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Наиболее эффективными подходами к профи-
лактике и борьбе с гриппом являются вакцинация
и противовирусная терапия. В настоящее время
грипп можно эффективно лечить с помощью про-
тивовирусных препаратов, действие которых на-
правлено против белков вируса гриппа (ВГ) или на
повышение защитных сил организма [1].

В течение сезона гриппа 2018–2019 гг. в США
были рекомендованы к применению против ВГ
типов A и B три ингибитора вирусной нейрами-
нидазы (NA): пероральный осельтамивир фосфат
(Tamiflu®), аэрозольный препарат занамивир (Re-
lenza®) и внутривенный перамивир (Rapivab®).
Четвертый препарат, пероральный балоксавир
(Xofluza®) – ингибитор кэп-зависимой эндо-
нуклеазы, который препятствует транскрипции
вирусной РНК и блокирует репликацию вируса
(https://www.cdc.gov/flu/professionals/antivirals/sum-
mary-clinicians.htm). В России в дополнение к ин-
гибиторам NA широкое распространение полу-
чил арбидол.

Поскольку устойчивость к существующим про-
тивогриппозным препаратам растет, необходи-

мым становится поиск новых ингибиторов, дей-
ствующих на другие белки и ферменты, присут-
ствующие в ВГ. В связи с этим рассматриваются
новые противовирусные стратегии, которые на-
правленны на гемагглютинин [2], РНК-полиме-
разу [3–5], NA [6, 7], нуклеопротеин [8] и не-
структурный белок 1 [9, 10]. Перспективны также
средства против гриппа, которые регулируют кле-
точный метаболизм, а также сигнальные пути и
противовирусный ответ хозяина [11]. Однако не
рекомендуется применение ингибиторов ионного
канала M2, амантадина и римантадина, поскольку
ВГ типа A обладает к ним лекарственной устойчи-
востью, а на ВГ типа B они не действуют [12].

Разработка противовирусных препаратов зна-
чительно отстает от срока разработки антибио-
тиков. Основная причина заключается в том, что
вирусы используют большинство метаболических
процессов и клеточных структур инфицированной
клетки-хозяина для репликации, следовательно,
затруднено нацеливание на вирус без вреда орга-
низму-хозяину (Drugs.com, Medicinenet.com).

УДК 615.281.8:582.28+578.832.1



410

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 5  2020

ТЕПЛЯКОВА и др.

К перспективным источникам получения ле-
карственных препаратов относятся высшие гри-
бы. Класс высших грибов включает свыше 15 тыс.
видов, из которых более 200 видов используют в
традиционной медицине Китая, Кореи, Японии
и других юго-восточных стран [13].

Лекарственные грибы в основном относят к
отделу Basidiomycota, классу Agaricomycetes, по-
рядкам Agaricales (Агариковые), Hymenochaetales
(Гименохетовые), Phallales (Веселковые) и Polypo-
rales (Полипоровые). В настоящем обзоре будет
рассмотрена активность против ВГ 39 видов ле-
карственных грибов, как растущих в природных
условиях, так и культивируемых твердофазным
или глубинным способами. Ниже приведены род и
вид согласно цитируемым в списке литературы ра-
ботам: Agrocybe aegerita = Agrocybe cylindracea (DC.)
Gillet (агроцибе (полевка) цилиндрическая); Auri-
poria aurea (Peck) Ryvarden (пория кокосовидная);
Cordyceps militaris (Linn) Link (кордицепс воен-
ный); Cryptoporus volvatus (Peck) Shear; Daedaleop-
sis confragosa (Bolton) J. Schröt (дедалеопсис шер-
шавый); Datronia mollis (Sommerf.) Donk (датро-
ния мягкая); Flammulina velutipes (Curtis) Singer
(зимний опенок); Fomes fomentarius (L.) Fr. (труто-
вик настоящий); Fomitopsis officinalis (Vill.) Bond-
artsev and Singer (трутовик лиственничный); Fomi-
topsis pinicola (Sw.) P. Karst. (трутовик окаймлен-
ный); Ganoderma applanatum (Pers.) Pat. (трутовик
плоский); Ganoderma lucidum (Curt.: Fr) P. Karst.
(трутовик лакированный (рейши)); Ganoderma
pfeifferi Bres. (ганодерма Пфейффера); Glaziella
splendens; Grifola frondosa (Dicks.) Gray (грифола
курчавая); Inonotus hispidus (Bull.) P. Karst. (труто-
вик щетинистоволосый); Inonotus obliquus (Ach. ex
Pers.) Pilát (трутовик скошенный, чага); Ischnoder-
ma benzoinum (Wahlenb.) P. Karst. (трутовик смо-
листый); Kuehneromyces mutabilis (Schaeff.) Singer
and A.H.Sm. (опенок летний); Laetiporus sulphureus
(Bull.) Murrill (трутовик серно-желтый); Laricifomes
officinalis (Batsch) Kotl. and Pouzar (трутовик лекар-
ственный (лиственничная губка)); Lentinula edodes
(Berk.) Pegler (шиитаке); Lenzites betulina (L.) Fr.
(ленцитес березовый); Lyophyllum shimeji (Kawam.)
Hongo (лиофиллюм симедзи); Phallus impudicus L.
(веселка обыкновенная); Phellinus baumii Pilát;
Phellinus igniarius (L.) Quél. (трутовик ложный);
Phellinus linteus (Berkeley and M. A. Curtis) Teng (PL)
(феллинус льняной); Phellinus robustus (P. Karst.)
Bourdot and Galzin (трутовик ложный дубовый);
Pleurotus eryngii (DC.) Gillet (вешенка королев-
ская); Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm. (вешенка
устричная (обыкновенная)); Pleurotus pulmonarius
(Fr.) Quél. (вешенка легочная); Polyporus umbella-
tus (Pers.) Fries (трутовик зонтичный); Poria cocos
(Schw.) Wolf (пория кокосовидная); Rozites caperata

(Pers.: Fr.) P. Karst. (колпак кольчатый); Schizophyl-
lum commune Fr. (щелелистник обыкновенный);
Trametes gibbosa (Pers.) Fr. (траметес горбатый);
Trametes pubescens (Schumach.) Pilát (траметес опу-
шенный) и Trametes versicolor (L.) Lloyd. (траметес
разноцветный).

Прямая противовирусная активность экстрактов
высших грибов. Был проведен скрининг экстрак-
тов из мицелия высших грибов на подавление ВГ
на культуре клеток почки собаки Madin-Darby
(MDCK) и лабораторных животных. Водные экс-
тракты из культивируемого мицелия A. aurea, F. ve-
lutipes, F. fomentarius, G. lucidum, L. edodes, L. shimeji,
P. eryngii, P. ostreatus, S. commune и T. versicolor ин-
гибировали вирус A/H1N1 в клетках MDCK с
различной эффективностью [14].

В ГНЦ ВБ “Вектор” Роспотребнадзора (Рос-
сия) изучали на клетках MDCK противовирус-
ную активность водных экстрактов культивируе-
мого мицелия 13 видов грибов и обнаружили, что
D. confragosa, D. mollis, F. officinalis, I. benzoinum,
L. officinalis, L. betulina, T. gibbosa и T. versicolor ока-
зались перспективными для создания препаратов
против ВГ субтипов A/H5N1 и A/H3N2 [15–18].

Более детальное изучение действия веселки
обыкновенной Ph. impudicus по отношению к ВГ
субтипа A/H5N1 показало, что водные экстракты
из плодовых тел и культивированного мицелия
подавляли репликацию вируса в клетках MDCK
на 5.20 ± 1.50 и 4.45 ± 1.60 lg соответственно [19].

Наиболее активными в отношении ВГ птиц
были образцы водных экстрактов из плодовых тел
трутовика плоского G. applanatum, индекс ней-
трализации (IN) в отношении субтипа H5N1 со-
ставил 5.00 ± 0.15 lg; трутовика серно-желтого
L. sulphureus – A/H5N1 – 5.00 ± 1.67 lg и A/H3N2 –
6.16 ± 0.14 lg; склероция чаги I. obliquus – IN для
субтипа H5N1 составил 4.7 ± 1.2 lg; вешенки ле-
гочной P. pulmonarius по отношению к H5N1 –
6.06 ± 0.18 lg и H3N2 – 5.73 ± 0.14 lg [20–22].

Водные экстракты из высших базидиомицетов
G. applanatum, I. obliquus и L. sulphureus оказались ма-
лотоксичны для культуры клеток MDCK и лабора-
торных животных и подавляли размножение панде-
мического ВГ A/Moscow/226/2009(H1N1)pdm09 в
культуре клеток MDCK сравнимо с эффектом ре-
ференс-препарата Тамифлю® (2.6–3.2 и 2.9 lg со-
ответственно). Через 4 сут после инфицирования
мышей ВГ его концентрация в гомогенатах лег-
ких у животных, получавших экстракты высших
базидиомицетов I. obliquus и L. sulphureus, была
достоверно ниже контроля на 1.83 и 2.00 lg соот-
ветственно (суточная доза экстрактов составляла
273.0 и 129.0 мкг/г массы мыши соответственно).
Для мышей, получавших Тамифлю®, снижение
содержания вируса по сравнению с контролем
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составило 2.16 lg [23]. Экстракт C. volvatus подав-
лял репликацию ВГ типа A субтипов A/H1N1 и
A/H3N2 in vivo и in vitro [24]. Противовирусную
активность по отношению к ВГ типов A и B про-
являли также экстракты плодовых тел и мицелия
I. hispidus [25–27].

Водный экстракт Ph. igniarius был эффективен
против ВГ типов A и B, включая пандемический
A/H1N1 2009 года и A/H3N2 человека, A/H9N2
птиц, а также вирусы A/H1N1, устойчивые к осель-
тамивиру. Вирусологические анализы показали,
что этот экстракт может влиять на одно или не-
сколько ранних событий в цикле репликации
ВГ, включая прикрепление вируса к клетке-ми-
шени [28].

Введенный перорально водный экстракт куль-
тивируемого твердофазным способом мицелия
L. edodes ингибирует такие этапы входа вируса,
как прикрепление и раздевание до репликации и
транскрипции вирусного генома у мышей [29].

Ингибиторы нейраминидазы вируса гриппа из
лекарственных грибов. Одним из подходов, пре-
пятствующих распространению ВГ, является ин-
гибирование вирусной нейраминидазы (NA, сиа-
лидазы, КФ 3.2.1.18). Этот фермент расщепляет
α-2 → 3-, α-2 → 6-, α-2 → 8-кетозидные связи
концевой сиаловой кислоты с галактозой в оли-
госахаридах, гликопротеинах, гликолипидах. В ре-
зультате вновь образованные вирусные частицы
не прикрепляются к зараженной ранее клетке, а
распространяются по межклеточному простран-
ству к здоровым клеткам. Поэтому вирусные NA
являются привлекательными терапевтическими
мишенями для предотвращения дальнейшего рас-
пространения инфекции гриппа. По сравнению с
блокаторами ионных каналов, которые были пер-
выми одобренными противогриппозными препа-
ратами, ингибиторы NA хорошо переносятся и
активны как по отношению к ВГ типа A, так и ВГ
типа B. Аминокислотные остатки, которые фор-
мируют активный центр фермента, высококон-
сервативны для всех известных субтипов NA [7].

Активность ингибиторов NA обнаружена так-
же у ряда высших грибов. В работе [30] исследова-
ли in vitro ингибирующую активность 31 тритерпе-
ноида G. lucidum по отношению к NA и показали,
что ганодеровые кислоты TR и T-Q эффективно по-
давляли активность NA у A/H1N1 и A/H5N1, взаи-
модействуя с аминокислотными остатками Arg292
или/и Glu119. Степень и характер ингибирования
соединений, выделенных из G. lingzhi, G. splen-
dens, Ph. baumii и Ph. igniarius, оценивали в отноше-
нии трех NA из следующих субтипов ВГ: рекомби-
нантного A/H1N1rv, A/H3N2 и A/H5N1 [30–33].
Соединения G. splendens, Ph. baumii и Ph. igniarius
неконкурентно ингибировали NA ВГ типа A со

значениями IC50 в диапазоне 0.7–~50.9 мкМ, то-
гда как ганодеровая кислота T-Q G. lingzhi ингиби-
ровала NA по смешанному типу, а препарат срав-
нения занамивир ингибировал NA конкурентно
(табл. 1).

Из этанольного экстракта плодовых тел Ph. baumii
выделены пять полифенолов: гиспидин, гифоло-
мин B, иноскавин A, даваллиалактон (davallialac-
tone) и феллигридин D. Эти соединения некон-
курентно ингибировали активность NA A/H1N1,
A/H5N1 и A/H3N2, а также снижали уровень ин-
дуцированного вирусом цитопатического дей-
ствия в клетках MDCK [31] (табл. 1).

В работе [33] показано, что плодовые тела
G. splendens содержат производные азафилона,
обладающие ингибирующей NA активностью
(табл. 1). Одно из соединений оказалось новым
производным азафилона, остальные четыре иден-
тифицированы как энтонаемин A, комазафилон
D, рубигинозин A и энтонаемин B. Соединения
показали значительную ингибирующую актив-
ность в отношении NA трех субтипов ВГ со значе-
ниями IC50 30.9, 41.8 и 35.7 мкМ для комазафило-
на D и 46.5, 50.4 и 29.9 мкМ для рубигинозина A со-
ответственно. [33]. Сесквитерпеноид из Ph. igniarius
также ингибировал активность NA ВГ (табл. 1) [34].

Эффективными считают ингибирующие NA ВГ
соединения лекарственных грибов с IC50 ниже
100 мкМ (табл. 1).

Ингибирование РНК-полимеразы ВГ. Извест-
но, что РНК-полимераза ВГ является гетеротри-
мером, состоящим из субъединиц: PA, PB1 и PB2,
и отвечает за репликацию и транскрипцию вось-
ми сегментов вирусного РНК-генома в ядре ин-
фицированной клетки. Чтобы синтезировать ви-
русные мРНК, она связывается с кэпом хозяйской
мРНК и отщепляет его вместе с 5'-участком, при-
чем эндонуклеазный сайт находится в РА-субъ-
единице. PA-эндонуклеазу рассматривают как пер-
спективную мишень для противогриппозных пре-
паратов [3–5].

В эпидемическом сезоне 2018–2019 гг. в США
применяли пероральный препарат балоксавир
(Xofluza®), ингибитор кэп-зависимой эндонукле-
азы, который препятствует транскрипции вирус-
ной РНК и блокирует репликацию ВГ типов A и B
(https://www.cdc.gov/flu/professionals/antivirals/sum-
mary-clinicians.htm). Действие балоксавира на-
правлено на эндонуклеазную активность субъ-
единицы PA РНК-полимеразы ВГ. Этот препарат
был недавно лицензирован в Японии и США для
лечения ВГ типов A и B [5]. В настоящее время
проводятся исследования еще ряда препаратов,
ингибирующих РНК-полимеразы ВГ [3–5].
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Ранее было показано, что экстракт C. volvatus
может эффективно ингибировать репликацию ВГ
in vitro и in vivo [24]. Идентифицирован основной
эффективный компонент C. volvatus против ВГ –
криптопоровая кислота E. Она обладает широ-
ким спектром противогриппозной активности
против пандемического штамма 2009 г. A/Bei-
jing/07/2009 (H1N1/09pdm), сезонного штамма
A/Beijing/CAS0001/2007 (H3N2), а также адапти-
рованных к мышам штаммов A/WSN/33 (H1N1)
и A/PR8/34 (H1N1) (табл. 2). Анализ показал, что
криптопоровая кислота E действует в основном
на средней стадии жизненного цикла ВГ, подав-
ляя активность РНК-полимеразы ВГ и блокируя
репликацию и транскрипцию вирусной РНК в
клетках MDCK. Криптопоровая кислота E также

Таблица 1. Ингибирующее действие соединений из плодовых тел базидиомицетов G. lingzhi, G. splendens, Ph. baumii
и Ph. igniarius на нейраминидазы трех субтипов вируса гриппа A [30–33]

* Результаты трех экспериментов; Н.д. – нет данных,. IC50 –концентрация, ингибирующая на 50%.

