации
грибом антимикробных веществ (табл. 1) связа-
но, вероятнее всего, с присутствием этой кислоты
в метаболитах гриба (рис. 2а). Наличие АКК в
культуральной жидкости было оценено после ро-
ста гриба в воде, в то время как эксперимент по
утилизации проводился в среде, содержавшей не-
обходимые для роста гриба элементы питания,
что привело к увеличению плотности гриба и, со-
ответственно, количества выделяемых им мета-
болитов.

Ароматические карбоновые кислоты, внесен-
ные в питательный раствор, в той или иной степе-
ни и в разных концентрациях, оказывали влияние
на рост гриба и бактерии (рис. 4). Количество ис-
пользуемых в данных экспериментах АКК было
подобрано на основании данных по 4-суточной
экссудации растений в деионизированную воду,
и результатов, полученных ранее при анализе
корневых экссудатов ячменя [7]. Радиальный
рост гриба на среде Чапека на 4 сут подавлялся
всеми исследуемыми антимикробными веще-
ствами. Наименьшее воздействие оказывали бен-
зойная кислота, 4-ГФУ и смесь кислот, которые
подавляли рост гриба только в повышенных кон-
центрациях (рис. 4а).

На рост бактерии ароматические карбоновые
кислоты оказали меньшее ингибирующее воздей-
ствие, чем на гриб (рис. 4б). Ко 2 сут рост бакте-
риального штамма был подавлен в среде с добав-
лением повышенных концентраций бензойной,
4-ГФУ и смеси кислот (рис. 4б). Для проверки
влияния АКК на рост гриба и бактерии использо-
вали такое их количество, которое было обнару-
жено в растворе экссудатов. Однако реальное ко-
личество ароматических карбоновых кислот в
близости к корню могло быть существенно выше,
чем в растворе экссудатов.

Таким образом, проведенный хроматографи-
ческий анализ показал, что в экссудатах ячменя
количество ароматических карбоновых кислот,
относящихся к антимикробным веществам, из-
меняется в зависимости от микроорганизма, ко-

Рис. 3. Количество (КОЕ) F. culmorum (а) и P. fluorescens (б) при их раздельном (1) и совместном (2) росте в деионизи-
рованной воде в течение 4 сут.
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лонизирующего корни. Так, колонизация ячменя
антагонистической ризобактерией сопровожда-
лась выделением в экссудатах меньшего количе-
ства антимикробных веществ, чем колонизация
фитопатогенным грибом (рис. 1). Низкое количе-
ство АКК в экссудатах ячменя, колонизирован-

ного бактерией, было обусловлено незначитель-
ным содержанием 4-ГФУ (рис. 1). Бактериаль-
ный штамм в отличие от грибного был способен
утилизировать данную кислоту (табл. 1). Однако
снижение количества 4-ГФУ в экссудатах ячменя
могло объясняться не только утилизацией этого

Рис. 4. Влияние метанола (2) и АКК транс-коричной (3), бензойной (4), феруловой (5), пара-кумаровой (6), сире-
невой (7), ванилиновой (8), 4-гидроксифенилуксусной (9) и смеси кислот (10), на рост гриба F. culmorum на среде
Чапека (1): а – радиус 4-суточных колоний, мм; б – ОП600 2-суточной суспензии P. fluorescens (1) при выращивании
в жидкой питательной среде с АКК при концентрациях: I – исходная (табл. 1), II – в 10 и III – в 100 раз превыша-
ющих исходную (существенные отличия от контроля отмечены звездочкой).
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вещества бактерией во время ее роста на корнях.
Как показали результаты эксперимента, бактерия
примерно вдвое снижала количество 4-ГФУ, при-
сутствующей в среде (таблица), тогда как в растворе
корневых экссудатов ячменя, колонизированного
бактерией, ее количество было снижено в 17 раз по
сравнению с количеством в экссудатах стерильного
ячменя (рис. 1). Таким образом, изменение количе-
ственного состава АКК в корневых экссудатах яч-
меня, колонизированного бактерий, связано не
столько с утилизацией этих веществ данным бакте-
риальным штаммом, сколько с ответной реакцией
самого растения.

Исходя из полученных результатов, можно
сделать заключение, что P. fluorescens 2137 обладал
бóльшей адаптационной способностью к суще-
ствованию в ризосфере и ризоплане ячменя, чем
F. culmorum. В ответ на колонизацию ризобакте-
рией ячмень отвечал меньшим количеством ан-
тимикробных компонентов в экссудатах, чем на
колонизацию фитопатогенным грибом. Бакте-
риальный штамм оказался и более устойчивым к
антимикробным веществам экссудатов, чем фи-
топатогенный гриб. Полученные данные свиде-
тельствовали о том, что растение ячменя, выделяя
антимикробные вещества в ризосферу, создавало
более благоприятные условия для развития P. fluo-
rescens и менее благоприятные – для развития F. cul-
morum. Можно предположить, что снижение плот-
ности гриба на корнях в присутствии бактерии,
описанное в предыдущих работах [10–12], могло
быть связано не только с прямым действием бак-
терии, но и с влиянием растения.

Таким образом, в перспективе возможен отбор
сортов зерновых культур с определенным соста-
вом антимикробных компонентов в корневых
экссудатах. Возделывание таких сортов позволит
улучшить фитосанитарное состояние почв путем
регуляции состава прикорневой микрофлоры.

Для выполнения работы использовали оборудо-
вание центра коллективного пользования “Геном-
ные технологии, протеомика и клеточная биоло-
гия” Всероссийского научно-исследовательского
института сельскохозяйственной микробиологии
(ЦКП ГТПиКБ ФГБНУ ВНИИСХМ).