Соединения
IC50 (мкМ)* Тип ингибирования, 

вирус гриппа (Ki, мкМ) Ссылки
H1N1 H3N2 H5N1

Комазафилон D G. splendens 41.8 ± 0.6 30.9 ± 0.1 35.7 ± 0.2 Неконкурентный, 
H3N2 (35.3)

[33]

Рубигинозин A G. splendens 50.4 ± 1.1 46.5 ± 2.5 29.9 ± 0.6 Неконкурентный, 
H3N2 (42.0)

[33]

Феллигридин E Ph. igniarius 8.1 ± 0.1 6.6 ±0.4 1.0 ± 0.3 Неконкурентный, 
H1N1 (7.1)

[32]

Феллигридин G Ph. igniarius 8.0 ± 1.0 5.2 ± 0.6 0.7 ± 0.1 Неконкурентный, 
H1N1 (6.9)

[32]

Гиспидин Ph. baumii 50.9 45.2 16.9 Неконкурентный, 
H1N1 (43.0)

[31]

Гифоломин B Ph. baumii 22.9 14.6 12.3 Неконкурентный, 
H1N1 (20.9)

[31]

Иноскавин A Ph. baumii 20.0 18.5 18.5 Неконкурентный, 
H1N1 (24.5)

[31]

Даваллиалактон Ph. baumii 14.2 21.1 21.8 Неконкурентный, 
H1N1 (27.6)

[31]

Феллигридин D Ph. baumii 8.8 10.3 10.9 Неконкурентный, 
H1N1 (15.9)

[31]

Ганодеровая кислота T-Q G. lingzhi 5.6 ± 1.9 Н.д. 1.2 ± 1.0 Смешанный, H5N1 [30]

Ганодеровая кислота TR G. lingzhi 4.6 ± 1.7 Н.д. 10.9 ± 6.4 Н.д. [30]

Занамивир (препарат сравнения, 
Relenza®, нМ)

9.2 ± 0.1 12.2 ± 0.2 2.9 ± 0.1 Конкурентный, H3N2 [33]

Таблица 2. Действие криптопоровой кислоты E против
различных штаммов вируса гриппа A [35]

* IC50 – 50%-ная ингибирующая концентрация.
**Индекс селективности (SI = CC50/IC50), где CC50 – 50%-ная
цитотоксическая концентрация.

Штамм вируса
IC50, 

мкМ*

Индекс 
селективности 

(SI)**

A/WSN/33(H1N1) 8.40 26.0

A/PR8/34 (H1N1) 1.99 109.8

A/Beijing/CAS0001/2007(H3N2) 2.74 79.7

A/H1N1/pdm09 3.27 66.8
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нарушала инфекционность ВГ, напрямую воз-
действуя на частицы вируса. Эти данные свиде-
тельствуют о том, что криптопоровая кислота E
является основным эффективным компонентом
C. volvatus [35].

Биологически активные соединения лекарствен-
ных грибов, ингибирующие вирус гриппа. Известны
и другие соединения лекарственных грибов, ока-
зывающие прямое ингибирующее действие на ВГ.
Из водного экстракта гриба R. caperata было вы-
делено вещество белковой природы с молекуляр-
ной массой 28 кДа, препятствующее процессу ре-
пликации ВГ типа A [36].

Изопреноидные вещества, хиспидин и хиспо-
лон, найденные в этанольном экстракте гриба
I. hispidus, проявляли противовирусную активность
по отношению к ВГ типов A и B [27]. Было пока-
зано, что несколько соединений, таких как аппла-
ноксидовая кислота G, ганодермадиол, люциаль-
дегид B, люцидадиол и эргоста-7, 22-диен-3b-ол из
G. pfeifferi обладают противовирусной активно-
стью в отношении ВГ [37–40].

Самый широкий спектр противовирусной ак-
тивности по отношению не только к ВГ, но и дру-
гим патогенным вирусам проявляли образцы из
чаги I. obliquus (водные экстракты, меланин). Они
подавляли в клеточных культурах все исследуе-
мые в работе вирусы: вирус Западного Нила, ви-
рус иммунодефицита человека 1 типа, вирус про-
стого герпеса 2 типа, вирус натуральной оспы, ви-
рус осповакцины [41–44]. Это можно объяснить
сложным составом гриба, основным компонен-
том которого является хромоген-полифенолок-
сикарбоновый комплекс. Окраску полифенолам
придают меланины, отнесенные к алломелани-
нам [45, 46]. Возможно, активность против ВГ
также связана с обнаруженными в склероции и
мицелии I. obliquus терпеноидами, стеролами и
новым сесквитерпеном [47–49].

В настоящее время проводятся активные ис-
следования меланинов грибов, в том числе выс-
ших базидиомицетов. В качестве продуцентов ме-
ланинов в работах описываются такие трутовики,
как F. pinicola, F. fomentarius, G. applanatum, I. hispi-
dus, I. obliquus, Ph. igniarius, Ph. robustus [50, 51].

Применение щадящих условий выделения
позволило получить водорастворимые меланины,
которые являются мощными природными анти-
оксидантами, способными нейтрализовать раз-
личные свободные радикалы и снижать уровень
повреждений ДНК, возникающих под действием
химических и радиационных факторов [51]. Вод-
ный раствор меланина, полученного из склеро-
ция чаги I. obliquus, в концентрациях от 0.02 до
0.25 мг/мл обладал противовирусной активно-
стью по отношению к ВГ типа A [44].

Оптимизация получения меланина на основе
эффективного штамма чаги I. obliquus F-1244 поз-
волила разработать лабораторный регламент про-
изводства субстанции, назвнной “меланин чаги”,
которая при низкой токсичности проявляет про-
тивовирусный эффект по отношению к ВГ типа A
(штамм A/California/07/09 (H1N1pdm09), IC50 =
= 9.8 мкг/мл, IS = 32). Как показали дальнейшие
исследования в ГНЦ ВБ “Вектор” Роспотребнад-
зора, подбор штаммов и условий их культивиро-
вания позволяет повысить эффективность мелани-
нов, выделенных из культуральной жидкости и
биомассы I. obliquus, по отношению к штамму грип-
па A/California/07/09(H1N1 pdm09) до IS = 160.

В табл. 3 приведены соединения из высших
грибов, которые также обладают прямой проти-
вовирусной активностью по отношению к ВГ.

Стимуляция иммунитета против гриппа препара-
тами высших базидиомицетов. Выявлена стимуля-
ция врожденного иммунитета против ВГ полиса-
харидами, полисахаропептидами и тритерпенои-
дами высших базидиомицетов. Так, полисахариды
F. velutipes [53] и G. lucidum [54] индуцируют синтез
интерферонов в культуре лейкоцитов крови чело-
века. Пептидоманнан L. edodes KS-2, введенный
внутрибрюшинно и перорально, повышал уро-
вень интерферона у мышей и также ингибировал
ВГ субтипа A/H2N2 [55].

Добавление активного соединения, связанного
с гексозой (α-гликанов из L. edodes, active hexose
correlated compound, AHCC), повышало врожден-
ный иммунный ответ на инфекцию ВГ типа A
(А/PR/8/34 H1N1) у мышей C57BL/6, увеличива-
ло активность клеток NK (естественных килле-
ров), улучшало выживаемость и снижало тя-
жесть протекания инфекции гриппа у молодых
мышей [56].

Ганодеровая кислота Me, выделенная из мице-
лия G. lucidum, при введении мышам достоверно
увеличивала активность клеток NK и повышала
экспрессию интерлейкина-2 и интерферона-γ [57].

При пероральном введении мышам экстракта
мицелия L. edodes (LEM), культивируемого твер-
дофазным способом, быстро активировалась экс-
прессия гена IFN-β [29], что указывало на способ-
ность препарата защищать мышей от заражения
ВГ не только прямым воздействием на вирусную
инфекцию, но также с помощью стимуляции врож-
денного иммунного ответа.

Кислый полисахарид из C. militaryaris, состоя-
щий из D-галактозы, L-арабинозы, D-ксилозы,
L-рамнозы и D-галактуроновой кислоты, при ин-
траназальном введении снижал титры вируса в
жидкости бронхоальвеолярного лаважа и легких
мышей, инфицированных ВГ типа А, и увеличи-
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вал выживаемость. Кроме того, он модулировал
иммунную функцию макрофагов, повышая уро-
вень TNF-альфа и IFN-гамма, IL-1-бета, IL-6,
IL-10 у мышей по сравнению с таковыми у необ-
работанных мышей [58].

В качестве адъювантов для вакцины против
A/H5N1 использовали экстракт Ph. linteus [59] и
полисахарид II P. cocos (PCP-II) [60]. Лектин A. aege-
rita, использованный в качестве адъюванта для
вакцинации против гриппа A/H9N2, повышал
уровень IgG по сравнению с вакциной без адъ-
юванта [61].

Рандомизированное контролируемое исследо-
вание 30 здоровых взрослых показало, что добав-
ление AHCC из L. edodes после иммунизации до-
стоверно улучшало титры защитных антител
против гриппа B [62]. Кроме того, оно улучшало
ответ на инфекцию ВГ типа A (H1N1, PR8) у мы-
шей C57BL/6 [61] и улучшало выживание птиц и
инфицированных ВГ (A/H5N1) мышей BALB/c
[63, 64].

Иммуномодулирующие эффекты β-глюканов
также оказались полезны для профилактики грип-
па. Двухнедельное кормление мышей, инфици-
рованных ВГ, смесью глюканов из плодовых тел
G. frondosa и мицелия из L. edodes, A. brasiliensis и

I. obliquus значительно уменьшило симптомы ин-
фекции [65].

Возможные механизмы противовирусного дей-
ствия соединений из грибов. Предполагают, что
механизм противовирусной активности полиса-
харидов и других соединений грибов может быть
связан с предотвращением адсорбции вируса на
клетках, блокированием вирусных ферментов, по-
вышением клеточного иммунитета [66, 67], а
также стимуляцией врожденного иммунитета.
Стимуляция клеточного иммунитета полисаха-
ридами грибов может быть связана также с их
действием в качестве пребиотиков на молочно-
кислые бактерии кишечника и последующим им-
муномодулирующим действием молочнокислых
бактерий микрофлоры [68, 69]. Стимуляцию им-
мунитета против гриппа экстрактами базидиоми-
цетов связывают также с высоким содержанием в
них микроэлементов [70].

В отчете Военной академии (Point Institute, USA,
2013) приводятся данные о проявлении прямого
действия некоторых активных компонентов гри-
бов на патогенные вирусы. Тритерпены гриба
трутовика лакированного G. lucidum действуют в
качестве противовирусных агентов против ВГ ти-
па A. Экстракт из мицелия K. mutabilis [71] и фе-

Таблица 3. Соединения высших базидиомицетов с прямой противовирусной активностью по отношению к вирусу
гриппа

* IC50 – концентрация, ингибирующая ВГ на 50%.

Вид высших 
базидиомицетов Соединения Вирус гриппа

IC50 или мишень 
противовирусной 

активности*
Ссылки

G. pfeifferi Аппланоксидовая кислота G Типа A
(клетки MDCK)

100.3 мкг/мл [38, 39]

G. pfeifferi Люциальдегид B Типа A
(клетки MDCK)

3.0 мкг/мл [38]

G. pfeifferi Люцидадиол Типа A
(клетки MDCK)

100.3 мкг/мл [38, 39]

G. pfeifferi Эргоста-7, 22-диен-3β-ол Типа A
(клетки MDCK)

0.78 мкг/мл [38]

I. hispidus Гисполон Типов A и B 20 мкг/мл [26]
I. hispidus Гиспидин Типов A и B 40 мкг/мл [26]
I. obliquus Водный раствор меланина Типа A птиц

(клетки MDCK)
0.02 мг/мл – 0.25 мг/мл [44]

I. obliquus Полисахариды Кошачьих H3N2
и H5N6

Связывание вируса/ 
абсорбция

[66]

Ph. igniarius Сесквитерпеноид ВГ NA, 0.14 ± 0.04 мкМ [34]
R. caperata Белок RC-28 Типа A Репликация [36]
Препарат сравнения Амантадина сульфат Типа A

(клетки MDCK)
15.0 мкг/мл [38]
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нольные соединения из I. hispidus продемонстри-
ровали противовирусную активность в отноше-
нии ВГ типов A и В.

Показано, что среди биологически активных
соединений ряда лекарственных грибов присут-
ствуют ингибиторы ферментов ВГ, нейрамини-
дазы (сиалидазы) и РНК-полимеразы (табл. 1, 2).

Препараты из грибов. Многие высшие грибы
содержат в своих плодовых телах, культивируе-
мом мицелии и культуральной жидкости биоло-
гически активные вещества, которые могут про-
являть противовирусные и иммуномодулирую-
щие свойства [13, 72]. Различные соединения,
извлеченные из высших грибов, включают лекти-
ны [73], полисахариды [74], полисахаропепти-
ды [75], терпены, ферменты и молекулы других
соединений [25, 49], которые обладают широкой
иммуномодулирующей и противовирусной ак-
тивностью, однако их действие против ВГ иссле-
довано лишь частично [76].

Полисахариды были первыми лекарствен-
ными препаратами, полученными из грибов.
Наиболее известны из них лентинан из шиита-
ке L. edodes [77, 78], полисахаридпептид и крестин
из траметеса разноцветного T. versicolor, ганодеран
из трутовика лакированного (рейши) G. lucidum,
плевран из вешенки устричной (обыкновенной)
P. ostreatus и грифолан из грифолы курчавой G. fron-
dosa [79, 80]. При этом часть из них обладает им-
муномодулирующими свойствами [13], полезны-
ми при лечении опухолей и некоторых вирусных
болезней.

Администрацией по контролю пищевых про-
дуктов и медикаментов Китая (the China Food and
Drug Administration (CFDA)) были одобрены пре-
параты полисахаридов высших грибов в виде инъ-
екций, а также капсул полисахарида из трутовика
зонтичного P. umbellatus, перорального раствора
полисахарида P. cocos, таблеток полисахарида
Ganoderma, капсул полисахарида Coriolus versicolor
(=T. versicolor) и инъекций лентинана, которые
применяют для лечения хронического гепатита и
в качестве адъювантных лекарств, средств регуля-
ции иммунной системы для повышения эффек-
тивности и уменьшения побочного действия хи-
миотерапевтических препаратов [67].

Важно оценить активность этих высокомоле-
кулярных препаратов, а также биополимеров но-
вых культивируемых штаммов лекарственных гри-
бов на наличие противовирусных компонентов и
повышение иммунитета против ВГ. Низкомоле-
кулярные биологически активные вещества часто
преобладают в экстрактах, полученных с помощью
органических растворителей, как например терпе-

ны I. obliquus, химический состав которых приведен
в обзоре Никитиной с соавт. [49].

Среди зарегистрированных в России, Бело-
руссии и Украине препаратов в отношении ряда
вирусных болезней исследованы “Иммуномакс”
(ООО “Иммафарма”, Россия), “Микотон” (ООО
“Микотон-Агликон”, Украина). Однако не изучена
их активность против гриппа, которой обладают
таблетки из порошка ганодермы, вешенки, чаги,
майтаке, лиственничной губки, шиитаке, хитозана
полифракционного “Чагален” [81–83].

Анализ результатов научных исследований по-
казал, что высшие грибы содержат в плодовых те-
лах и мицелии такие биологически активные ве-
щества, как полисахариды, гликопротеины, тер-
пены, стеролы, пигменты и др., которые могут
проявлять, наряду с антибактериальными, проти-
воопухолевыми и противопаразитарными, про-
тивовирусные и иммуномодулирующие свойства.

На основании литературных данных и резуль-
татов собственных исследований установлено,
что при низкой токсичности водные экстракты из
биомассы штаммов высших базидиальных гри-
бов, содержащие полисахариды, белки, мелани-
ны и низкомолекулярные биологически актив-
ные вещества, оказывают противовирусное дей-
ствие, в том числе и по отношению к ВГ разных
типов/субтипов.

Однако противовирусная активность лекар-
ственных грибов и выделенных из них биологиче-
ски активных веществ по отношению к вирусу
гриппа изучена недостаточно. Наряду с перспек-
тивными биологически активными биополимера-
ми, обладающими противовирусной активностью
(меланины, белки, полисахариды и пептидоглика-
ны), заслуживают внимания также низкомолеку-
лярные биологически активные вещества из ле-
карственных грибов. Кроме того, важно привлечь
внимание исследователей к поиску ингибиторов
нейраминидазы и РНК-полимеразы вирусов грип-
па в более широком круге лекарственных грибов.

Необходимы дальнейшие исследования меха-
низмов противовирусного действия компонентов
лекарственных грибов, как растущих в природ-
ных условиях, так и культивируемых твердофаз-
ным и глубинным способами в лабораторных и
заводских условиях, что позволит в дальнейшем
создать эффективные лекарственные препараты
на их основе.

Исследование было выполнено в рамках госу-
дарственного задания ФБУН ГНЦ ВБ “Вектор”
Роспотребнадзора.
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Несмотря на усилия мирового медицинского и научного сообщества, туберкулез остается основной
причиной смерти от инфекционных заболеваний. Ожидания положительного эффекта от примене-
ния разработанных новых противотуберкулезных препаратов не оправдались, и внимание исследова-
телей в значительной степени обращено на создание новых микобактериальных штаммов для вакци-
нопрофилактики туберкулеза. Предлагаемый обзор содержит современную информацию о существу-
ющих вакцинных штаммах и разработке новых генно-инженерных штаммов для профилактики
туберкулеза, а также для профилактики и лечения других заболеваний. В обзор включена актуальная
информация о корреляции между вакцинацией БЦЖ и частотой и тяжестью протекания COVID-19.
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Туберкулез – инфекционное заболевание, вы-
зываемое Mycobacterium tuberculosis (МТБ), оста-
ется основной причиной смерти от инфекцион-
ных заболеваний во многих странах [1]. На сего-
дняшний день лечение туберкулеза представляет
собой комбинированную антибиотикотерапию в
течение 6–9 мес., вызывающую значительные по-
бочные эффекты. В настоящее время стратегия
Всемирной организации здравоохранения по
борьбе с туберкулезом направлена на усиление
профилактики заболевания [2] и по всему миру
ведется активная работа по разработке улучшен-
ных противотуберкулезных вакцин, некоторые
из которых вступили в стадию клинических ис-
следований.

Бацилла Кальмета–Герена (БЦЖ), Bacillus
Calmette-Guérin (BCG) на сегодняшний день оста-
ется единственной вакциной против туберкулеза,
успешно защищает от туберкулеза (ТБ) детей, но
обеспечивает только частичную защиту от респи-
раторных форм ТБ подростков и взрослых. Аль-
берт Кальмет и Камиль Герен получили БЦЖ от
возбудителя туберкулеза крупного рогатого скота
Mycobacterium bovis путем непрерывного пассиро-
вания в течение нескольких лет, что привело к
ослаблению штамма. БЦЖ применяется для вак-
цинации с 1921 г. и приводит также к уменьше-
нию общей детской смертности за счет неспеци-

фического иммуномодулирующего действия ми-
кобактериальной вакцинации. Хотя БЦЖ внесла
значительный вклад в профилактику ТБ [3], потеря
нескольких доминирующих антигенов и ключевых
молекулярных признаков патогенных микобакте-
рий может объяснить ее ограничения в профилак-
тике туберкулеза взрослого населения. Предла-
гаемый обзор содержит современные данные о
существующих штаммах БЦЖ, о разработке гене-
тически модифицированных вакцинных штам-
мов, возможно, способных заменить БЦЖ, опти-
мальном пути доставки вакцины в организм, а так-
же в нем обсуждаются возможности использования
БЦЖ для борьбы с другими заболеваниями.

Штаммы БЦЖ и их генеалогия. Основное от-
личие БЦЖ от исходного штамма M. bovis – от-
сутствие нескольких сегментов генома, в частно-
сти, так называемого региона различия (region of
difference 1, RD1) [4]. Он кодирует иммунодоми-
нантные антигены, такие как ESAT6, CFP10 и
уникальную микобактериальную систему секре-
ции ESX-1 типа II (T7SS) [5, 6]. Потеря ESX-1
привела к утрате способности БЦЖ проникать из
фагосомы в цитозоль, что явилось мощным фак-
тором аттенуации штамма.

В настоящее время выделяется довольно боль-
шое количество штаммов БЦЖ, что обусловлено
особенностями условий поддержания линий в
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разных странах [7]. Интересно отметить, что пер-
вый дочерний штамм БЦЖ, полученный от ис-
ходной культуры, был зарегистрирован в России
в 1940 г. [8].

Бер с соавт. [9] исследовали генеалогию рас-
пространения БЦЖ и объединили штаммы в груп-
пы на основе информации о количестве копий ге-
на IS6110 (инсерционный элемент, характерный
только для группы микобактерий, вызывающих
туберкулез) и наличию или отсутствию гена mpt64
(консервативный антиген МТБ, используемый для
диагоностики). Исследование обнаружило сино-
нимичные штаммы под разными названиями и
было проведено их объединение для упрощения
типирования [10].

Говоря о генетических особенностях штаммов
БЦЖ, интересно рассмотреть один из них более
подробно. При изучении штамма BCG-Prague была
обнаружена мутация гена phoP в виде однонук-
леотидной вставки, которая приводила к разру-
шению С-концевого ДНК-связывающего доме-
на [11, 12]. Эта мутация специфична для BCG-
Prague и не обнаруживается в других штаммах
БЦЖ [13]. PhoP является регулятором ответа двух-
компонентной системы PhoP-PhoR, которая по-
зитивно регулирует более 40 генов в МТБ, вклю-
чая два важных протективных антигена (Ag85A,
PPE18), которые используются для конструиро-
вания субъединичных вакцин [14, 15]. Таким обра-
зом, возникло предположение, что низкая имму-
ногенность BCG-Prague может быть результатом
мутации phoP. Показано, что комплементация
мутации аллелем M. bovis phoP действительно вос-
станавливает иммуногенность BCG-Prague. Также
сверхэкспрессия аллеля M. bovis phoP-phoR в
BCG-Japan с полноценной копией phoP-phoR
еще более повышает иммуногенность и защит-
ную эффективность этого вакцинного штамма.
Вакцинация мышей C57BL/6 рекомбинантным
штаммом rBCG-Japan/PhoPR индуцировала бо-
лее высокие уровни продукции интерферона-γ
(IFN-γ) CD4+ Т-клетками, чем при использовании
BCG-Japan. Морские свинки, вакцинирован-
ные rBCG-Japan/PhoPR, были лучше защищены
от заражения МТБ, чем те, которые иммунизиро-
ваны BCG-Japan, демонстрируя значительно бо-
лее длительное время выживания, сниженные
бактериальные нагрузки и менее тяжелую пато-
логию. В результате этих исследований иденти-
фицировали генетическую модификацию, кото-
рая может применяться для создания новых ре-
комбинантных вакцин БЦЖ.

Способы защиты микобактерий от иммунной си-
стемы инфицированного хозяина. После проник-
новения в организм клетки МТБ сталкиваются с
первым эшелоном защиты в виде фагоцитирую-
щих клеток. Фагоцитированная бактерия подвер-
гается кислотному стрессу, воздействию активных

форм кислорода и азота (ROS и RNS), гидролити-
ческих ферментов и катионных антимикробных
пептидов. Низкий рН внутри созревающей фаго-
сомы активирует ферменты, которые разлагают
бактериальные липиды и белки [16, 17]. Однако
микобактерии выработали различные пути адап-
тации к бактерицидной среде созревающей фагосо-
мы. В частности, они уходят от действия бактери-
цидных механизмов, блокируя протонный “насос”,
подкисляющий содержимое фагосом, и ингиби-
руют слияние фагосом и лизосом [18, 19]. С пони-
жением pH МТБ может изменить свой метабо-
лизм и использовать вместо цикла Кребса глиок-
силатный путь, что уменьшает синтез НАДН и
высвобождение CO2. Таким образом, дополни-
тельный углерод затем может быть использован
для синтеза липидов или других метаболитов для
дальнейшего снижения преодоления стресса [20].
Так, согласно исследованиям, синтез гиперфосфо-
рилированных гуаниновых нуклеотидов (p)ppGpp
необходим для выживания микобактерий в не-
благоприятных условиях, включая и окислитель-
но-восстановительный стресс [21]. Другой меха-
низм ответа на закисление среды – выработка ам-
миака для повышения pH. МТБ используют для
этого оперон ompATb (необходим для функцио-
нирования при пониженном pH), источником ам-
миака служит аспарагин [22]. Уреазный оперон
также вносит вклад в защелачивание среды [23].
Следует добавить, что микобактериальная уреаза
участвует в предотвращении нормальной экспрес-
сии молекул МНС класса II, которые участвуют в
связывании антигенов и презентации их Т-клет-
кам на клеточной поверхности [24]. Кроме того, в
ответе на окислительный стресс МТБ также задей-
ствует эрготионеиновые, тиоловые и тиоредокси-
новые системы, и описанную выше систему PhoP-
PhoR [25].

Блокировав образование фаголизосомы, ми-
кобактерия разрушает мембрану фагосомы с по-
мощью системы секреции ESX-1, что позволяет
туберкулезным антигенам и самим бактериям вы-
ходить в цитозоль [19, 26]. Напротив, БЦЖ не
имеет ESX-1 и остается внутри фагосомы хозяи-
на, поэтому антигены и бактериальная ДНК не
попадают в цитозоль [5, 6, 27]. Исследования пока-
зали, что иммунный ответ инфицированных ми-
кобактериями макрофагов характеризуется сни-
женной экспрессией генов МНС класса II и других
генов, индуцируемых IFN-γ. Одним из механиз-
мов подавления экспрессии MHC II является спе-
цифическое ингибирование путем деацетилирова-
ния гистонов, что приводит к снижению ответов
CD4+ T-клеток [28, 29]. CD4+ Т-клетки дифферен-
цируются в Т-клетки центральной памяти (TCM),
которые, в свою очередь, дифференцируются в
клетки эффекторной памяти TEM, эффекторные
клетки Th1 или Th17, далее они мигрируют и осу-
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ществляют свои эффекторные функции в инфи-
цированных тканях. Когда CD4+ T-клетки при-
бывают в место инфекции, они сталкиваются с аг-
регатами МТБ-содержащих макрофагов и других
иммунных клеток и вместе образуют плотную кле-
точную структуру, называемую гранулемой. CD4+

Т-клетки секретируют цитокины, которые активи-
руют инфицированные макрофаги для контроля
роста бактерий и привлечения большего количе-
ства иммунных клеток к гранулеме [30]. Присут-
ствие микобактериальной ДНК в цитозоле приво-
дит к активации инфламмосом NLPR3 и AIM-2,
высвобождению интерферонов и увеличению ауто-
фагии и апоптоза [20, 31, 32], что в конечном ито-
ге может привести к лучшей индукции ответов
Т-клеток [33].

Во время развития заболевания увеличивается
количество MТБ-специфичных CD8+ Т-клеток,
но их роль в защитном иммунитете не ясна. Было
показано, что истощение CD8+ клеток приводит к
снижению протективности вакцинации БЦЖ [34].
В то же время даже высокий уровень индуциро-
ванных вакцинацией CD8+-клеток не влияет на
пролиферацию MТБ и не приводит к распознава-
нию MТБ-инфицированных макрофагов [35].

Роль гуморального иммунитета при инфекции
МТБ остается спорной, однако показано, что ин-
дивидуумы с латентной туберкулезной инфекци-
ей и активным заболеванием имеют различные
МТБ-специфические гуморальные ответы и об-
ладают различными паттернами гликозилирова-
ния антител [36].

Пути повышения протективности БЦЖ.
BCG::ESX-1.  Несколько кандидатов в реком-
бинантные вакцины БЦЖ были сконструированы
так, чтобы обеспечить разрушение мембраны фа-
госомы клетками вакцинного штамма (рис. 1) [37].

Как обсуждалось выше, у штамма БЦЖ утеряны
гены, необходимые для секреции типа VII (T7S)
ESX-1, предназначенные для секреции белков,
играющих ключевую роль во взаимодействиях
хозяина с патогеном [38, 39].

Основная система ESX-1 состоит из АТФаз
EccB-D, которые образуют трансмембранную
структуру в виде канала. Цитозольные компонен-
ты системы ESX-1 представлены АТФазой EccA,
шаперонами EspD-H и секретируемыми суб-
стратными белками EsxAB, PE35-PPE68, EspA-C
и EspE. Другие важные эффекторы, которые
секретируются этой системой – антигенная ми-
шень раннего секретирования 6 кДа (early secreted
antigenic target of 6 kDa, ESAT-6) и белок культу-
рального фильтрата 10 кДа (culture filtrate protein
of 10 kDa, CFP-10). Белки секретируются в виде
гетеродимера, связываясь с ядерными компонен-
тами системы ESX-1 [40], что вызывает каскад не-
специфических иммунных реакций [41–43]: ак-
тивацию AIM-2 и NLRP3, повышение секреции
интерлейкина-1b (IL-1b) и/или IL-18 [30, 31, 44]
и активацию циклической синтазы GMP-AMP
(cGas), стимулятора генов интерферона (STING) и
TANK-связывающей киназы 1 (TBK1). Последний
сигнальный каскад приводит к образованию ин-
терферонов типа I (IFN) [17]. Помимо неспецифи-
ческой иммунной активации, секретируемые эф-
фекторы ESX-1 также индуцируют специфические
реакции Th1-клеток с сильным защитным потен-
циалом [45].

Посредством гетерологичной экспрессии обла-
сти esx-1 Mycobacterium marinum в БЦЖ была созда-
на рекомбинантная БЦЖ, обладающая ESX-1-ак-
тивностью (BCG::ESX-1Mmar), которая индуцирует
цепочку cGas/STING/TBK1/IRF-3/интерферон I
и усиливает воспалительную активность AIM2 и
NLRP3, что стимулирует образование эффектор-

Рис. 1. Кандидатные вакцинные штаммы с проницаемой фагосомой [37].
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ных CD8+ и CD4+ Th1-клеток (рис. 2) [46]. Важно
отметить, что штамм BCG::ESX-1Mmar характери-
зовался низкой вирулентностью и обеспечивал
более эффективную защиту по сравнению с ис-
ходным штаммом БЦЖ при заражении высоко-
вирулентным MТБ.

BCG ΔureC::hly (VPM1002) и производные.
VPM1002 представляет собой рекомбинантный
штамм rBCG ΔureC::hly, в котором ген уреазы С
был заменен геном hly, кодирующим листериоли-
зин O (LLO), из Listeria monocytogenes [47]. Уреаза С
препятствует закислению фагосом, содержащих
микобактерии, путем образования аммиака, и тем
самым ингибирует созревание фаголизосом и спо-
собствует выживанию микобактерий внутри мак-
рофагов [48, 49]. Уменьшение продукции уреазы
С приводит к подкислению фагосом, что способ-
ствует образованию фаголизосом [50]. LLO пред-
ставляет собой холестеринзависимый цитолизин,
который образует трансмембранные поры в фаго-
лизосоме, позволяя L. monocytogenes выйти в цито-
золь [50, 51]. Его экспрессия в VPM1002 приводила
к высвобождению антигенов и бактериальной ДНК
в цитозоль, вызывая аутофагию, активацию воспа-
ления и апоптоз. VPM1002 продемонстрировал су-
щественное повышение иммуногенности, эффек-
тивности и безопасности по сравнению с БЦЖ в
доклинических исследованиях, успешно прошел
клинические испытания I и II фаз. Продолжают-
ся клинические испытания II/III фазы в Индии.
Вакцина прошла I фазу клинических испытаний
в Германии и Южной Африке, продемонстриро-
вав ее безопасность и иммуногенность у молодых
людей. Она также был успешно опробована в фа-
зе IIa рандомизированного клинического иссле-
дования на здоровых новорожденных в Южной
Африке и в настоящее время проходит фазу IIb
исследования на ВИЧ-инфицированных ново-
рожденных [52].

Производные второго поколения rBCG ΔureC::hly
секретируют цитокины для усиления иммуноген-
ности [53] и ауксотрофны по витамину B6 [54].
Кроме того, получен штамм rBCG ΔureC::hly ΔnuoG,
делетированный по гену антиапоптотической
вирулентности nuoG, предотвращающего апо-
птоз инфицированных клеток [55]. Для мышей
вакцинация rBCG ΔureC::hly ΔnuoG оказалась
более безопасной, чем вакцинация немодифи-
цированной БЦЖ, и более протективной по
сравнению с rBCG ΔureC::hly, значительно сни-
жала МТБ-нагрузку в легких мышей, уменьшала
патологические проявления в легких и усилива-
ла иммунные реакции. Транскриптомный ана-
лиз дренирующих лимфатических узлов после
вакцинации либо rBCG ΔureC::hly, либо rBCG
ΔureC::hly ΔnuoG продемонстрировал более ран-
нюю и более сильную индукцию иммунных от-
ветов, чем при использовании немодифициро-
ванной БЦЖ. Таким образом, rBCG ΔureC::hly
ΔnuoG является многообещающим кандидатом
на вакцину с улучшенной эффективностью и
безопасностью [55].