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского Фонда Фундаментальных Исследо-
ваний (проект № 18-016-00111-а). Хроматографи-
ческий анализ ароматических карбоновых кислот
выполнен при финансовой поддержке Россий-
ского Научного Фонда (проект № 19-16-00097).
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Aromatic Carboxylic Acids in Root Exudates of Barley and Their Influence on Growth 
of Fusarium culmorum and Pseudomonas fluorescens

A. I. Shaposhnikova, V. Yu. Shakhnazarovaa, b, N. A. Vishnevskayaa,
E. V. Borodinaa, and O. K. Strunnikovaa, *

aAll-Russia Institute for Agricultural Microbiology, St. Petersburg, Russia
bSaint-Petersburg State University, St. Petersburg, Russia

*e-mail: olgastrunnikova@rambler.ru

Using an ultra performance liquid chromatography system, the presence of seven aromatic carboxylic acids,
known as antimicrobial substances, has been established in root exudates of barley colonized by the phyto-
pathogenic fungus Fusarium culmorum and the antagonistic bacterium Pseudomonas fluorescens. It was estab-
lished that barley produced fewer antimicrobial components in the exudates in response to the colonization
of P. fluorescens, than after colonization by F. culmorum. All aromatic carboxylic acids inhibited the growth of
F. culmorum, but only two of them inhibited the growth of P. fluorescens, and only in the highest concentra-
tion. The obtained data testify to the ability of the plant to create favorable conditions for the development of
beneficial rhizobacteria and unfavorable for the growth of the phytopathogenic fungus via composition of root
exudates. In the future, it is possible to select varieties of grain crops with a specific composition of antimicrobial
components in root exudates.

Keywords: Fusarium culmorum, Pseudomonas fluorescens, barley exudates, aromatic carboxylic acids, antimi-
crobial components, growth inhibition
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В работе описан и апробирован новый чувствительный метод масс-спектрометрического определе-
ния карнозина в мышечной ткани рыб, с помощью которого впервые получены значения содержа-
ния карнозина в мышцах нескольких видов рыб семейства осетровые: русский осетр, сибирский
осётр, стерлядь, а также гибридов стерляди и калуги, сибирского осетра и калуги. Гибриды стерляди
и калуги, вне зависимости от пола, содержали в 3.33 раза больше карнозина (p < 0.01), чем стерлядь.
Ткани самок гибрида сибирского осетра и калуги содержали в 1.50 раза меньше карнозина (p < 0.1), чем
самки сибирского осетра. Поскольку потребление карнозина важно для биосинтеза собственного кар-
нозина в мышцах человека, то по пищевой ценности гибридизация стерляди с калугой целесообразнее
по сравнению с исходными видами, а скрещивание сибирского осетра с калугой менее эффективно.
Измерение содержания карнозина в мышечной ткани важно для оценки их пищевой ценности.

Ключевые слова: карнозин, метод определения, русский осетр, сибирский осетр, стерлядь, калуга,
гибриды осетровых
DOI: 10.31857/S0555109920030083

Карнозин (β-аланил-L-гистидин) – дипептид,
состоящий из аминокислот β-аланина и гистиди-
на, соединенных пептидной связью, вместе с
производными (анзерин, баленин, гомокарно-
зин) образует семейство дипептидов, выполняю-
щих одинаковые функции и представленных в
скелетных мышцах и нервной системе позвоноч-
ных. Содержание данных дипептидов в других
тканях пренебрежимо мало [1, 2]. В мышечной
ткани основная роль карнозина и его аналогов –
поддержание pH внутри клеток (буферная функ-
ция), что особенно важно при интенсивной мы-
шечной работе, приводящей в условиях недостат-
ка кислорода к накоплению молочной кислоты и
закислению среды. Кроме буферного действия,
карнозин и его аналоги являются антиоксиданта-
ми (защищают мышечную ткань при окислитель-
ном стрессе) прямого и косвенного действия.
Прямое действие состоит во взаимодействии с
биологическими окислителями в в качестве вос-
становителя, косвенное – в предотвращении
протонирования иона  с образованием OH-ра-
дикала (сильный окислитель) за счет буферного
свойства дипептида. Карнозин также способен
связывать ионы тяжелых металлов за счет образо-

вания донорно-акцепторных связей, продукты
перекисного окисления липидов, является источ-
ником гистидина (предшественника гистамина).
В нервной ткани карнозин является частью за-
щитного механизма от некроза, вызываемого го-
моцистеиновой кислотой [3].

Для большинства пептидаз карнозин, благода-
ря тому, что включает в себя остаток β-аминокис-
лоты, недоступен. Разложение карнозина, посту-
пающего с пищей, происходит в печени и крови,
а также внутри клеток с помощью специальных
ферментов – карнозиназ [3]. В клетках мышеч-
ной и нервной ткани происходит биосинтез кар-
нозина из продуктов его разложения. Таким об-
разом, основной источник карнозина в организ-
ме – карнозин, поступающий с пищей. Изучение
свойств карнозина показало, что он полезен в ка-
честве компонента пищевого рациона, а его со-
держание в мясных и рыбных продуктах может
характеризовать их пищевую ценность. Данные о
содержании карнозина в мышечной ткани пред-
ставляют научную и практическую значимость
при разработке продукции функционального и
специализированного назначения.

−
2O

УДК 577.117/597.4
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В настоящее время в мировой литературе на-
коплены данные по значительному количеству
видов рыб [1, 2]. Однако, что касается осетровых
(Acipenseridae), то в литературе есть только уста-
ревшие данные о содержании карнозина в мыш-
цах осетра без указания конкретного вида рыбы и
методики определения [4].

Цель работы − получение новых данных о со-
держании карнозина в мышцах рыб различных
видов семейства осетровых и их гибридов.