БЦЖ, экспрессирующая перфринголизин О. Не-
достатком rBCG ΔureC::hly является активность LLO
в узком диапазоне pH. Был создан штамм БЦЖ,
экспрессирующий перфринголизин О (Pfo) – ци-
толизин Clostridium perfringens [56]. Чтобы умень-
шить его цитотоксический эффект, использовали
мутантную форму этого белка, содержащую заме-
ну G137Q (PfoAG137Q). Мутация значительно умень-
шила период полураспада белка, что привело к
устранению его цитотоксичности. Для получен-
ного штамма rBCG, обозначенного AERAS-401
(BCG1331 ΔureC::ΩpfoAG137Q), было подтверждено от-
сутствие активности уреазы. Секреция биологи-
чески активного гемолизина была показана с по-
мощью лизиса эритроцитов овцы в присутствии
супернатанта рекомбинантного штамма. Кроме

Рис. 2. Схематичный механизм повышенной защиты BCG::ESX-1Mmar [46].
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того, было показано, что AERAS-401 оказался ме-
нее вирулентным для мышей с иммунодефицитом
по сравнению с родительским штаммом БЦЖ.

BCGΔzmp1. Было установлено, что удаление
гена металлопротеазы цинка zmp1 ослабляет МТБ
и способствует усилению неспецифического им-
мунитета, воспалительных и IL-1-зависимых им-
мунных механизмов при инфицировании му-
тантным штаммом. Аналогичная делеция была
получена у БЦЖ, и эксперименты по иммуниза-
ции in vitro и in vivo на мышах и морских свинках
показали, что делеционный мутант BCG Δzmp1
является более иммуногенным, и также усилива-
ет презентацию антигенов в составе МНСII [57].
Кроме того, один из ингибиторов Zmp1 был спо-
собен снижать выживаемость МТБ в первичных
макрофагах человека [58]. Таким образом, BCG
Δzmp1 ожидает дальнейшей оценки и клиниче-
ских испытаний.

rBCG-SOCS1DN. Среди разнообразных ме-
ханизмов ухода МТБ от иммунной системы хо-
зяина – индукция экспрессии супрессора цито-
кинов SOCS1 клетками хозяина, что приводит к
подавлению передачи сигналов цитокинов и на-
рушению передачи сигналов JAK/STAT, участву-
ющих в врожденном иммунитете и последующем
адаптивном иммунитете. Реализация этого меха-
низма вакцинным штаммом БЦЖ может быть
причиной недостаточной протективности вакци-
ны. Был получен штамм БЦЖ (rBCG-SOCS1DN),
секретирующий доминантно-негативный мутант-
ный вариант SOCS1. Показано, что иммунизация
rBCG-SOCS1DN усиливала активацию дендрит-
ных клеток костного мозга и активацию Т-клеток
по сравнению с клетками контрольного штамма
БЦЖ, повышала уровень продукции цитокинов
IFN-γ, TNF-α и IL-6. Кроме того, у мышей, им-
мунизированных rBCG-SOCS1DN, было отмече-
но значительное снижение количества КОЕ МТБ
в легких и селезенке по сравнению с таковыми у
контрольных мышей, иммунизированных БЦЖ,
после инфицирования высокопатогенным штам-
мом МТБ. Из полученных данных вытекает новая
концепция рекомбинантной вакцины БЦЖ как
инструмента для иммуномодулирования цитоки-
нов в клетках-хозяевах [59].

Вакцины на основе МТБ. Осуществляются по-
пытки получить вакцинный штамм из МТБ путем
его аттенуации с помощью удаления RD1 локуса в
результате нарушения синтеза кофактора (panCD)
и биосинтеза аминокислот (leuD, lysA) [60]. Иссле-
дованные штаммы с различными комбинациями
этих мутаций показали протективность и имму-
ногенность в моделях с мышами, морскими свин-
ками и приматами.

Наиболее успешным оказался вакцинный штамм
MTBVAC – MTB ΔphoP ΔfadD26, производное
штамма МТБ MT103. Он был сконструирован пу-

тем создания двух независимых стабильных гене-
тических делеций в генах phoP и fadD26, кодирую-
щих два основных фактора вирулентности [61].
Уже упоминавшийся ген phoP, который кодирует
фактор транскрипции двухкомпонентной системы
вирулентности PhoPR, и ген fadD26, участвующий в
биосинтезе и экспорте димикоцерозатов фтиоцеро-
ла (PDIM), – основные связанные с вирулентно-
стью липидов клеточной стенки МТБ [62, 63]. В до-
клинических оценках MTB ΔphoP ΔfadD26 имел
сравнимую безопасность с БЦЖ, но лучшую им-
муногенность и защитную эффективность [61, 64].

На настоящий момент MTBVAC является един-
ственной живой аттенуированной вакциной на ос-
нове человеческого патогена, которая после почти
20 лет исследований успешно прошла клиниче-
ские испытания в качестве профилактической вак-
цины у новорожденных (вместо БЦЖ) и в каче-
стве профилактической вакцины у подростков и
взрослых (получивших прививку БЦЖ при рожде-
нии). MTBVAC сохраняет большинство Т-клеточ-
ных эпитопов, описанных для ТБ, включая основ-
ные иммунодоминантные антигены ESAT-6 и CFP-
10 RD1. Исследования показали, что MTBVAC-ин-
дуцированный иммунитет к ESAT-6 и CFP-10 кор-
релирует с лучшей протективностью по сравне-
нию с БЦЖ [65].

Сравнение БЦЖ и MTBVAC показало, что ассо-
циированный с MTBVAC иммунитет длится доль-
ше, чем иммунитет БЦЖ, когда вводится в виде
однократной дозы [66].

Пути доставки БЦЖ в организм. В настоящее
время вакцинация БЦЖ производится подкож-
но, однако существуют и другие способы [67]:
через слизистые оболочки (перорально, интрана-
зально, аэрозольно) или внутривенно. Ниже бу-
дет рассмотрено возможное влияние выбора пути
вакцинации на ее эффективность.

Последние исследования показывают возрож-
дение интереса к пероральному введению БЦЖ, в
свое время от него отказались в пользу подкожно-
го в связи с загрязнением вакцины туберкулезом
в Любеке. Однако, некоторые данные демонстри-
руют повышение эффективности защиты, если
вместе с традиционной подкожной вакцинацией
использовать пероральную [68, 69].

Другой метод доставки БЦЖ – интраназаль-
ный. Данный вариант введения БЦЖ в организм
демонстрировал достаточную эффективность в
исследовании на мышах [70, 71]. Однако, по срав-
нению с другими путями, тоже использующими
слизистую оболочку, интраназальный обладает
определенными недостатками. Так, по некоторым
данным, он сопряжен с опасностью развития па-
ралича лицевого нерва (паралича Белла) [72].

Существует, кроме того, аэрозольное введение
БЦЖ. Так, у макак и морских свинок было пока-
зано преимущества защитных свойств такого пути
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перед подкожным [73, 74]. Было проведено иссле-
дование, демонстрирующее повышение иммун-
ного ответа именно при аэрозольном введении
вакцины [75, 76]. У людей также проводилась
аэрозольная вакцинация БЦЖ, данный вариант
может быть перспективным [77].

Дарра с соавт. изучили влияние внутривенного
способа введения БЦЖ на приматах [78]. В этом
исследовании они показали способность БЦЖ
давать очень высокую степень защиты при таком
варианте доставки: у шести из десяти макак ин-
фекция не была детектирована; девять из десяти
показывали высокую защищенность. Внутривен-
ная иммунизация индуцировала значительно бо-
лее сильные Т-клеточные ответы в крови, селезен-
ке, бронхоальвеолярном лаваже и лимфатических
узлах легких, чем другие способы вакцинации.

Обобщая данные о различных способах до-
ставки БЦЖ в организм, можно отметить, что
при доставке через слизистые оболочки наблюда-
ется повышение защиты от микобактерий в срав-
нении с принятым сейчас подкожным способом
вакцинирования; в то же время, внутривенная вак-
цинация, по-видимому, обладает еще более силь-
ным эффектом, но потенциально более опасна.

Использование БЦЖ для борьбы с другими за-
болеваниями. Известно, что вакцинация БЦЖ при-
близительно вдвое снижает смертность в первые 6–
12 мес. жизни [79], скорее всего, из-за стимуля-
ции неспецифического иммунитета, приводящего
к повышению устойчивости к респираторным за-
болеваниям и сепсису у новорожденных [80, 81].
Было показано, что вакцинация БЦЖ дает поло-
жительные неспецифические иммунные эффек-
ты, приводящие к улучшению реакции на другие
немикобактериальные патогенные микроорганиз-
мы. В частности, вакцинация БЦЖ значительно
увеличивает секрецию IL-1B, который играет важ-
ную роль в противовирусном иммунитете [82].
Вакцинированные БЦЖ мыши были устойчивее
к вирусу коровьей оспы, и у них был зарегистри-
рован повышенный уровень продукции гамма-ин-
терферона CD4+ клетками [83]. Феномен иммун-
ного эффекта после гетерологичной вакцинации,
получивший название “тренированный иммуни-
тет”, предположительно вызван метаболическими
и эпигенетическими изменениями, приводящи-
ми к стимулированию активности генетических
областей, кодирующих провоспалительные цито-
кины [84].

Благодаря своим иммуностимулирующим свой-
ствам БЦЖ является стандартной терапией для
предотвращения рецидивов после операции в слу-
чае немышечно-инвазивного рака мочевого пу-
зыря [85]. Инстилляция БЦЖ в мочевой пузырь
способствует противоопухолевой активности, ве-
роятно, за счет стимулирования рекрутирования
CD4+ Т-клеток, нейтрофилов и лимфоцитов, а

также активации иммунных клеток для устране-
ния раковых клеток уротелия, инфицированных
БЦЖ [85–87]. Канно с соавт. [88] получили штам-
мы rBCG, экспрессирующие Bordetella pertussis
токсин (S1PT), для дальнейшего использования в
качестве альтернативной иммунотерапии для мо-
дели рака мочевого пузыря у мышей и показали их
большую эффективность в иммунотерапии [88].

Текущие исследования направлены на выяв-
ление клинических параметров и биомаркеров,
которые могут предсказать индивидуальный от-
вет на терапию БЦЖ [89, 90]. Поскольку побоч-
ные эффекты приводят к прекращению терапии
БЦЖ у некоторых пациентов, BCG ΔureC::hly в
настоящее время тестируется в качестве замены в
фазе II клинических испытаний.

Осуществляются попытки лечения меланомы
с использованием рекомбинантных штаммов
БЦЖ [91]. Наиболее успешными оказались ва-
рианты БЦЖ, экспрессирующие интерлейкин-2
(rBCG-IL-2) и гранулоцитарно-макрофагальный
колониестимулирующий фактор (rBCG-GM-CSF).

Другим возможным приложением БЦЖ мо-
жет стать создание новых инструментов для борь-
бы с ВИЧ. На основе описанного выше вакцинно-
го штамма MTBVAC, был создан рекомбинантный
штамм MTBVAC.HIVA2auxo, в качестве двойной
вакцины против туберкулеза и ВИЧ [92]. Эта
вакцина против туберкулеза и ВИЧ обладает
сходной протективностью с родительским штам-
мом MTBVAC при заражении МТБ у мышей и ока-
залась более безопасной, чем БЦЖ и MTBVAC для
мышей с тяжелым комбинированным иммуноде-
фицитом. Вакцина MTBVAC.HIVA2auxo, усилен-
ная модифицированным вирусом коровьей оспы
Ankara (MVA).HIVA, индуцировала специфичные
для ВИЧ-1 и МТБ Т-клеточные ответы и ВИЧ-1-
специфические CD8+ Т-клетки.

Был проведен анализ текущих эпидемиологи-
ческих данных инфекции COVID-19, который
выявил корреляцию между вакцинацией БЦЖ и
снижением заболеваемостью и смертностью от
COVID-19 во всем мире [93]. Было обнаружено,
что страны, не практикующие вакцинацию БЦЖ
(Италия, Нидерланды, США) пострадали от пан-
демии сильнее, чем страны с всеобщей и давней
политикой вакцинации БЦЖ. Страны с поздним
началом всеобщей вакцинации БЦЖ (Иран,
1984) имеют более высокую смертность, что со-
гласуется с идеей о том, что БЦЖ защищает при-
витое пожилое население. Поскольку показано,
что вакцинация БЦЖ обеспечивает широкую за-
щиту от вирусных инфекций и сепсиса [94], вероят-
но, защитный эффект БЦЖ может быть не связан
напрямую с защитой от COVID-19. Тем не менее,
обнаружено, что вакцинация БЦЖ коррелировала
с уменьшением числа зарегистрированных случа-
ев COVID-19. Это позволяет предположить, что
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БЦЖ может предоставить некоторую защиту и не-
посредственно от COVID-19. Широкое использо-
вание вакцины БЦЖ в популяции может снизить
количество носителей, и в сочетании с другими
мерами может замедлить или остановить распро-
странение COVID-19.

Масштабное исследование III клинической фа-
зы покажет, эффективен ли рекомбинантный ва-
риант БЦЖ VPM1002 против COVID-19. Иссле-
дование будет проведено на группах пожилых лю-
дей и работников здравоохранения, наиболее
подверженных риску заболевания [95].

Таким образом, многочисленные исследова-
ния показывают, что БЦЖ остается многообе-
щающей основой для генетических модифика-
ций, способных повысить эффективность вак-
цины. Кроме того, адьювантные свойства БЦЖ,
достаточная емкость ее генома и внутриклеточ-
ная локализация патогена позволяет рассматри-
вать перспективы использования БЦЖ в каче-
стве аттенуированного вектора для различных, в
том числе вирусных антигенов. Неспецифиче-
ские иммунотерапевтические эффекты БЦЖ де-
лают вакцинацию ей потенциально новым ин-
струментом в борьбе с COVID-19 и, вероятно, с
другими инфекционными заболеваниями.

Работа выполнена при частичной поддержке
РФФИ (грант № 1901500149A).
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Despite the efforts of the global medical and scientific community, tuberculosis remains the leading cause of
death from infectious diseases. The expectation of success associated with the development of new anti-TB
drugs was not justified, and the attention of researchers was largely drawn to the creation of new mycobacte-
rial strains for vaccination against tuberculosis. The proposed review contains current information about ex-
isting vaccine strains and the development of new genetically engineered strains for the prevention of tuber-
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На примере опубликованных и новых экспериментальных данных показано, что инсулинсодержа-
щие гидрогели на основе сополимеров N-(2-D-глюкоз)акриламида с акриламидом, сшитых Конка-
навалином А, могут моделировать одну из функций поджелудочной железы – выделять инсулин
при повышении концентрации глюкозы в окружающей среде, в том числе по двухстадийному меха-
низму с максимальной скоростью на первом этапе.

Ключевые слова: инсулин, гидрогель, панкреатическая железа
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Хорошо известно, что секреция любого биоло-
гически активного вещества в живом организме
происходит при изменении его внутренней сре-
ды. При этом организм сам определяет когда, где
и в каком количестве это вещество должно по-
явиться. Изучение биохимических реакций, ле-
жащих в основе этого процесса, с целью создания
наиболее физиологичных терапевтических систем,
способных его моделировать, можно отнести к
одной из наиболее интересных и практически
важных задач современной прикладной биохи-
мии и фармакологии. Очевидно, что определяю-
щая роль в таких системах должна принадлежать,
так называемым, “умным” макромолекулярным
носителям, которые способны изменять свои ха-
рактеристики при изменении температуры окру-
жающей среды, рН или при появлении в ней но-
вого химического соединения, обеспечивая тем
самым выделение предварительно введеннного в
него лекарства.

Одними из первых такие системы были созда-
ны применительно к секреции инсулина – важ-
нейшего гормона поджелудочной железы, опре-
деляющего характер протекания таких процессов,
как транспорт глюкозы через мембрану клеток и ее
утилизация, метаболизм липидов и белков, акти-
вация ферментов гликолиза и т.д. Интерес к этой
проблеме был обусловлен широким распростране-
нием сахарного диабета – заболевания, обуслов-
ленного дефицитом инсулина и получившего на-
звание “неинфекционная эпидемия XX и XXI вв.”,
а также существующими методами его лечения.

По данным ВОЗ сейчас около 300 миллионов
человек в мире страдают этим заболеванием, а по
прогнозам к 2025 г количество больных диабетом
вырастет до 435 миллионов. Лечение сахарного
диабета, в основном, сводится к периодическим
(несколько раз в сутки) инъекциям инсулина и,
хотя инъекционный способ введения гормона
позволяет сохранить жизни большинству боль-
ным диабетом, он имеет принципиальный недо-
статок. В физиологических условиях выделяемый
поджелудочной железой инсулин попадает в кро-
воток через печень, которая и осуществляет кон-
троль за его распределением в организме [1]. При
инъекционном введении печень теряет такой
контроль и физиологическое соотношение между
концентрациями инсулина и глюкозы нарушает-
ся, что может приводить к ряду серьезных ослож-
нений, часто наблюдаемых у больных сахарным
диабетом [2].