МЕТОДИКА

В данной работе исследовали следующие виды
семейства осетровые: русский осетр (Acipenser
gueldenstaedtii), сибирский осётр ленской популя-
ции (Acipenser baerii), стерлядь (Acipenser ruthenus),
а также полученных в искусственных условиях
гибриды стерляди и калуги (Huso dauricus) (обо-
значение Ст × К), гибрида сибирского осетра
ленской популяции и калуги (ЛО × К).

Все особи исследуемых видов и гибридов выра-
щивались в садках в естественном водоeме (Воло-
годская обл., р. Суда, Россия). Образцы мышечной
ткани отбирали на анализ в июле. Для получения
гибридов использовали икру половозрелых самок
стерляди и сперму калуги, икру самок сибирского
осетра и сперму калуги. Икру получали путeм под-
резания яйцеводов с сохранением жизни произво-
дителям. Оплодотворение проводили полусухим
способом. После обесклеивания икру инкубиро-
вали в специализированных аппаратах. Молодь
подращивали в стандартных пластиковых бассей-
нах. Подрощенную рыбу пересаживали в садки
для дальнейшего выращивания.

Для анализа отбирали взрослых здоровых осо-
бей в количестве по 5 самцов и самок каждого ис-
следуемого вида и гибрида. После изъятия рыбы
из воды ее подвергали анестезии на льду. Образ-
цы мышечной ткани (~1.0 г) отбирали со спинной
и хвостовой части рыбы, замораживали до темпе-
ратуры −18°С и хранили в замороженном виде
вплоть до определения карнозина.

Для анализа взвешивали 0.1 г замороженной
ткани от каждого образца, помещали в микро-
пробирку (эппендорф), заливали для экстракции
1.0 мл 0.1%-ного водного раствора муравьиной
кислоты. Пробирки закрывали и помещали в во-
дяную баню в пластиковом стакане для гомогени-
зации ультразвуком в гомогенизаторе “Bandelin
Sonopuls HD 2200” (“Bandelin Еlectronic” GmbH &
Co. KG, Германия) при мощности 95% в течение
10 мин. Из полученных гомогенатов отбирали по
0.1 мл и добавляли по 0.9 мл метанола, интенсив-
но встряхивали в течение 1 мин для осаждения
белков, затем центрифугировали 10 мин при
6600 g. Отбирали по 0.1 мл надосадочной жидко-

сти и добавляли по 0.9 мл 0.1%-ного водного рас-
твора муравьиной кислоты.

Определение содержания карнозина проводи-
ли на жидкостном хроматографе “Agilent 6130”
(Agilent Technologies, США) с квадрупольным
масс-спектрометрическим детектором. Для этого
на колонку (неподвижная фаза – радикал С18 с
полярной функциональной группой) вводилось
по 10 мкл образца. Хроматографическое разделе-
ние образцов выполняли в изократическом режи-
ме: подвижная фаза – раствор 10%-ного ацето-
нитрила и 0.09%-ной муравьиной кислоты в воде.
Скорость элюирования 0.5 мл/мин. Карнозину
соответствовал пик с отношением массы к заряду
227.3 в положительном режиме ионизации. Ка-
либровку проводили, используя растворы карно-
зина с концентрацией в интервале 0.2–4.0 мг/л,
содержащие 0.1% муравьиной кислоты.

Статистическую обработку полученных дан-
ных: вычисление среднего арифметического,
среднеквадратичного отклонения, уровня значи-
мости по распределению Стъюдента проводили с
помощью программы Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнение использованного метода определе-

ния карнозина (см. раздел Методика) с описанны-
ми ранее в литературе по интервалам концентра-
ций карнозина, в которых наблюдалась хорошая
линейность зависимости интенсивности сигнала
от концентрации, показало, что метод наиболее
чувствителен среди использующих масс-спектро-
метрический детектор и один из наиболее чувстви-
тельных методов среди описанных (табл. 1).

Хроматографические системы с масс-спектро-
метрическим детектором наиболее распростране-
ны в современной аналитической химии. Попу-
лярность данного типа систем вызвана несколь-
кими факторами: прежде всего, многозадачность
аппаратуры (любое соединение имеет массу и мо-
жет ими определяться), а также относительно не-
высокая стоимость. В любой лаборатории хрома-
тографическая система устанавливается не толь-
ко для определения карнозина; параллельно с
ним можно определять, например, аминокисло-
ты и другие пептиды в рамках одного измерения.
В связи с этим мы считаем целесообразным как
сравнение данного метода с другими, где исполь-
зовался масс-спектрометрический детектор, так
и со всеми остальными.

Карнозин – гидрофильное соединение, поэто-
му в ряде опубликованных методов проводилась
его дериватизация – химическая модификация ве-
щества с целью удлинения углеродного скелета и
увеличения гидрофобности, обеспечивающее боль-
шее сродство с материалами носителей или сорбен-
тов хроматографических колонок с высокой разде-
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лительной способностью. В работе использовали
колонку с полярной функциональной группой, что
позволяло исключить дериватизацию и упростить
метод. Кроме того использование такого носителя
даёт возможность одновременно измерять концен-
трации и других соединений сходного строения в
образце, например, других дипептидов и свобод-
ных аминокислот.

Результаты определения содержания карнози-
на в исследуемых образцах приведены в табл. 2.
Статистическая обработка данных даeт возмож-
ность сделать следующие заключения.

− Не обнаружено значимых различий по со-
держанию карнозина в мышцах особей гибрида
стерляди и калуги разного пола (интервалы зна-
чений перекрываются). Для сравнения со стерля-

дью было целесообразно использовать среднее
значений разных особей данного гибрида (третья
строка табл. 2).

− Сравнение содержания карнозина в мышеч-
ной ткани гибрида Ст × К и стерляди показало, что
в мышцах гибрида содержалось в 3.33 раза больше
карнозина (при уровне значимости p < 0.01 соглас-
но распределению Стьюдента).

− Выявлены существенные различия по со-
держанию карнозина между особями разного
пола (самцами и самками) гибрида ЛО × К:
мышцы самцов содержали в 1.62 раза больше
карнозина (p < 0.05).

− При сравнении содержания карнозина в
мышцах самки гибрида ЛО × К с самкой сибир-
ского осетра можно заключить, что в мышцах ги-

Таблица 1. Сравнение методов определения карнозина в тканях рыб c использованием жидкостной хроматогра-
фии, опубликованных ранее и использованных в работе

Тип детектора Пределы линейности 
сигнала, мг/л Реактив для дериватизации Источник

Масс-спектрометрический 0.2–4.0 Нет Данная статья
УФ(диодная матрица) 32.4–388.0 2,5-диметил-1-H-пиррол-3,4-

дикарбальдегид
[6]

УФ 10–100 Нет [7]
УФ (диодная матрица) 14–24 2,4-Динитрофторбензол [8]
УФ (диодная матрица) 0.007–3.12 Дансилхлорид [9]
УФ (диодная матрица) 30–110 2,4-Динитрофторбензол [10]
Масс-спектрометрический 1–200 Нет [11]
УФ 9.8–98 Нет [12]
УФ (диодная матрица) 13–416 Нет [13]
Масс-спектрометрический 2.3–56.5 Дабсилхлорид [14]
Импульсный амперометрический 0.023–22.6 Нет [15]

Таблица 2. Содержание карнозина в мышечной ткани осетровых и их гибридов*

* Результаты представлены как среднее арифметическое ± среднеквадратичное отклонение.

Объект Пол Содержание карнозина,
мг/г ткани Источник

Гибрид Ст × К ♂ 1.716 ± 0.305

Данная статья

Гибрид Ст × К ♀ 1.416 ± 0.224

Гибрид Ст × К (среднее по всем особям) Смесь 1.566 ± 0.290

Стерлядь Смесь 0.470 ± 0.103

Гибрид ЛО × К ♂ 2.358 ± 0.359

Гибрид ЛО × К ♀ 1.454 ± 0.282

Сибирский осeтр ♀ 2.176 ± 0.185

Русский осeтр ♀ 2.012 ± 0.251

Гибрид К × Ст Нет данных 1.56 [5]

Осeтр (без уточнения вида) Нет данных 2.50 [4]
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брида содержалось в 1.50 раза меньше карнозина
(p < 0.1).

− Не было обнаружено значимых различий в
содержании карнозина в тканях самок близко-
родственных видов осетра – русский осетр и си-
бирский осетр ленской популяции (интервалы
значений перекрываются).

В табл. 2 также представлены опубликованные
ранее данные по другим видам и гибридам осет-
ровых. В частности, гибрид, при получении кото-
рого использовалась икра калуги и сперма стер-
ляди (К × Ст), содержал примерно столько же
карнозина, как и рассмотренный в данной работе
гибрид Ст × К, однако авторы [5] приводят дан-
ные только по одной особи гибрида К × Ст.

Если рассматривать содержание карнозина как
существенный фактор пищевой ценности, то мож-
но заключить, что гибридизация стерляди с калугой
целесообразнее по сравнению с чистым родитель-
ским видом (стерлядью) по пищевой ценности мы-
шечной ткани, а использование гибрида сибирско-
го осетра с калугой по сравнению с осетром в техно-
логическом аспекте является менее эффективным.

Работа выполнена в рамках “Программы фун-
даментальных научных исследований государ-
ственных академий наук на 2013–2020 гг.”.
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Carnosine Levels in the Muscle Tissues of Sturgeons
and Their Hybrids
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Carnosine level determination in fish muscle tissues is helpful for the purposes of general biology and com-
parative muscle physiology of various fish species; it may be also useful for estimating the nutritional value
of fish products. A method of mass-spectrometric determination of carnosine in muscle tissues has been
improved and tested in this work. The carnosine levels in the muscles of Russian sturgeon, Siberian stur-
geon, sterlet, sterlet and kaluga hybrid, Siberian sturgeon and kaluga hybrid have been firstly determined
using that method. The sterlet and kaluga hybrid regardless of its sex contains 3.33-fold more carnosine
than the sterlet does (p < 0.01). The female Siberian sturgeon and kaluga hybrid contains 1.50-fold less car-
nosine than the female Siberian sturgeon does (p < 0.1). Considering the nutritional value, since carnosine
consumption is important for the biosynthesis of own carnosine in human muscles, hybridization of sterlet
with kaluga is more efficient than pure sterlet breeding, and the hybridization of Siberian sturgeon with
kaluga is less effective when than sturgeon breeding.

Keywords: carnosine, determination method, Russian sturgeon, Siberian sturgeon, sterlet, kaluga, hybrids of
sturgeons
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Продукт товарного рыбоводства, скелетные мышцы рыб, является источником животного белка,
фосфолипидов и ненасыщенных жирных кислот, незаменимых в питании человека. Изучено влия-
ние условий обитания рыб (сезонной динамики температуры воды и кислородного режима) и их
физиологического состояния (инфекционного статуса) на липидный состав мышечной ткани у
двухлетней радужной форели Oncorhynchus mykiss, выращиваемых в садках на естественном водоеме.
Установлено, что скорость ростовых процессов молоди снижалась в условиях повышенной темпе-
ратуры воды, наличия бактериальной инфекции и последующей антибиотикотерапии. При этом в
мышцах накапливался избыток энергетических липидов (триацилглицеринов) и повышалась сте-
пень насыщенности мембранных липидов. Влияние внешних факторов и бактериальной инфекции
пытались нивелировать введением в рацион рыб антиоксидантной пищевой добавки, включающей
дигидрокверцетин и арабиногалактан. Показано, что у потреблявшей кормовую добавку форели со-
став структурных тканевых липидов и содержание ненасыщенных жирных кислот были стабильны-
ми, что указывало на более высокие потребительские свойства и сбалансированный нутриентный
состав получаемого из нее продукта.