Поскольку повышение концентрации глюко-
зы в крови − главный стимул секреции инсулина
поджелудочной железой, то создание систем кон-
тролируемого выделения инсулина сводится, глав-
ным образом, к синтезу глюкозочувствительных
полимеров, изменяющих свою проницаемость при
появлении глюкозы и выделяющих при этом пред-
варительно введенный в них гормон.

Впервые принцип создания подобных систем
был сформулирован еще в 1979 г., и основан он
был на использовании конканавалина-А (Кон А) –
белка с молекулярной массой 102000 Да, имею-
щего четыре участка связывания углеводов [3].

УДК 541.64:547.455.623
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В полимерную мембрану, проницаемую для
глюкозы и инсулина, но не проницаемую для
Кон А, помещали комплекс Кон А и специально
синтезированного угдеводсодержащего производ-
ного инсулина. При появлении глюкозы в окру-
жающей среде она проникала через мембрану и
вытесняла производное инсулина из его комплек-
са с Кон А (рис. 1).

Исследования в этом направлении свелись к
выбору углеводов, константы взаимодействия ко-
торых с Кон А обеспечивали бы необходимые ско-
рость и количество выделяющегося инсулина; син-
тезу десятков различных углеводсодержащих про-
изводных инсулина с минимальным изменением
физиологической активности гормона; созданию
биосовместимой полимерной мембраны с требу-
емыми транспортными характеристиками и высо-
кой механической прочностью, гарантирующей от
разрушения всей системы, с выбросом большого
количества инсулина. Были синтезированы про-
изводные инсулина, активность которых находи-
лась на уровне 90% от активности нативного гор-
мона, и созданы системы, показывающие непло-
хие результаты в опытах in vitro и in vivo. Однако
работы в этом направлении не получили дальней-
шего развития, в основном, из-за технологиче-
ских трудностей конструирования подобных си-
стем, а главное, из-за невозможности строгого
контроля зависимости количества выделяющего-
ся инсулина от концентрации глюкозы в раство-
ре. В то время как контролирование такой зави-
симости является необходимым условием при ле-
чении сахарного диабета [4–6].

Существенно большее распространение полу-
чил близкий по смыслу подход, основанный на ис-
пользовании немодифицированного инсулина и
глюкозосодержащих полимерных гидрогелей [7].
Принцип действия таких систем иллюстрирует
рис. 2. При обработке раствором глюкозы гидроге-
ля, полученного сшиванием полимера, содержа-
щего химически связанные с ним конканавали-
ном А остатки глюкозы, эти остатки замещаются
молекулами глюкозы. При этом межмакромоле-
кулярное взаимодействие между полимерными
цепями нарушается, степень набухания гидроге-
ля увеличивается и предварительно введенный в
гидрогель инсулин выделяется в раствор.

В качестве глюкозосодержащего компонента
гидрогелей были использованы полисахариды,
например гликоген [8] или декстран с молеку-
лярной массой (ММ) от 102 до 106 Да [9], а также
ненасыщенные производные полисахаридов, на-
пример, декстран-метакрилат [10–12], декстран-
акрилат [13, 14] или хитозан-гликозилоксиэтила-
крилат [15, 16], образующие с Кон А комплексы
состава 4 : 1. Испытания этих комплексов показали,
что они достаточно биосовместимы (по крайней
мере, не обладают цитотоксичностью) и способ-
ны к обратимой сорбции и десорбции инсулина в
отсутствии или присутствии глюкозы. К недо-
статкам подобных систем следует отнести слож-
ность регулирования количества выделяющегося
инсулина. Из некоторых систем инсулин выде-
лялся даже при низкой, физиологически прием-
лемой, концентрации глюкозы.

Рис. 1. Схема действия системы контролируемого выделения инсулина.

Конканавалин А

Углеводсодержащее производное инсулина

Глюкоза
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Для решения этой проблемы гораздо более
широкие возможности открывает использование
полимеров, полученных полимеризацией нена-
сыщенных производных глюкозы, например, N-
(2-D-глюкоз)акриламида (ГАА) [17, 18]. Преиму-
щества использования таких мономеров заклю-
чаются в том, что, используя известные законо-
мерности реакции полимеризации, можно в ши-
роких пределах изменять химический состав и
строение глюкозосодержащего полимера, а сле-
довательно параметры взаимодействия полимера
с Кон А и кинетику выделения инсулина из ком-
плексов полимер-Кон А.

В настоящем обзоре будут проанализированы
возможности использования полимера ГАА для
создания макромолекулярных систем, моделиру-
ющих одну из функций поджелудочной железы, а
именно выделение инсулина.

ГАА синтезировали проводя реакцию глюко-
замина с ангидридом акриловой кислоты [19].
Сополимеризацией ГАА с другим водораствори-
мым мономером, например, акриламидом (кон-
станты сополимеризации для акриламида и ГАА
равны 1.12 ± 0.11 и 0.024 ± 0.012 соответственно),
были получены линейные сополимеры, цепи ко-
торых состояли из достаточно длинных полиа-
криламидных блоков, разделенных отдельными
звеньями ГАА. Такое распределение звеньев ГАА
в сополимере является наиболее благоприятным
для взаимодействия с Кон А, поскольку в этом

случае исключаются стерические препятствия
для реакции остатков глюкозы с одним из четы-
рех центров связывания на молекуле Кон А.

При смешивании водных растворов синтези-
рованных сополимеров и раствора Кон А практи-
чески мгновенно происходит образование гидроге-
ля. Степень набухания гидрогелей зависела от ис-
ходного соотношения ГАА (в сополимере) : Кон А
(табл. 1)

Из таблицы видно, что с увеличением количе-
ства Кон А, выполняющего роль четырехфункци-
онального сшивающего агента, степень набуха-
ния гирогелей сначала уменьшалась, а затем при
мольном отношни ГАА : Кон А = 4 : 1 прекращала
изменяться. Причина этого, вероятно, заключа-
ется в том, что при таком соотношении происхо-
дило насыщение лектина остатками глюкозы и
избыток Кон А не вступал в реакцию с сополиме-
ром. При этом плотность сетки гидрогеля при
мольных соотношениях ГАА : Кон А ≤ 4 : 1 не за-
висела от концентрации Кон А, а определялась
только содержанием звеньев ГАА в сополимере.
Так, при содержании звеньев ГАА 3.92, 10.14 и
14.5% (мол.) степень набухания составляла 34.9,
15.6 и 11.2 г воды на 1 г полимера при мольном от-
ношении ГАА : Кон А = 4 : 1.

При добавлении глюкозы в водный раствор,
окружающий гидрогель, сначала никаких види-
мых изменений с гидрогелем не происходило (сте-

Рис. 2. Схема действия глюкозочувствительных гидрогелей на основе полимеров, сшитых Кон А.

Кон А

Инсулин

Глюкоза в растворе

Связанный с полимером остаток глюкозы

Таблица 1. Зависимость степени набухания гидрогелей от мольного соотношения ГАА : Кон А (содержание звеньев
ГАА в сополимере 10.14%)

Показатель
ГАА/Кон А

8 : 1 7 : 1 6 : 1 5 : 1 4 : 1 3 : 1 2 : 1 1 : 1

Степень набухания, г/г вода/полимер 29.7 25.4 22.1 19.3 15.6 15.9 15.2 15.5
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пень набухания гидрогеля не изменялась). Одна-
ко, при достижении некоторого порогового значе-
ния концентрации глюкозы происходил довольно
быстрый переход гидрогеля в растворимое состо-
яние, то есть комплекс [Кон А–звено ГАА сопо-
лимера] распадался с образованием комплекса
[Кон А–глюкоза] и водорастворимых макромо-
лекул сополимера ГАА и акриламида.

Как и следовало ожидать, значение пороговой
концентрации было функцией количества остат-
ков глюкозы в сополимере: чем выше содержание
звеньев ГАА в сополимере, тем выше значение
пороговой концентрации. Для сополимеров с со-
держанием ГАА 3.92, 10.14 и 14.45 мол. % значе-
ние пороговой концентрации глюкозы составля-
ла 180, 380 и 565 мг/100 мл раствора.

Следует отметить, что пороговая концентра-
ция глюкозы оказалась даже несколько выше, чем
можно было ожидать, исходя из значений кон-
стант связывания Кон А с глюкозой и ГАА, рав-
ных 3.7 × 103 и 1.1 × 102 М–1 соответственно [18].

Разрушение гидрогеля естественнно приводи-
ло к выделению в раствор предварительно вве-
денного в гидрогель инсулина. С точки зрения вы-
деления требуемого количества инсулина при до-
стижении определенной концентрации глюкозы
представляют интерес смеси сополимеров с раз-
личным содержанием звеньев ГАА. Можно при-
вести следующий пример. В сосуд объемом 3 мл,
имеющий отверстия диаметром 2 мм, помещали
смесь гидрогелей на основе сополимеров различ-
ного состава, предварительно насыщенных рас-
твором инсулина. Использованы сополимеры с
содержанием ГАА 3.92, 10.14 и 14.45 мол. %. Ко-
личество гидрогеля каждого типа составляло 1 м,
в каждый из них было введено 1.3 мг инсулина.
Затем сосуд помещали в стакан с 10 мл буферного
раствора, рН 3.5. Диффузия инсулина из сосуда в
отсутствие глюкозы не превышала 15 мкг за 10 ч.
При добавлении глюкозы к буферному раствору
начиналась ее диффузия в сосуд с гидрогелем, а
при концентрации выше пороговой гидрогель
каждого типа растворялся с выделением содержа-
щегося в нем инсулина. Динамика выделения ин-
сулина приведена на рис. 3, на котором видно,
что, чем выше концентрация глюкозы в окружа-
ющей среде, тем большее количество инсулина
выделяется из системы.

Для предотвращения побочного выделения в
окружающую среду одновременно с инсулином
водорастворимых компонентов гидрогеля (Кон А
и сополимера) использовали два приема. Первый
из них заключался в применении для изоляции гид-
рогеля от окружающей среды диализной мембраны,
проницаемой для глюкозы и инсулина, но непро-
ницаемой для Кон А и сополимера [20], второй – в
использовании дополнительно сшивающего аген-
та – N,N'-метилен-бис-акриламида (БИС) [21].

При сополимеризации ГАА с акриламидом в
присутствии Кон А добавление БИС существен-
но уменьшало степень набухания синтезируемых
гидрогелей (табл. 2). При этом часть сшивок в гид-
рогеле образуется за счет биоспецифического вза-
имодействия углевод-лектин, а часть − за счет ко-
валентного связывания цепей БИС [21].

При изучении взаимодействия синтезирован-
ных гидрогелей с растворами глюкозы было уста-
новлено, что, как и следовало ожидать, для гидро-
гелей, полученных в отсутствии ГАА, добавление
глюкозы не приводит к изменению их степени
набухания. Для гидрогелей, которые наряду с ко-
валентными содержали еще сшивки, образован-
ные взаимодействием Кон А со звеньями ГАА по-
лимера, добавление глюкозы резко увеличивало
степень набухания. При этом разрушение ком-
плекса ГАА-Кон А в каждом конкретном случае
происходило по принципу “все или ничего”, то
есть только при достижении пороговой концен-
трации глюкозы, определяемой содержанием ГАА
в полимере.

Электронно-микроскопические исследования
лиофилизованных образцов гидрогелей показа-
ли, что участие макромолекулярного сшивающе-
го агента [(ГАА)4-Кон А] в процессе синтеза при-
водило к формированию однородной пористой
структуры со средним размером макропор 4.0 мкм
при среднеквадратичном отклонении 1.1 мкм.

Такая однородная структура гидрогеля обес-
печивала равномерное выделение инсулина при
строго определенной “пороговой” концентрации
глюкозы. Чем больше содержание звеньев ГАА в
сополимере, тем выше была эта концентрация.
Однако именно такое равномерное выделение ин-
сулина принципиально отличало эту систему от
поджелудочной железы.

Рис. 3. Зависимость количества выделившегося инсу-
лина (мг) от концентрации глюкозы (мг/100 мл) в
окружающей среде.
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Известно, что для секреции инсулина подже-
лудочной железой пороговой является концентра-
ция глюкозы в крови порядка 80–100 мг/100 мл, а
максимальная скорость достигается при концен-
трации 300–500 мг/100 мл. К особенностям этого
процесса относится его неравномерность. Немед-
ленный ответ или первая фаза реакции начинается
в пределах 1 мин после повышения концентрации
глюкозы и продолжается первые 8–10 мин. Затем
скорость выделения инсулина резко замедляется
и наступает вторая, более медленная и продолжи-
тельная фаза практически равномерного выделе-
ния инсулина в течение 55–60 мин, резко обры-
вающаяся после удаления глюкозы [2].

Поскольку скорость выделения инсулина из
гидрогелей определяется скоростью диффузии
глюкозы в объем гидрогеля и доступностью для
нее молекул сшивающего агента – Кон А, то оче-
видно, что реализация физиологического пути
секреции инсулина возможна только при условии
двухуровневой структурной организации этого но-

сителя. С этой точки зрения интерес представля-
ют гидрогели, синтезированные радикальной со-
полимеризацией акриламида с БИС в присутствии
соединения, ограничивающего рост цепи полиме-
ра – меркаптоуксусной кислоты (МУК) [22]. В от-
личие от обычных гидрогелей эти гидрогели име-
ют повышенную степень набухания (до 20 г воды
на 1 г сухого полимера), а до 70% их микропор име-
ют относительно небольшие размеры и поэтому
недоступны для макромолекул белков с ММ выше
100000 Да. Аналогичные особенности структуры
были обнаружены и при дополнительном введе-
нии ГАА в исходную мономерную смесь [23].

В этом случае использование соединения, огра-
ничивающего рост полимерных цепей на пер-
вой стадии формирования полимерного гидрогеля,
приводило к заметному (примерно в полтора раза)
увеличению степени набухания гидрогеля, а так-
же изменению характера распределения микро-
пор по размерам (табл. 3).

Таблица 3. Влияние концентрации меркаптоуксусной кислоты на свойства гидрогелей. Приведены минимальные
и максимальные значения для пяти гидрогелей

МУК, % Степень набухания, г/г
Доступность гидрогеля для белков с ММ, %

6500 40000 80000 96000 140000

– 12.7–14.5 97–99 87–93 79–84 71–76 66–71

0.029 14.4–16.0 95–97 84–88 75–80 44–50 39–43

0.058 16.5–19.0 96–100 78–83 66–71 44–51 36–42

0.10 20.3–22.2 94–98 79–82 62–67 49–52 38–43

Таблица 2. Зависимость степени набухания гидрогелей на основе сополимеров акриламида, ГАА и БИС, получен-
ных в присутствии 0.1%-ного Кон А (по массе) от состава исходной мономерной смеси

Состав мономерной смеси, г/100 г раствора Степень набухания, г/г вода/полимер Пороговая концентрация 
глюкозы, мг/100 млАкрил-амид ГАА БИС вода 1%-ный раствор глюкозы

3.0 0 0.015 31.5 31.4 –

0.03 27.7 27.3 –

0.06 20.1 20.5 –

2.85 0.15 0.015 18.6 33.1 97

0.03 13.7 28.2 92

0.06 9.2 20.0 95

5.0 0 0.025 15.3 15.0 –

0.1 6.1 6.4 –

4.75 0.25 0.025 9.6 15.3 96

0.1 4.0 6.6 91
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Видно, что, если доступность микропор гидро-
гелей для белков с ММ до 80000 Да мало зависела
от присутствия передатчика цепи, то для белков с
ММ выше 960000 Да доля недоступных для них
микропор при использовании МУК повышалась
с 30 до 60%. Следовательно, можно сделать вы-
вод, что в таких гидрогелях существуют два уров-
ня структурной организации микропор: наряду с
обычным, характерным для радикальной поли-
меризации широким распределением микропор
по размерам, имеется значительное количество
микропор уменьшенного размера. При этом, как
показано в работе [20], проведение реакции сопо-
лимеризации в присутствии высокомолекуляр-
ных белков (в данном случае Кон А) приводило
к тому, что большая часть макромолекул белка
(до 90%) иммобилизуется на поверхности стенок,
разделяющих поры гидрогеля, и доступна для со-
ответствующих субстратов. Естественно, что ве-
личина такой поверхности тем больше, чем мень-
ше размеры микропор.