Ключевые слова: дигидрокверцетин, форель, фосфолипиды, триацилглицерины, полиненасыщен-
ные жирные кислоты
DOI: 10.31857/S0555109920030034

Радужная форель, Oncorhynchus mykiss, широко
распространенный вид семейства лососевых, от-
носится к традиционным объектам аквакультуры
на Северо-Западе России. Метаболизм форели и
темпы ее роста так же, как у всех пойкилотермных
животных, в значительной степени определяются
температурой среды обитания. Выростной период
(июнь-сентябрь) у форели сопровождается интен-
сивным приростом массы и линейного размера.
Осенью с понижением температуры окружающей
среды интенсивность ростовых процессов снижа-
ется [1]. Сезонные метаболические перестройки у
форели обусловлены как ростовыми процессами,
так и воздействием абиотических факторов среды
обитания (температурного, кислородного режи-
мов и др.) [2–4]. Интенсивное культивирование
форели служит причиной развития у рыб патоло-
гических процессов, вызванных, в том числе, бак-
териальными инфекциями, которые, в свою оче-
редь, могут значительно отразиться на биохимиче-
ских и физиологических параметрах рыб [5, 6].
Липиды и их жирнокислотные компоненты отно-

сятся к важнейшим метаболическим (энергети-
ческим) и структурным системам организма,
обеспечивающим его оптимальное функциони-
рование в норме, в том числе, при изменении
факторов среды [2, 7–9]. Состав липидов опреде-
ляет качество рыбы как пищевой продукции для
человека, при этом высокую пищевую ценность
имеет рыбная продукция с высоким содержанием
полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК) n-3
семейства, которое должно превалировать над
ПНЖК n-6 семейства, оцениваемого по соотно-
шению n-3/n-6 [7, 9–12]. Изменения в липидном
составе мышц рыб могут провоцироваться внеш-
ними факторами. Так, например, воздействие по-
ниженной температуры способствует повышению
уровня ненасыщенности фосфолипидов мембран,
в то время как влияние повышенной температуры
приводит к увеличению насыщенности липидов [8,
13]. Загрязнение среды, бактериальные, грибковые
и вирусные инфекции и паразитарные инвазии
также изменяют метаболизм в тканях рыб, в част-
ности, повышают уровень свободных радикалов

УДК 597.552.512:577.115.3:639.37
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и инициируют тем самым окислительную моди-
фикацию макромолекул и оксидативный стресс
[14]. ПНЖК в составе мембранных липидов явля-
ются одной из мишеней оксидативных процессов
[14], их дефицит, в конечном счете, может отра-
зиться на физиологическом состоянии рыб и каче-
ственном составе получаемой из нее продукции.

Биологически активные пищевые добавки ши-
роко применяются в мировой технологии аква-
культуры с целью ускорения роста культивируемых
рыб и повышения их устойчивости к различным
стрессовым воздействиям, в том числе к бактери-
альным инфекциям [15]. Ранее было показано, что
использование в аквакультуре антиоксидантных
пищевых добавок и пребиотиков, включая аскор-
биновую кислоту, витамин Е, бета-гликан и бета-
ин, приводит к снижению уровня стрессовых гор-
монов у рыб и укреплению их иммунитета [16–20].

Цель работы – изучение сезонных и индуци-
рованных бактериальной инфекцией модифика-
ций липидного состава мышц молоди (1+) форе-
ли, а также их сохранение при введении в рацион
форели смеси дигидрокверцетина (биофлавонои-
да) и арабиногалактана (полисахарида), получае-
мых из древесины лиственницы и обладающих
антиоксидантными, противовоспалительными и
пребиотическими свойствами [21, 22].

МЕТОДИКА

Схема эксперимента и отбор проб. С июня по
ноябрь 2017 г. на форелевом хозяйстве, располо-
женном на одном из озер северо-западного реги-
она России, 36000 особей молоди форели Onco-
rhynchus mykiss (1+) сходной массы 100 ± 2.3 г
были помещены в садки с плотностью посадки
2.1 кг/м3. Форель получала стандартный коммер-
ческий корм (“BioMar”, Дания) без добавок (кон-
трольные садки) или с добавлением смеси 25 мг ди-
гидрокверцетина и 50 мг арабиногалактана на кг
корма (экспериментальные садки) в соответ-
ствии с рекомендацией производителя добавок
(“Аметист”, сертификат № 396-08.17, Россия). Че-
рез 1 мес. после начала эксперимента у рыб, со-
державшихся в контрольных и эксперименталь-
ных садках, методами визуальной оценки и по
повышенному отходу было обнаружено бактери-
альное заболевание, возбудителем которого по
данным микробиологического анализа (заключе-
ние № 939/22 от 23.08.2017, ФГБНУ ВИЭВ, Рос-
сия) оказалась ассоциация бактерий Pseudomonas
putida и Cytophaga psychrophila. В связи с этим за-
болевание было диагностировано как бактери-
альная геморрагическая септицемия. Рыбы обеих
групп были подвергнуты антибактериальной те-
рапии энрофлоксацином (25 мг/кг рыбы) в тече-
ние 6 сут. Ежедневно фиксировали температуру
воды и содержание кислорода.

Образцы тканей рыб (8 особей из каждого сад-
ка) отбирали два раза в 1 мес., фиксировали в
97%-ном этаноле и хранили при 4°C до проведе-
ния биохимического анализа. Одновременно с
забором проб проводили измерение размерно-
весовых характеристик рыб, с помощью которых
рассчитывали индекс упитанности рыбы (коэф-
фициент Фультона, K):

Анализ состава липидов. Биохимический ана-
лиз липидов и их жирных кислот в мышцах форе-
ли осуществляли с использованием оборудова-
ния Центра коллективного пользования Карель-
ского научного центра РАН (Петрозаводск,
Россия). Липиды из тканей форели экстрагирова-
ли смесью хлороформ : метанол (2 : 1) по методу
Фолча [23]. Для разделения на основные классы,
экстрагированные липиды хроматографировали
на ТСХ пластине Silica gel 60 F254 (“Merck”, Гер-
мания) в системе растворителей петролейный
эфир : серный эфир : уксусная кислота (90 : 10 : 1).
Для идентификации полученных компонентов
использовали стандартные растворы смеси фос-
фолипидов (“Supelco”, США) и триацилглицери-
нов (“Sigma-Aldrich”, США), а также растворы
холестерина и пальмитата холестерина (“Sigma-
Aldrich”, США). Количественное содержание ос-
новных классов липидов определяли спектрофо-
тометрическими методами, описанными в рабо-
тах [24, 25] и рассчитывали как % средних значе-
ний сухого веса ± ошибка среднего.

Содержание отдельных фракций фосфолипи-
дов, включающих фосфатидилинозитол (ФИ),
фосфатидилсерин (ФС), фосфатидилэтаноламин
(ФЭА), фосфатидилхолин (ФХ), лизофосфатидил-
холин (ЛФХ) и сфингомиелин, оценивали с помо-
щью высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии на хроматографе “Stayer” (“Aquilon”, Россия),
используя колонку Nucleosil 100-7 (“Elsiko”, Рос-
сия) [26]. Компоненты идентифицировали по
времени удерживания, сравнивая со стандартны-
ми растворами фосфолипидов: смеси фосфоли-
пидов (P3817 “Supelco”, США), фосфатидилсери-
на (P7769, “Sigma-Aldrich”, США) и сфингомие-
лина (S7004 4, “Sigma-Aldrich”, США), и их
содержание рассчитывали как % средних значе-
ний сухого веса ± ошибка среднего.

Метиловые эфиры жирных кислот общих ли-
пидов были получены с использованием метано-
ла и хлористого ацетила, затем их разделяли ВЭГХ
на газовом хроматографе “Agilent 7890A” (“Agilent
Technologies”, США) с пламенно-ионизационным
детектором на колонке “DB-23” (60 м – 0.25 мм)
(“Agilent Technologies”, США). Компоненты иден-
тифицировали, сравнивая время удерживания их
и стандартного раствора смеси метиловых эфи-
ров жирных кислот (“Supelco”, США). Содержа-

( ) ( )= × 3K масса рыбы г 100 длина  см .
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ние рассчитывали как % суммы средних значений
жирных кислот± ошибка среднего.

Статистическая обработка. Достоверность раз-
личий оценивали с помощью непараметрическо-
го критерия Манна–Уитни. Различия считались
достоверными при р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Естественную сезонную динамику параметров

окружающей среды в течение периода наблюде-
ний с июня по ноябрь 2017 г. и поражение рыб
спорадической бактериальной инфекцией в июле
можно было считать двумя факторами, которые в
равной степени воздействовали на рыб обеих вы-
борок, при этом вызываемые ими эффекты не
могли быть достоверно разделены. Вместе с тем
обнаруженные различия по выживаемости, ско-
рости ростовых процессов и модификациям ли-
пидного состава мышц у форели, выращенной на
стандартных и обогащенных биоактивной добав-
кой кормах, позволили судить не только о пре-
имуществах использования этой добавки, но и в
определенной мере о механизмах ее действия.

Физиологический статус форели. На протяже-
нии исследуемого сезона (июнь-ноябрь 2017 г.)
температура воды в садках изменялась в диапазо-
не 5.0–15.8°С с максимумом в августе, при этом
содержание кислорода сохранялось на стабильно
высоком уровне и составляло 7–10 мг/л. Есте-
ственное изменение температур в 2017 г. не пре-
вышало пороговых значений толерантности фо-
рели к температурному фактору и не провоциро-
вало явлений гипоксии у изучаемого поголовья
рыб. Вместе с тем на физиологическом статусе
форели существенно сказалось перенесенное
бактериальное заболевание. Его признаки, вклю-
чая повышенную смертность, поведенческие от-
клонения (плавание на боку и отказ от корма) и
изменения в состоянии внутренних органов (цве-
та, формы и тургора печени и наличие кровоиз-
лияний в ее капсуле), наблюдались с середины
июля. При максимуме бактериальной геморраги-

ческой септицемии величина отхода составила
4.0% среди рыб, выращиваемых на стандартной
диете, и 1.7% – на экспериментальной. Различие
в уровне смертности сохранилось между кон-
трольной и опытной группами до конца сезона,
составив 4.19 и 1.97% соответственно, что указы-
вало на иммуномодулирующее действие добавки,
благодаря которому получавшая ее рыба оказа-
лась устойчивее к действию инфекции.

Показатели живой массы и длины форели ста-
бильно возрастали в обеих группах на протяже-
нии выростного сезона с максимальной скоро-
стью роста в июле и закономерным ее снижением
при сезонном понижении температуры воды
(табл. 1). Индекс упитанности отражал пропор-
циональный линейный и весовой прирост форе-
ли обеих исследуемых групп. Тенденция к более
высокой скорости роста у рыб, получавших кор-
мовую добавку, достигла статистической значи-
мости в августе в период излечения бактериаль-
ного заболевания. Вероятно, это свидетельство-
вало о сокращении срока восстановительного
периода у экспериментальной выборки.