Такой уровень структурной организации и опре-
деляет скорость взаимодействия Кон А с глюкозой,
а следовательно и скорость выделения предвари-
тельно введенного в гидрогель инсулина (табл. 4).
Видно, что выделение инсулина из синтезиро-
ванных гидрогелей в раствор глюкозы происхо-
дит неравномерно. Наличие повышенного количе-

ства мелких пор с развитой поверхностью приводит
к быстрой диффузии инсулина с поверхности этих
пор. Максимальная скорость достигается на 8 мин и
составляет 5.6–6.0 Ед./мин, а затем, по мере исчер-
пания инсулина в гидрогеле, скорость его выделе-
ния равномерно снижается до 1.9–0.7 Ед./мин [23].
В данном случае кинетика выделения инсулина
из гидрогеля в ответ на появление глюкозы пол-
ностью аналогична секреции этого гормона под-
желудочной железой, когда ударная доза инсулина
появляется в течение первых 5–10 мин [2] и отли-
чает синтезированные гидрогели от гдрогелей с
более гомогенным распределением пор по разме-
рам. Выделение инсулина из гидрогелей, получен-
ных в отсутствии передатчика цепи, на начальном
этапе происходит со скоростью 2.5–3.0 Ед./мин, а
затем равномерно снижается до 1.5–0.6 Ед./мин.

Практическое использование, таких гидроге-
лей подразумевает их длительное пребывание в
контакте с тканями живого организма и, в первую
очередь, с кровью. Гидрогели сами по себе явля-
ются достаточно гемосовместимыми, но необхо-
димо выяснить в какой степени введение в состав
гидрогеля остатков глюкозы может изменять со-
стояние белков крови. В оценке гемосовместимо-
сти важная, если не определяющая, роль принад-
лежит степени изменения нативной конформации
белков крови в результате их контакта с поверх-

Таблица 4. Кинетика выделения инсулина из гидрогелей

МУК, %
Скорость выделения инсулина (Ед./мин) в период, мин

0–5 5–8 8–10 10–15 15–20 20–30 30–40 40–60

– 2.5 3.0 3.1 2.7 2.9 2.1 1.5 0.6

0.029 4.8 6.0 4.2 1.8 1.6 1.4 1.0 0.6

0.058 5.2 5.6 4.3 1.9 1.7 1.4 1.1 0.7

0.10 5.6 5.8 4.6 1.9 1.8 1.5 1.2 0.5

Таблица 5. Зависимость концентрации глюкозы в крови животных после подкожного введения инсулина (0.2
или 0.6 мг/кг массы кролика или крысы соответственно)*

* Приведены средние значения для трех опытов на животных.

Животное Препарат
Глюкоза в крови (мг/100 мл) через время, мин

0 15 30 60 90 120

Кролики Исходный 124 96 65 60 44 42

Выделившийся 116 102 58 56 40 40

Крысы Исходный 145 126 84 62 51 56

Выделившийся 132 112 78 56 50 50
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ностью полимера. В настоящее время индикато-
ром конформационных изменений белков принято
считать систему комплемента [24]. У человека она
состоит из 21 белка глобулиновой природы. Ком-
поненты этой системы свободно циркулируют в
крови в форме неактивных предшественников, ко-
торые активируются, в том числе и в результате вза-
имодействия с чужеродным материалом, и при-
обретают свойства ферментов. Ферментативную
активность оценивают, измеряя время полулизи-
са эритроцитов барана плазмой крови. Для гидро-
гелей с содержанием звеньев ГАА − 0, 0.3, 1.0 и
2.0% мол. значения константы скорости актива-
ции системы комплемента составляли 3.3, 2.7, 2.4
и 1.9 ± 0.29 × 106 с–1 cм–2. То есть введение в состав
гидрогеля остатков глюкозы приводит к некоторо-
му уменьшению константы скорости активации
системы комплемента, т.е. способствует сохране-
нию белками нативной конформации [25].

Отсутствие драматических конформационных
изменений белков крови обеспечивает неизмен-
ность биологической активности инсулина, вы-
деляющегося из гидрогеля (табл. 5). Видно, что
инъекционное введение раствора исходного и вы-
делившегося из гидрогеля инсулина приводит к
практически одинаковому снижению уровня глю-
козы в крови подопытных животных.

Как и ожидалось, инсулин, прошедший ста-
дии введения в гидрогель и выделение из гидроге-
ля, не подвергается денатурции и полностью со-
храняет биологическую активность [21].

Таким образом, рассмотренные результаты ра-
бот однозначно свидетельствуют о том, что син-
тезированный полимерный гидрогель на основе
ГАА можно рассматривать как макромолекулярную
систему, имитирующую одну из важнейших функ-
ций поджелудочной железы, связанную с выделе-
нием определенного количества инсулина в ответ
на повышение концентрации глюкозы в окружаю-
щей среде. Обнаруженные закономерности, в свою
очередь, могут открыть достаточно интересные
перспективы для разработки новой стратегии ле-
чения сахарного диабета. Очевидно, что получен-
ные результаты являются иллюстрацией широких
возможностей биохимии и химии высокомолеку-
лярных соединений.

Работа выполнена в рамках Государственного
задания ИНХС РАН.
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Polymeric Hydrogels for Controlled Insulin Releasing
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The example of published and new experimental data shows that insulin-containing hydrogels based on
copolymers N-(2-D-glucose) acrylamide with acrylamide, crosslinked by Concanaline A, can simulate one
of the functions of the pancreas – secrete insulin when the concentration of glucose in the environment
increases, including on a two-stage mechanism with maximum speed in the first stage.
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Эритроцитарный гемоглобин (Hb) человека имеет два реакционноспособных остатка цистеина,
расположенных на поверхности β-субъединиц. Эти остатки цистеина играют важную роль в на-
стройке функций Hb. Известно, что они участвуют в транспорте внутриклеточного оксида азота (NO),
в редокс-сигнализации, а также в регуляция равновесия димерной и тетрамерной форм Hb. В работе
показано, что включение Cys-93β как лигандов в состав комплексов железа с NO является еще од-
ним способом регуляции реакционной способности SH-групп. Такие комплексы стабилизируют
SH-группы в виде тиолят-аниона (R–S–), реакционная способность которого значительно выше,
чем у протонированной формы тиола (Cys-SH). Благодаря этому включенные в комплексы тиолы
проявляют повышенную реакционную способность по отношению к электрофильным агентам, та-
ким как ThioGlo1. С другой стороны, в составе комплексов тиолы оказываются защищенными от
окисления гидропероксидом трет-бутила. Включение SH-групп в состав комплексов железа с
NO можно рассматривать как защиту тиолов от необратимого окисления в условиях окислитель-
ного стресса.

Ключевые слова: гемоглобин, тиолы, динитрозильные комплексы железа, гидропероксид трет-
бутила
DOI: 10.31857/S0555109920050098

Значение цистеинов для физиологии клетки
огромно, поскольку эти аминокислоты подвер-
жены широкому спектру посттрансляционных
модификаций, многие из которых обратимы. Тио-
ловые группы обладают такими свойствами, как
нуклеофильность, способность к обратимому окис-
лению-восстановлению и связыванию металлов,
благодаря которым они чрезвычайно чувствитель-
ны к кислотно-основному, окислительно-восста-
новительному и электрофильно-нуклеофильному
равновесию [1–5]. Даже незначительное измене-
ние концентрации окислителей или электрофилов
отражается на состоянии белковых SH-групп.
Именно поэтому цистеины играют ключевую роль
в передаче редокс-сигналов в живых системах.

Критическими для функционирования белков
являются SH-группы, входящие в активный центр,
а также локализованные на поверхности белко-
вой молекулы. Поэтому такие цистеины располо-
жены в эволюционно консервативных доменах
молекул [6]. Взаимодействовать с белковыми SH-
группами могут различные соединения, обладаю-

щие электрофильными свойствами, к которым
относятся активные формы кислорода и азота,
активные карбонильные соединения, а также ионы
металлов – железа, цинка, меди, кальция и др. [7].
Наиболее распространенные посттрансляцион-
ные модификации сульфгидрильных групп: окис-
ление до дисульфидов (R–S–S–R) и цистеинсуль-
феновой кислоты (R–SOH), нитрозилирование
(R–SNO), сульфгидрирование (R–S–SH), об-
разование аддуктов Михаэля и гемитиоацета-
лей [4, 8–10]. Перечисленные посттрансляцион-
ные модификации изменяют физико-химические
свойства белков, их реакционную способность и
способность к агрегации.

Показано, что сульфгидрильные группы игра-
ют важную роль в системе проведения сигнала
внутри клетки. Часто именно через модификацию
SH-групп ферментов, рецепторов, транскрипци-
онных факторов и других белков-регуляторов про-
исходит интеграция различных информационных
потоков для выработки оптимального ответа клет-
ки на внешнее воздействие [4, 9–11]. Упомянутые

УДК 577.112.386.2:547.963.4
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посттрансляционные модификации, в отличие от
фосфорилирования, как правило являются не-
ферментативными. Еще одной модификацией
SH-групп цистеинов является формирование ди-
нитрозильных комплексов железа (ДНКЖ) – ком-
плексов, содержащих ион железа (Fe2+) и две мо-
лекулы оксида азота (NO). ДНКЖ, связанные с
цистеинами белков, являются стабильной фор-
мой депонирования NO в организме [12, 13], од-
нако нельзя исключить, что эти комплексы функ-
ционируют и в качестве регуляторов активности
белковой молекулы.

Гемоглобины (Hb) многих позвоночных име-
ют реакционноспособные остатки цистеина, ло-
кализованные на поверхности белковой молеку-
лы [14]. Hb человека содержит два таких остатка в
β-субъединицах тетрамера (Cys-93β). Показано,
что с участием этих цистеинов и формируются
ДНКЖ [15, 16] (рис. 1). В качестве второго лиган-
да, связывающего железо в ДНКЖ (обозначен на
рис. 1 как L), обычно выступает другая аминокис-
лота в белке. Мы предполагем, что чаще всего та-
ким лигандом является остаток тирозина.

Ранее была показана способность ДНКЖ, свя-
занных с Cys-93β, защищать Hb от окислитель-
ной модификации, вызванной гидроперекися-
ми [15–17], сформулирована гипотеза о сайтспеци-
фическом антиоксидантном действии ДНКЖ по
отношению к белкам. В модельных системах с низ-
комолекулярными ДНКЖ, содержащими тиоль-
ные лиганды, было показано, что в основе анти-
оксидантных свойств комплексов лежат следую-
щие эффекты: связывание ионов железа и NO,
перехватывание активных форм кислорода и азо-
та, кооперативное взаимодействие с другими ан-
тиоксидантами, способность восстанавливать ок-
софферильную форму гема [15, 16, 18, 19]. Мы
предположили, что ДНКЖ, связанные с Hb, мо-
гут быть и модуляторами реакционной активно-
сти Cys-93β.

Цель работы – изучение влияния ДНКЖ на
реакционную способность SH-групп Hb при дей-
ствии на него гидропероксида трет-бутила. По-
следний является водорастворимым аналогом гид-
ропероксидов липидов и широко используется
для моделирования процессов перекисного окис-
ления в живых системах [19, 20].

МЕТОДИКА

Использованные реактивы. В работе были ис-
пользованы следующие реактивы: метгемоглобин
(окисленный Hb) человека, гидропероксид трет-
бутила (t-BOOH), метилглиоксаль, ПААГ, ДДС-
Na, Трис, глицин, NaN3, дитиотреитол (ДТТ), ди-
метилсульфоксид (ДМСО), 4-гидрокси-(2,2,6,6-
тетраметилпиперидин-1-ил)оксил (4-гидрокси-
TEMPO), кумасси бриллиантовый синий R-250 –
“Sigma-Aldrich” (США); 3H-нафтол[2,1-b]пиран-s-
карбоновая кислота (ThioGlo1) – “Calbiochem”
(США); остальные реактивы – “Химмед” (Россия).

ДНКЖ синтезировали, как было описано в ра-
ботах [15–17, 21]. ДНКЖ с глутатионовыми ли-
гандами (GS-ДНКЖ) получали, смешивая раство-
ры FeSO4 и восстановленный глутатион (GSH) в
молярном соотношении 1 : 2 в сосуде Тунберга в
атмосфере NO. ДНКЖ с фосфатными лигандами
синтезировали аналогичным образом, пропуская
в сосуде Тунберга газообразный NO через раствор
FeSO4 в 100 мМ фосфатном буфере, рН 6.8.

Связанные с Hb ДНКЖ получали добавлением
фосфатных ДНКЖ (ДНКЖ- ) к раствору гемо-
глобина в 20 мМ К-фосфатном буфере рН 6.8, в
молярном соотношении Hb : ДНКЖ = 1 : 3. Кон-
центрацию ДНКЖ рассчитывали по интеграль-
ной интенсивности сигнала электронного пара-
магнитного резонанса (ЭПР) этих комплексов, ис-
пользуя в качестве внешнего стандарта спиновую
метку 4-гидрокси-TEMPO. Препараты ДНКЖ
хранили при –70°С.

Получение metHb-N3 и его обработка гидропе-
роксидом трет-бутила. Для исключения аллосте-
рических переходов в гемоглобине к 0.15 мМ рас-
твору Hb в 20 мМ К-фосфатном буфере, рН 6.8, до-
бавляли NaN3 до конечной концентрации 12 мМ,
при этом раствор приобретал темно-вишневый
цвет, что свидетельствовало об образовании низ-
коспиновой формы HbIII-N3. В дальнейшем при
упоминании гемоглобина имется в виду именно
этот комплекс.

Для приготовления реакционной смеси к рас-
твору HbIII-N3 добавляли t-BOOH в молярном со-
отношении 1 : 10. При изучении зависимости реак-
ционных эффектов от концентрации окислителя
t-BOOH добавляли до конечных концентраций:
0.6, 1.6, 2.6, 6.8, 11.0 мМ и инкубировали в течение
5 мин при комнатной температуре, после чего
проводили измерения.

Определение свободных SH-групп. Количествен-
ную оценку сульфгидрильных групп проводили с
помощью тиол-специфичной флуоресцентной
метки ThioGlo1. При добавлении к раствору бел-
ка ThioGlo1 образуется тиоловый аддукт с макси-
мумом испускания флуоресценции при 500 нм
при длине волны возбуждения 379 нм [22].

–
4PO

Рис. 1. Схематичное изображение ДНКЖ, связанных
с SH-группой β-субъединицы гемоглобина. L – второй
лиганд, связывающий железо в ДНКЖ.
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Образцы для анализа готовили следующим об-
разом: к 5 мкл реакционной смеси, содержащей
0.15 мМ Hb (0.15 мМ ), добавляли 5 мкл 2.5 мМ
ThioGlo1 в ДМСО и инкубировали 3 мин. Полу-
ченный раствор (10 мкл) вносили в кварцевую
спектрофлуориметрическую кювету, содержащую
490 мкл 20 мМ К-фосфатного буфера, рН 6.8. Для
деоксигенации Hb кювету с реакционной смесью
продували аргоном в течение 10 мин.

При измерении содержания SH-групп в об-
разцах глутатиона и глутатионовых ДНКЖ в ре-
акции с t-BOOH реакционная смесь содержала
0.08 мМ GS-ДНКЖ (по Fe2+) или эквивалентное
количество GSH в 10 мМ К-фосфатном буфере,
рН 7.4, и 0.2 мМ t-BOOH (GSH/GS-ДНКЖ :
: t-BOOH = 1 : 2.5).

Измерение автофлуоресценции триптофана и ди-
тирозина. Состояние остатков триптофана и тиро-
зина в молекуле Hb изучали с помощью флуорес-
центной спектроскопии. Образцы белков были
приготовлены, как описано выше для получения
metHb-N3. В кювету к 490 мкл 20 мМ К-фосфат-
ного буфера, рН 6.8, добавляли 10 мкл раствора
белка. Для селективного возбуждения автофлуо-
ресценции триптофана использовали длину вол-
ны 295 нм. Флуоресценцию регистрировали при
330 нм. Ширина щели возбуждающего света со-
ставляла 5 нм, испускаемого – 10 нм.

Спектрофотометрическую детекцию образо-
вания дитирозинов осуществляли при длине
волны возбуждения 325 нм и излучения 400 нм
(330–600 нм) [23]. Ширина щели возбуждающего
и испускаемого света составляла 5 нм.

Образцы Hb перед измерением разбавляли в
25 раз при измерении флуоресценции тритпофа-
на и в 12.5 раз при измерении флуоресценции ди-
тирозинов.

Регистрацию флуоресценции во всех случаях
проводили в кварцевых кюветах с длиной оптиче-
ского пути 1 см на спектрофлуориметре RF-5301
PC (“Shimadzu”, Япония) при высокой чувстви-
тельности – “high” и средней скорости сканиро-
вания – “medium” (в соответствии с обозначения-
ми на приборе).