Модификации липидного состава. Известно, что
в мышцах лососевых рыб накапливаются липиды
[11, 27, 28]. В мышцах форели обеих исследуемых
групп отмечалось сезонное (с июля по август) на-
копление общих липидов (рис. 1), главным обра-
зом за счет высокоэнергетических липидов – три-
ацилглицеринов (ТАГ). Значительное снижение
уровня мембранных липидов – общих фосфоли-
пидов (ФЛ) и их основных фракций (ФХ, ФЭА,
ФС и ЛФХ), более выраженное у контрольной
группы рыб, отмечалось к середине августа (рис. 1,
12 августа). Можно предположить, что снижение
связано с активацией перекисных процессов, вы-
званных бактериальной инфекцией и, возможно,
введением антибиотика. Показано, что на ран-
ней стадии бактериального заболевания липид-
ный состав мышц молоди форели существенно
не изменялся, за исключением повышенного со-
держания минорных специфических (бактери-
ального происхождения) насыщенных жирных

Таблица 1. Линейно-массовые характеристики форели (Oncorhynchus mykiss) контрольной и экспериментальной
групп, определяющие длину (см), массу (г) и коэффициент упитанности рыбы

* Различия достоверны по сравнению с контролем, р ≤ 0.05.

Дата сбора 25.06 (1) 14.07 (2) 26.07 (3) 12.08(4) 28.08(5) 12.09(6) 16.11(7)

Масса, г
Контроль 100.0 ± 2.3 143.3 ± 8.7 187.3 ± 12.9 235.3 ± 29.3 324.8 ± 36.1 478.3 ± 46.5 702.3 ± 41.2
Эксперимент 100.0 ± 2.3 134.8 ± 5.4 185.1 ± 10.8 283.3 ± 14.9 378.9 ± 22.8 527.1 ± 16.5 743.1 ± 53.5

Длина, см
Контроль 20.7 ± 0.4 21.1 ± 0.9 22.9 ± 1.3 22.6 ± 3.3 25.6 ± 3.1 28.4 ± 2.7 32.9 ± 1.7
Эксперимент 20.6 ± 0.4 20.9 ± 1.2 22.4 ± 1.2 25.6 ± 1.1* 26.8 ± 1.1 30.7 ± 1.4 33.6 ± 2.7

Коэффициент упитанности
Контроль 1.0 ± 0.1 1.5 ± 0.1 1.5 ± 0.1 1.9 ± 0.4 1.9 ± 0.3 2.1 ± 0.3 1.9 ± 0.2
Эксперимент 1.0 ± 0.1 1.5 ± 0.1 1.7 ± 0.1 1.6 ± 0.2 2.0 ± 0.2 1.8 ± 0.1 2.0 ± 0.1
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Рис. 1. Содержание (% от сухой массы) общих липидов (а), триацилглицеринов (б), фосфолипидов (в), стеринов (г),
фосфатидилхолина (д), фосфатидилэтаноламина (е), фосфатидилсерина (ж) и лизофосфатидилхолина (з) в мышцах
радужной форели O. mykiss контрольной (1) и экспериментальной (2) групп: по оси абсцисс − 1–7 даты сбора, как в
табл. 1 (^ − отличия достоверны при сравнении контрольной и экспериментальной группы рыб внутри одной времен-
ной точки сбора, * − внутри одной группы рыб при сравнении с предыдущей временной точкой сбора).
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Рис. 2. Содержание жирных кислот (% от суммы) общих липидов 15:0 (а), 17:0 (б), 18:2n-6 (в), 18:3n-3 (г), 20:4n-6 (АК, д),
20:5n-3 (ЭПК, е), 18:1n-9 (ж) и 22:6n-3 (ДГК, з) в мышцах радужной форели O. mykiss контрольной (1) и эксперимен-
тальной (2): по оси абсцисс − 1−7 даты сбора, как в табл. 1; (^ − отличия достоверны при сравнении контрольной и
экспериментальной группы рыб внутри одной временной точки сбора, * − внутри одной группы рыб при сравнении с
предыдущей временной точкой сбора).
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кислот с нечетным числом атомов углерода (15:0
и 17:0), отмеченного в органах рыб уже в июне-
июле (рис. 2). Содержание данных кислот значи-
тельно снизилось к середине августа после курса
антибиотикотерапии, а у экспериментальной груп-
пы рыб - и в более короткий промежуток времени.

Одновременно со снижением уровня ФЛ, от-
меченного после перенесенной инфекции, в
мышцах форели обнаружено снижение уровня
ненасыщенности общих липидов (индекс нена-
сыщенности, ИН), преимущественно за счет ара-
хидоновой (АК), эйкозапентаеновой (ЭПК) и до-

козагексаеновой (ДГК) кислот (рис. 2 и 3, точка
12 августа). Отмечалось также снижение соотно-
шения n-3/n-6 ПНЖК, которое рассчитывали
как средние значения ± ошибка среднего (рис. 3,
12 августа). Можно предположить, что такие мо-
дификации в составе липидов являлись результа-
том оксидативных процессов, вызванных куму-
лятивным действием инфекционных агентов и
антибиотика. Ранее было показано, что антибио-
тик энрофлоксацин активирует (главным обра-
зом, на 3 сут введения) процессы оксидативного
стресса, которые сопровождаются изменением
активности антиоксидантных ферментов и повы-
шением уровня продуктов перекисного окисле-
ния липидов [5, 6]. Необходимо отметить, что
модификация жирнокислотного состава липи-
дов в сторону снижения уровня их ненасыщен-
ности была характерна исключительно для кон-
трольной группы рыб. Молодь форели, которая
получала с кормом экспериментальную добавку,
характеризовалась относительно стабильным
составом липидов при действии бактериальной
инфекции и последующей терапии антибиоти-
ком. В этом случае компонент добавки дигидро-
кверцетин, вероятно, проявлял свои антиокси-
дантные свойства, предотвращая окисление липи-
дов и жирных кислот, инициируемое действием
бактерий и антибиотика.