ДДС-электрофорез в ПААГ. Электрофорез
проводили в блоках 12%-ного ПААГ размером 15 ×
× 15 × 1 мл по методу Лэммли [24], используя
прибор для вертикального электрофореза серии
VE (“Хеликон”, Россия). К образцам Hb, приго-
товленным как описано выше, добавляли буфер
для образцов в соотношении 1 : 1, прогревали в те-
чение 5 мин при 95°С и затем наносили по 10 мкл
на гель. Буфер для образцов был приготовлен на
основе 0.1 М Трис-HCl буфера, рН 6.8, и содер-
жал 4% ДДС-Na, 0.2% бромфенолового синего и
20% глицерина. Для создания восстановительных
условий в буфер добавляли раствор 3%-ного ДТТ.
В качестве электродного буфера использовали

0.2 М Трис-глициновый буфер, рН 8.3, содержа-
щий 0.1% ДДС-Na .

Электрофорез проводили при 4°С и I = 50 мА,
U = 150 B. Необходимые условия электрофореза
обеспечивались источником питания Эльф-4
(“НПО ДНК-Технология”, Россия). После окон-
чания процесса разделения белков гель фиксиро-
вали и окрашивали раствором Кумасси брилли-
антового синего R-250.

Для каждого образца Hb измерения проводили
не менее чем в трех повторностях. Статистиче-
скую обработку полученных данных проводили
на основе расчета средних арифметических зна-
чений и их ошибок. Различия показателей по
сравнению с контролем определялись методом
вариационной статистики с использованием кри-
терия Стьюдента. Данные представлены как сред-
нее ± стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Как было отмечено выше, в интактном Hb че-

ловека имеется только два доступных реакционно-
способных цистеина (Cys-93β) [25], расположен-
ных вблизи гистидина (His-92), координирующего
ион железа, что делает их чувствительными к кон-
формационным превращениям белка, вызван-
ным присоединением лиганда к гемовому желе-
зу [26, 27]. Реакционная способность SH-групп
зависит как от природы гемового лиганда, так и от
степени насыщения лигандом гемовых групп.

Для оценки реакционной способности сульф-
гидрильных групп использовали высокоспецифич-
ный флуоресцентный реагент на восстановленные
тиолы – ThioGlo1, образующий ковалентные ад-
дукты с восстановленными SH-группами [22]. По-
скольку на флуоресцентные характеристики тиоло-
вых аддуктов значительное влияние может оказы-
вать электронное состояние гема, было проведено
предварительное исследование взаимосвязи меж-
ду реакционной способностью SH-групп и кон-
формационным состоянием молекулы белка. По-
казано, что интенсивность флуоресценции тио-
лового аддукта с ThioGlo1 меняется в зависимости
от степени оксигенации Hb (конформационный
R–T-переход) (рис. 2). Этот факт подтвердил на-
личие аллостерического взаимодействия между
гемом и Cys-93β, что позволило использовать дан-
ный методический подход для изучения модифи-
каций SH-групп в Hb. Полученные в эксперименте
данные согласуются с результатами, полученными
в работе [26], в которой было показано, что добавле-
ние CO или O2 к deoxyHb приводило к 8-кратному
увеличению скорости реакции N-этилмалеимида с
SH-группами. Чтобы избежать влияния аллостерии
на состояние Cys-93β, к раствору metHb добавляли
азид натрия (NaN3) для получения стабильного
низкоспинового комплекса HbIII-N3.



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 5  2020

ВЛИЯНИЕ КОМПЛЕКСОВ ЖЕЛЕЗА С ОКСИДОМ АЗОТА 439

Изменение реакционной способности SH-групп
после их включения в состав ДНКЖ изучали в за-
висимости от концентрации ThioGlo1 (система 1)
и от концентрации окислителя – t-BOOH (систе-
ма 2) (рис. 3). В первой системе флуоресценция
тиолового аддукта линейно возрастала при увели-
чении концентрации ThioGlo1 в реакционной
смеси (рис. 3а). В экспериментах с гемоглобино-
выми ДНКЖ (Hb-ДНКЖ) интенсивность флуо-
ресценции была выше по сравнению с Hb. В си-
стеме 2 интенсивность флуоресценции тиолового
аддукта Hb-ДНКЖ также превосходила интен-
сивность флуоресценции Hb (рис. 3б), причем с
увеличением концентрации окислителя возраста-
ла и эта разница. Вероятно, включение SH-групп в
состав ДНКЖ продлевали время их нахождения в
форме тиолят-аниона (R–S–), характеризующей-
ся выраженными нуклеофильными свойствами,
что увеличивало ее реакционную способность в
отношении ThioGlo1.

На следующем этапе было изучено изменение
во времени флуоресценции тиоловых аддуктов с
ThioGlo1 после добавления t-BOOH к раствору
Hb в молярном соотношении 10 : 1. t-BOOH в обо-
их вариантах – Hb и Hb-ДНКЖ сначала вызывал
незначительное (~7%) увеличение интенсивности
флуоресценции, а затем снижение, которое свиде-
тельствовало об окислении SH-групп (рис. 4).
К 80 мин интенсивность флуоресценции падала
в обоих вариантах на ~15%. Наблюдаемый вначале
скачок флуоресценции, по-видимому, связан с об-

разованием активированных форм тиола: тиолят-
аниона (R–S–) и сульфеновой кислоты (R–SOH).
У этих форм константа связывания ThioGlo1 от-
личалась от R–SH. Известно, что образование ак-
тивированных тиолов происходит в условиях
мягкого окисления остатков цистеина [4, 9], что
соответствует условиям эксперимента. Следует
отметить, что в случае Hb-ДНКЖ время нахожде-
ния тиолов в активированном состоянии было
дольше, чем для Hb.

Чтобы проверить, действительно ли наблюда-
емое повышение флуоресценции тиоловых ад-
дуктов связано с включением SH-групп в состав
комплексов, было исследовано взаимодействие
t-BOOH с низкомолекулярным тиолом – восста-
новленным глутатионом (GSH). Добавление к рас-
твору глутатиона t-BOOH в молярном соотноше-
нии 1.0 : 2.5 показало, что тиоловые группы GSH
окисляются и к концу измерений (20 мин) их ко-
личество составляло только половину от исход-
ного уровня (рис. 5, кривая 1).

Следует отметить, что как в случае низкомоле-
кулярных глутатионовых ДНКЖ (GS-ДНКЖ), так
и в случае белковых (Hb-S-ДНКЖ) в начале про-
исходило увеличение флуоресценции и только
затем ее снижение (рис. 5, кривая 2). При этом к
20 мин окислилось только 30% тиолов. Ранее сход-
ные результаты были нами получены при окис-
лении GSH и GS-ДНКЖ хлорноватистой кис-
лотой [19].

Рис. 2. Влияние степени оксигенации Hb на реакционную способность SH-групп, измеренную с помощью ThioGlo1:
а – снижение интенсивности флуоресценции (отн. ед.) ThioGlo1 при деоксигенации Hb (стрелкой показана продувка
реакционной смеси аргоном); б – спектры поглощения Hb с разной степенью оксигенации: 1 – оксигенированы все
четыре субъединицы (4HbO2); 2 – оксигенирована одна субъединица (3HbIIHbO2).
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Связанные с белком глутатионовые ДНКЖ сла-
бо реагируют с органическими гидропероксидами.
Однако разрушение ДНКЖ может быть спровоци-
ровано оксоферрильной формой Hb (Hb–FeIV=O),
образующейся в реакции metHb с t-BOOH [16].
Возможный молекулярный механизм антиокси-
дантного действия ДНКЖ в этом случае связан с
восстановлением радикалов Hb–FeIV=O [17, 28, 29].
Антиоксидантное действие также может быть
обусловлено восстановлением оксоферрильной
формы гема и нитрозилированием гемовой груп-
пы оксидом азота, высвобождающимся при распа-

де ДНКЖ [28, 29]. Оксоферрильная форма гема
является очень сильным окислителем, модифици-
рующим белковую цепь гемопротеидов [30, 31].
При этом в результате одноэлектронного окисле-
ния остатков тирозина формируются феноксиль-
ные радикалы, которые могут окислять остатки ци-
стеина с образованием тиильных радикалов [32].

Известно, что в Hb окислению подвергаются
остатки Tyr42 и Tyr24. В связи с этим наряду со
спектрофлуориметрическими измерениями со-
стояния тиолов было проведено определение со-
стояния тирозиновых остатков. Их флуоресцен-
ция возрастала при образовании дитирозинов в
результате взаимодействия двух тирозиновых ра-
дикалов. В экспериментах с Hb происходило сна-
чала снижение флуоресценции, а затем ее возрас-
тание, которое к концу измерения составляло
15% от исходного уровня (рис. 6). Возрастание
флуоресценции тирозинов по времени совпадало
со снижением флуоресценции тиоловых аддуктов
с ThioGlo1 (рис. 4), что указывало на одновремен-
ность окисления тиолов и тирозинов в Hb. Полу-
ченные результаты согласуются с результатами
работы [32], в которой было показано, что окис-
лению тиолов и образованию тиильного радикала
предшествовало появление тирозиновых радика-
лов. В эксперименте с Hb-ДНКЖ флуоресценция
в первые минуты увеличивалась на 6% и далее
уже не менялась (рис. 6). Таким образом, наличие
ДНКЖ в составе белка защищало остатки тиро-
зина от окисления. Этот факт можно объяснить
образованием 3-нитротирозина в реакции NO

Рис. 3. Флуоресценция (отн. ед.) аддуктов цистеина с
ThioGlo1 в зависимости от концентрации ThioGlo1 (а)
и t-BOOH (б): 1 – Hb, 2 – Hb-ДНКЖ.
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Рис. 4. Изменение во времени флуоресценции (отн.
ед.) аддуктов цистеина с ThioClo1 гемоглобина, обра-
ботанного пероксидом трет-бутила (Hb : t-BOOH =
= 1 мМ : 10 мМ): 1 – Hb, 2 – Hb-ДНКЖ. Пунктирная
линия – исходный уровень флуоресценции образца.

90

85

80

75

70

60

65

0 10 20 30 50 70 90806040

1

2

Отн. ед.

мин



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 5  2020

ВЛИЯНИЕ КОМПЛЕКСОВ ЖЕЛЕЗА С ОКСИДОМ АЗОТА 441

(источником которого были ДНКЖ) с тирозино-
выми радикалами [33].

Поскольку наблюдаемые различия в свойствах
тиолов могут быть вызваны конформационными
изменениями белка под действием ДНКЖ, была
исследована собственная флуоресценция Hb, обу-
словленная свечением остатков триптофана. Этот
метод широко применяется для оценки конфор-
мационного состояния белков. Полученные спек-
тры испускания флуоресценции Hb и Hb-ДНКЖ
представлены на рис. 7а. Анализ спектров пока-
зал, что формирование Hb-ДНКЖ не приводило
к сдвигу максимума спектра флуоресценции трип-
тофана, положение которого зависит от перестрой-
ки ближайшего окружения данной аминокислоты.
Это говорит об отсутствии влияния ДНКЖ на кон-
формационное состояние молекулы Hb. Поэтому
наблюдаемые различия в реакционных свойствах
SH-групп в обоих вариантах скорее всего обу-
словлены не конформационными изменениями
белка, а разным состоянием тиолов.

Известно, что в Hb мишенью для атаки гидро-
пероксидами помимо цистеина является трип-
тофан [34, 35], поэтому была изучена зависи-
мость интенсивности испускания флуоресцен-
ции триптофана при 327 нм от концентрации
t-BOOH (рис. 7б). Эта зависимость имела волно-
образный характер. На кривых, полученных для
Hb, присутствуют два экстремума: при концен-
трациях окислителя 0.6 и 6.8 мМ, в случае Hb-
ДНКЖ – явно выражен только первый экстре-
мум. Для обоих вариантов белка можно отметить
концентрации t-BOOH, при которых флуорес-
ценция практически не отличается от исходной:
без t-BOOH – это 2.6 мМ и 11 мМ. Появление
экстремумов флуоресценции триптофана можно
объяснить локальными конформационными пе-
рестройками молекулы Hb, происходящими в
результате окислительной модификации. Кон-
формационные перестройки скорее всего носят
неденатурационный характер, причем в случае
Hb-ДНКЖ они гораздо менее выражены. Ин-
тенсивность флуоресценции во всем диапазоне
концентраций t-BOOH не опускалась ниже ис-
ходного уровня, что указывало на отсутствие
окисления триптофана.

Агрегация молекул Hb была исследована с по-
мощью ДДС-электрофореза в ПААГ с дитиотреи-
толом, восстанавливающим дисульфидные связи.
Анализ представленных на электрофореграмме
данных показывает, что в присутствии t-BOOH в
обоих вариантах белка образовывались ковалент-
но-сшитые димеры (рис. 8), но в Hb количество
высокомолекулярных форм было больше, чем в
Hb-ДНКЖ. Поскольку образцы белка содержали
ДТТ, можно заключить, что димеризация Hb бы-
ла обусловлена не дисульфидными связями. Ско-
рее всего в образовании межбелковых сшивок

участвовали тирозиновые радикалы. Поскольку в
образце Hb-ДНКЖ окисление тирозинов было
менее выражено (рис. 6), чем в Hb, то и формиро-
вание сшитых белков происходило менее интен-
сивно. Полученные данные согласуются с ранее
полученными результатами, демонстрирующими
способность ДНКЖ предотвращать окислительную

Рис. 5. Изменение во времени флуоресценции (отн.
ед.) тиоловых аддуктов глутатиона, обработанного
пероксидом t-BOOH (GSH/GS-ДНКЖ : t-BOOH =
= 1.0 : 2.5 мМ): 1 – GSH, 2 – GS-ДНКЖ. Пунктирная
линия – исходный уровень флуоресценции образца.
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Рис. 6. Изменение во времени автофлуоресценции
тирозина гемоглобина, обработанного пероксидом
t-BOOH (Hb : t-BOOH = 1 мМ : 10 мМ): 1 – Hb, 2 –
Hb-ДНКЖ. Пунктирная линия показывает исход-
ный уровень флуоресценции образца.
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модификацию связанного с ними белка [15–17].
Эта способность ДНКЖ объясняется тем, что они
выступают одновременно в роли хелатора и анти-
оксиданта. Однако в случае Hb-ДНКЖ при кон-
центрациях t-BOOH 6.8 и 11 мМ возникали круп-
ные белковые агрегаты, которые не входили в
разделяющий гель. Это может быть связано с тем,
что при высокой концентрации окислителя ди-
нитрозильные комплексы разрушаются, высво-
бождая ионы Fe2+, реагирующие с пероксидами с
образованием свободных радикалов, провоциру-
ющих дальнейшее окисление белка [36]. Двой-

ственная роль ДНКЖ как антиоксиданта при
низких концентрациях, окислителя и проокси-
данта при высоких неоднократно подчеркивалась
в работах [15–18, 21, 37, 38].

Можно дать и дополнительное объяснение на-
блюдаемым фактам. Расположенные на поверх-
ности белка тиолы являются легкодоступными
мишенями для активных форм кислорода (АФК).
Вступая в реакцию с окислителем, они принима-
ют на себя удар и тем самым защищают другие
аминокислоты от необратимой окислительной
модификации. Если тиолы заблокированы и не
могут прореагировать с АФК, под удар попадают
тирозин и триптофан, что приводит к множе-
ственным межмолекулярным сшивкам и накоп-
лению крупных белковых агрегатов. Роль Cys-93β
в защите Hb от денатурации и полимеризации в
реакции с H2O2 была показана в работах [39, 40].

Роль Cys-93β в функционировании Hb и эрит-
роцитов до сих пор до конца не понятна. На важ-
ное биологическое значение этих тиолов указы-
вают высокая консервативность поверхностного
остатка цистеина у Hb позвоночных [14], аллосте-
рическая регуляция его реакционной способно-
сти [26, 27] и высокая внутриклеточная концен-
трация (~10 мМ, исходя из концентрации Hb в
эритроцитах человека при ~40%-ном гематокри-
те). Активно обсуждается гипотеза об участии Cys-
93β в метаболизме NO и в его экспорте [10, 41–45].
Поскольку реакционная способность Cys-93β за-
висит от степени насыщения Hb кислородом, эти
тиолы могут участвовать во внутриклеточной ре-
докс-сигнализации, которая осуществляется че-
рез взаимодействие Hb с компонентами мем-
браны эритроцита [45]. Тиоловые группы могут
участвовать в регуляции равновесия димерной и
тетрамерной форм Hb, от чего зависит образова-
ние  и соответственно H2O2 внутри клетки [46].
Имеются доказательства участия Cys93β в регуля-
ции окисления Hb. Так, этот тиол может реагиро-
вать с супероксидом, образующимся в гемовом
кармане β-цепи при автоокислении, с образова-
нием тиильного радикала [47]. Показано, что
Cys93β замедляет зависимое от H2O2 окисление
оксигенированного Hb примерно в два раза [48].
Предложена гипотеза, что Cys-93β является алло-
стерически регулируемым антиоксидантом в эрит-
роцтах [48]. В работе [39] обсуждается роль Cys93β
в обеспечении безопасного пути для передачи
электронов, генерируемых в гемовом кармане. Об-
разующийся при этом цистеиновый радикал мо-
жет быть восстановлен глутатионом, содержание
которого в эритроцитах велико.