У контрольной группы рыб к концу августа от-
мечалось восстановление уровня ФЛ за счет рас-
ходования мышечных резервов ТАГ, содержание
которых снизилось (рис. 1, 28 августа). На этом
сроке в мышцах форели контрольной группы от-
мечался пониженный по сравнению с экспери-
ментальной группой уровень ТАГ и стеринов.
Можно предположить, что активация пластиче-
ского обмена вследствие подавления активности
бактерий с помощью антибиотика способствова-
ла активному росту рыб, и в дальнейшем (сен-
тябрь) наблюдалось повышение уровня структур-
ных липидов – ФЛ. Необходимо отметить, что у
экспериментальной группы рыб уже к концу ав-
густа было обнаружено повышение уровня эссен-
циальных жирных кислот, линолевой 18:2n-6 и
альфа-линоленовой 18:3n-3, которое вызывалось
более легким перенесением инфекционного про-
цесса и более коротким периодом восстановления
после него. Указанные жирные кислоты служат
предшественниками для синтеза ПНЖК – АК и
ЭПК соответственно [7, 9], которые участвуют в
синтезе биологически активных молекул – эйко-
заноидов, ответственных за протекание воспали-
тельных процессов [29, 30]. Блокирование синтеза
АК и ЭПК у экспериментальной группы рыб сви-
детельствовало о меньшей интенсивности окси-
дативных процессов в их органах, провоцируе-
мых антибактериальной терапией.

К концу выростного сезона у молоди форели
обеих групп отмечалось снижение уровня ФЛ

Рис. 3. Соотношение n-3/n-6 полиненасыщенных
жирных кислот (а) и индекс ненасыщенности
(ИНЖК) жирных кислот (б) общих липидов мышц
радужной форели O. mykiss контрольной (1) и экспе-
риментальной (2): по оси абсцисс − 1−7 даты сбора,
как в табл. 1 (^ − отличия достоверны при сравнении
контрольной и экспериментальной группы рыб внут-
ри одной временной точки сбора, * − внутри одной
группы рыб с предыдущей временной точкой сбора).
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(ФХ, ФЭА, ФС и ЛФХ), что, по-видимому, связа-
но со снижением у них интенсивности ростовых
процессов в ответ на понижение температуры окру-
жающей среды (рис. 1, точка 16 ноября). При этом
важной особенностью липидного состава мышц
молоди форели оказалось повышение соотноше-
ния фосфатидилэтаноламин/фосфатидилхолин в
составе фосфолипидов мембран, а также уровня не-
насыщенности липидов за счет накопления поли-
ненасыщенных жирных кислот (АК, ЭПК и ДГК).
Выявленные модификации в составе мембранных
липидов мышц форели отражали температурные
перестройки в составе липидов мембран [8, 13].
При этом у рыб экспериментальной группы на-
блюдалось в большей степени повышение соот-
ношения n-3/n-6 ПНЖК за счет накопления фи-
зиологически активной ЭПК.

Таким образом, наблюдаемые изменения росто-
вых показателей и состава липидов молоди форели
отражали не только воздействие абиотических фак-
торов (главным образом, температуры), но и влия-
ние бактериальной инфекции и последующей ан-
тибиотикотерапии. Наиболее подверженными вли-
янию неблагоприятных факторов оказались рыбы
контрольной группы, у которых изменения состава
структурных липидов и ненасыщенных жирных
кислот были более выраженными. Эксперимен-
тальная группа форели отличалась относительно
стабильным составом липидов мышц, как в период
заболевания, так и в период химиотерапии, что сви-
детельствовало об их повышенной устойчивости к
действию бактериальной инфекции и антибиоти-
ков. У рыб, получавших экспериментальную дие-
ту, более быстрое восстановление процессов на-
копления липидов в мышцах и роста в целом, в
том числе за счет синтеза биологически активных
жирных кислот, указывало также на возможную
физиологическую роль биоактивной добавки.

С точки зрения пищевой ценности продукции
рыбоводства, полученные результаты свидетель-
ствовали об ухудшении потребительских качеств
рыбного сырья в сезон высоких температур и при
распространении в поголовье инфекционных за-
болеваний, которые не только служили причиной
повышенного отхода рыб и снижения скорости
индивидуального прироста, и, как следствие,
убытков рыбного производства, но и изменяли
качественный состав скелетных мышц рыб. В то-
же время липидный состав продукции, получен-
ной из форели, выращенной с использованием
биодобавки, оказался более сбалансированным.
Он характеризовался меньшей общей жирностью
(оцениваемой по содержанию общих липидов и
ТАГ) и, как следствие, калорийностью, и, вместе с
тем, более высоким содержанием фосфолипидов,
обогащенных эссенциальными полиненасыщен-
ными жирными кислотами, получаемыми челове-
ком преимущественно из рыбной продукции.
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A final product of fish production, skeletal muscle of fish, is a source of animal protein, phospholipids,
and polyunsaturated fatty acids, essential for human consumption. The effects of rearing conditions (sea-
sonal temperature and oxygen regimens) and physiological state (infectious status) on lipid composition of
the skeletal muscle of two-years-old rainbow trout, Oncorhynchus mykiss, grown in cages on a natural lake
were studied. There were detected that body growth rate in trout juveniles decreased with water tempera-
ture increase, sporadic bacterial infection and subsequent antimicrobial therapy. Besides, excessive accu-
mulation of reserve lipids (triacylglycerols), and increased saturation of the membrane lipids in fish muscle
were shown. In order to mitigate the impacts of exogenous factors and bacterial infection, the dietary sup-
plementation with antioxidant additive, including dihydroquercetin and arabinogalactan, were applied. It
was shown that in supplement-feeding fish tissue lipid composition and unsaturated fatty acid content were
more stable indicating better consumption characteristics and balanced nutrient composition of resulting
fish product.

Keywords: dihydroquercetin, rainbow trout, phospholipids, triacylglycerols, polyunsaturated fatty acids