Полученные на Hb результаты показывают,
что ДНКЖ могут быть регуляторами реакцион-
ной способности белковых SH-групп, при этом
стабильность ДНКЖ определяется редокс-усло-
виями внутри клетки. В нормальных условиях

•–
2O

Рис. 7. Автофлуоресценция остатков триптофана в
гемоглобине: а – спектр автофлуоресценции раство-
ра Hb, б – зависимость интенсивности флуоресцен-
ции триптофана в зоне максимума (327 нм) от концен-
трации t-BOOH: 1 – Hb, 2 – Hb-ДНКЖ. Пунктирная
линия показывает исходный уровень флуоресценции
образца.
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включение SH-групп в ДНКЖ является обрати-
мой посттрансляционной модификацией, кото-
рая снижает реакционную способность тиолов,
но при этом не исключает участия в редокс-пре-
вращениях. В условиях окислительного стресса
комплексы распадаются, высвобождая тиолят-
анион, который находится в состоянии повышен-
ной готовности к реакции с АФК и электрофиль-
ными соединениями, поскольку не нуждается в
предварительном депротонировании.

Образование аддуктов с электрофильными со-
единениями приводит к формированию стабиль-
ной модификации белка. Иными словами, ДНКЖ

являются своеобразной меткой на реакционно-
способные цистеины, предрасполагая их к ста-
бильным модификациям, и обеспечивая тем са-
мым селективность этой модификации. Регулятор-
ное действие ДНКЖ связано еще и с тем, что они
влияют на равновесие между тиолом и тиолятом в
белке, смещая его в сторону тиолята. Стабилизи-
руя тиолятные анионы, эти комплексы повышают
энергетический барьер реакции с пероксидами. Та-
ким образом, ДНКЖ настраивают реакционную
способность цистеина по отношению к действию
пероксидов и электрофилов, что проиллюстриро-
вано схемой (рис. 9).

Рис. 8. Электрофорез в 12%-ном ПААГ с ДТТ и ДДС-Na : Hb (a) и Hb-ДНКЖ (б). Концентрация t-BOOH (мМ): 1 – 0,
2 – 0.6, 3 – 1.6, 4 – 2.6, 5 – 6.8, 6 – 11.0. (16 кДа – мономер Hb, 32 кДа – димер).
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1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Рис. 9. Предполагаемый механизм регуляции активности тиолов в белках посредством формирования ДНКЖ. El – элек-
трофильные соединения, ROOH – органический гидропероксид.
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Настройку реакционной способности цистеи-
нов с помощью ДНКЖ можно отнести к механиз-
мам регуляции структуры и функции белка по-
средством связывания ионов металлов или их
комплексов [1, 7]. Известно, что тиолятная груп-
па является хорошим лигандом для ионов железа,
меди и цинка [1, 7, 49, 50]. При этом связывание
металлов цистеиновыми лигандами не только из-
меняет структуру белка, но также оказывает ком-
плексное защитное действие благодаря одновре-
менному снижению реакционной способности
тиола и металла. Это позволяет отсрочить образо-
вание стабильных модификаций белковых тио-
лов в условиях незначительного окислительного
стресса и, наоборот, ускорить их при высокой
степени стресса.
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оборудование Центра коллективного пользования
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новы биотехнологии” Российской академии наук.
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Influence of Iron Complexes with Nitric Oxide
on the Reactivity of Hemoglobin Cysteines
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Human erythrocyte hemoglobin (Hb) has two reactive cysteines located on the surface of β-subunits. These
cysteines play an important role in adjustment of Hb functions. It is known that they are involved in the trans-
port of intracellular nitric oxide (NO), in redox signaling, as well as in the regulation of dimeric-tetrameric
Hb equilibrium. In this paper we have shown that the inclusion of Cys-93β as ligands in iron-NO com-
plexes (DNIC) is another way for regulation of SH group reactivity. DNIC stabilize SH group as a thiolate
anion (R–S–), whose reactivity is significantly higher than of the protonated form of thiol (Cys-SH). Thanks
to that, the thiols included in the complexes show increased activity in relation to electrophilic agents, such
as ThioGlo1. On the other hand, thiols as part of the complexes, are protected from oxidation by tert-butyl
hydroperoxide. The incorporation of SH groups to DNIC can be considered as protection of thiols from
irreversible oxidation at the oxidative stress conditions.

Keywords: hemoglobin, thiols, dinitrosyl iron complexes, tert-butyl hydroperoxide
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Обобщены сведения по использованию микроорганизмов и смешанных консорциумов в биологи-
ческом обессеривании углей. Показаны экологические проблемы при сжигании высокосернистых
углей, рассмотрены перспективы экологически безопасных и ресурсосберегающих биотехнологи-
ческих подходов к обессериванию угля. Анализ литературных источников свидетельствует об огром-
ной роли микроорганизмов различных таксономических групп в удалении неорганической и орга-
нической серы из углей. Показана доминирующая роль мезофильных и умеренно термофильных
ацидофильных хемолитотрофных бактерий (АХБ) рода Acidithiobacillus – A. ferrooxidans, A. thiooxi-
dans, A. caldus, а также некоторых гетеротрофных бактерий Bacillus subtilis и Paenibacillus polymyxa в
удалении неорганической серы. В качестве одного из эффективных инструментов в удалении пи-
ритной серы рассмотрены смешанные культуры и ассоциации мезофильных и термофильных бак-
терий, выделенные из угольных шахт или с поверхности структуры угля. Рассмотрены возможности
биодесульфурации органической серы в составе угля с помощью гетеротрофных микроорганизмов
родов Pseudomonas, Sulfolobus, Rhodococcus, грибов Agrocybe aegerita, Alterneria sp и бактериально-
грибных консорциумов Sulfolobus solfataricus и Phanerochaeta chrysosporium ME446, лакказного фер-
мента базидиомицетов Trametes versicolor ATCC 20080.

Ключевые слова: уголь, сера, обессеривание (десульфурация), мезофильные и термофильные АХБ,
гетеротрофные микроорганизмы, бактерии, грибы, дибензотиофен
DOI: 10.31857/S0555109920050104

Наиболее важной экологической характери-
стикой угля, влияющей на его качество, является
присутствие в нем серы. Содержание серы в углях
различных бассейнов и месторождений варьиру-
ет в широких пределах. В России содержание се-
ры в рядовых углях колеблется от 0.4 до 8%, в
США – от 0.7 до 5.4% при средних данных этого
показателя здесь 1.8–2.2%. Диапазон колебаний
содержания общей серы в донецких углях исклю-
чительно велик – от 0.46 до 9.28% [1].

При сгорании углей соединения серы превра-
щаются в сернистые газы, которые при попада-
нии в атмосферу приводят к образованию кислот-
ных дождей, оказывающих вредное воздействие
на окружающую среду и жизнедеятельность жи-
вых организмов. Более того, высокосернистые уг-
ли плохо коксуются и поэтому не могут быть ис-
пользованы в цветной металлургии [2, 3].

Проблема очистки угля от сернистых соедине-
ний является важной проблемой для топливно-
энергетической промышленности и, несмотря на
большое число предложенных и апробированных
в производственных условиях механических, тер-
мических и физико-химических методов, остает-

ся не до конца решенной [4]. Выделение серы из
углей на основе механических методов позволяет
снизить содержание в них серы лишь на 15–20%,
использование термохимических методов пере-
работки требует высокой температуры и давле-
ния, связанных с высокими эксплуатационными
расходами, частичной потерей горючих веществ и
выделением большого количества углекислого
газа [5–7]. Наиболее перспективными и эффек-
тивными признаются методы удаления серы из уг-
лей, в основе которых лежат биотехнологические
процессы, основанные на разложении соединений
серы микроорганизмами. Преимуществами этих
процессов являются низкие энергозатраты и эко-
логичность при сохранении энергетической цен-
ности угля [8–10].

За последние десятилетия накоплено доста-
точное число публикаций, свидетельствующих
о способности широкого спектра таксономиче-
ских групп бактерий снижать содержание серы в
углях [11–13].

В настоящем обзоре обобщены имеющиеся
литературные источники по биодесульфурации
углей, способности различных микроорганизмов
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эффективно обессеривать уголь, – (поиск источ-
ников выполнен в 2019 г., глубина поиска –
2009–2019 гг.).

Соединения серы в угле присутствуют в ос-
новном в виде неорганической или пиритной
(Sпир), органической (Sорг) и, сульфатной (Sсул)
серы [14, 15].

Пиритная сера в угле представлена в форме ми-
нерального вещества, она слабо связана со струк-
турой угля, тогда как органическая сера присут-
ствует в качестве неотъемлемой части угольной
матрицы, равномерно распределена по всему пла-
сту и ковалентно связана с углеродным скелетом
угля [16, 17]. Процесс биотехнологического уда-
ления серы происходит через тиосульфатные и
полисульфатные пути, протекает как биохимиче-
ская реакция, катализируемая микроорганизма-
ми в жидкой среде, приводящая к окислению се-
ры до сульфитов и сульфатов, которые являются
водорастворимыми [18].

Удаление неорганической серы. По данным лите-
ратуры, способностью снижать содержание неорга-
нической серы обладают широкий спектр мик-
роорганизмов, в котором доминирующая роль
принадлежит мезофильным и умеренно термо-
фильным ацидофильным хемолитотрофным бакте-
риям (АХБ) и археям [19–22].

Наиболее распространенными микроорганиз-
мами, используемыми для удаления пиритной се-
ры, являются ацидофильные мезофильные бакте-
рии: Acidithiobacillus ferrooxidans и Acidithiobacillus
thiooxidans. Это неспорообразующие, граммотри-
цательные палочки, нетребовательные к источ-
никам питания автотрофы. Они требовательны к
кислороду: понижение его содержания в окружаю-
щем воздухе на 5%, ведет к снижению их активно-
сти. Диапазон активности бактерий рН – 1.5–3.5,
оптимальная температура – 25–40°С. Мезофиль-
ные бактерии в большом количестве обнаружены
в природных и рудных водах, а также в угольных
шахтах [23].

Эффективность процесса биодесульфурации за-
висит от многих факторов, прежде всего, это pH-
среды, окислительно восстановительный потен-
циал (Eh), температура, плотность пульпы, раз-
мер угольных частиц, содержание и распределе-
ние пирита в угле, вид микроорганизмов, и т.д.
В исследованиях [24] показаны результаты изуче-
ния влияния размера частиц и плотности пульпы
на биообессеривание углей шахты Табас (Иран) с
участием A. ferrooxidans. Отмечается, что умень-
шение размера частиц от 0.5–1.0 мм до 0–0.5 мм
повышало уровень десульфурации более чем в два
раза, максимальное удаление серы наблюдалось
при плотности пульпы 10%.

В работе [25] приведены результаты десульфу-
рации угля с угольной шахты в провинции Гуй-
чжоу (юго-западная часть Китая) аэробной хемо-

автотрофной бактерией A. ferrooxidans YY2, выде-
ленной из кислотного дренажа шахты. При этом,
процент удаления общей серы, A. ferrooxidans YY2 в
cеквенирующем периодическом реакторе на 20 сут
составил 75%, в том числе пиритной серы 86%.

He H. с соавт. [26] сообщают об биодесульфу-
рации индонезийского угля термофильными штам-
мами A. caldus, выделенными из горячих источни-
ков провинции Юнь-Нань на юго-востоке Китая.
Для культивирования A. caldus, была использова-
на питательная среда, известная как базальная
солевая среда Старки с добавлением серного по-
рошка пирита и тиосульфата, культивирование
бактерий проводили при температуре 40°С. Ре-
зультаты исследований показали, что бактерии
были способны удалять из угля 47% пиритной и
19% общей серы. Использование термофильных
бактерий в биодесульфурации позволяло повы-
сить скорость протекания процесса в биореакто-
рах и, снижало вероятность загрязнения пита-
тельной среды [13].

В работе [27] сообщалось об удалении общей
серы с турецкого угля чистой культурой A. ferriv-
orans, выделенной из кислого дренажа шахты Баля
(Турция). Биодесульфурация протекала при pH –
2.5, количестве инокулята 2%, плотности пуль-
пы 1%, размере угольных частиц – 500–250 мкм.
За 14 сут инкубации A. ferrivorans удавалось сни-
зить содержание общей серы в угле на 33%.

Одним из эффективных инструментов в биоде-
сульфурации углей является использование сме-
шанных культур, ассоциаций и консорциумов,
выделенных из угольных шахт или с поверхност-
ных структур углей. Для десульфурации двух об-
разцов колумбийских углей с Юго-Запада (Ко-
лумбия) использовали нативную смесь A. ferrooxi-
dans и A. thiooxidans, выделенных при кислотном
дренировании угольных шахт и адаптированных
в течение 6 мес [28]. В течение 30 сут, в образцах
углей удалось снизить содержание пиритной се-
ры на 85–95%, общей серы на 31–51%. Микроор-
ганизмы культивировали на плотной питатель-
ной среде, процесс десульфурации угля протекал
при температуре 30°С, плотность пульпы состав-
ляла 10%, размер частиц угля – 74 мкм. Наиболее
высокая скорость окисления пирита была харак-
терна для высокосернистого образца угля, что,
по-видимому, связано с его сфероидальной фор-
мой, облегчающей окисление минералов при зна-
чительном увеличении площади взаимодействия
с микроорганизмами.

Для удаления пиритной серы из высокосерни-
стого угля Мехр-Азинского разреза (Табас, Иран)
была использована смешанная культура мезо-
фильных микроорганизмов A. ferrooxidans, A. thio-
oxidans и Leptospirilium ferrooxidans. При исходном
содержании Sобщ – 3.87%, Sорг – 1.53%, Sпир – 2.31%,
Sсул – 0.03%, удавалось снизить содержание об-
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щей серы с 3.87 до 1.92%, с суммарной эффектив-
ностью 50.3% [29].

Авторами [30] сообщается о способности обес-
серивать низкосортный лигнит смешанной куль-
турой A. ferrooxidans и Pseudomonas sp. NP22.
В исследованиях был использован образец бурого
угля, из месторождения Цзинин (Шаньдун, Ки-
тай). В результате десульфурации с использовани-
ем Pseudomonas sp. NP22 содержание серы снизи-
лось на 46%, A. ferrooxidans на 37% соответственно.
Процесс обессеривания проходил при кислотно-
сти среды рH 3–5, размер угольных частиц состав-
лял – 75–45 мкм, при 5%-ной плотности пульпы,
температуре 35°С и времени инкубации 8 ч. Хи-
мические исследования позволили также выявить
снижение содержания золы и повышение тепло-
творной способности угля с 6219 кал/г до 6406 и
6315 кал/г, что указывало на положительное вли-
яние биодесульфурации на энергетическую цен-
ность угля.

В работе [31] приведены данные биодесульфура-
ции высокосернистого колумбийского угля (Кор-
дова, Колумбия) с исходным содержанием пирит-
ной и органической серы 1.03 и 0.9% соответствен-
но. В результате исследования в течение 4 сут,
удалось снизить содержание пиритной серы на
59.22% без предварительного измельчения угля до
мелких фракций. Обессеривание угля осуществ-
лялось с использованием смешанной культуры
бактерий A. ferrooxidans и A. thiooxidans (Нацио-
нальный университет Колумбии, Sede Medellín).
Процесс проводился в двухфазном режиме при
комнатной температуре, при кислой реакции сре-
ды, размере угольных частиц – 3/4 (<19.05 мм), с
продолжительностью 4–8 сут в перемешиваемом
реакторе с мешалкой объемом 4000 л.

Исследования [32] по десульфурации индий-
ского угля (Нагаленд Северо-Восточная Индия)
показали эффективность штамма Pseudoxanthomo-
nas sp. в удалении общей серы. Как показали ре-
зультаты, в углях этих месторождений отмечено
высокое содержание пирита, поэтому для обра-
ботки образцов угля использовалось измельчение
до размера – 210 мкм. Из исследованных девяти
образцов угля для десульфурации были отобраны
четыре образца. В результате исследований, было
достигнуто максимальное удаление серы на 28.8%
у образцов, имеющих в своей структуре значи-
тельное число полостей и трещин, что свидетель-
ствовало о зависимости десульфурации от струк-
туры угля.

В работе [33] показана способность гетеро-
трофных бактерий Bacillus subtilis и Paenibacillus
polymyxa снижать в угле количество пиритной серы
и золы. Бактерии были выделены из воды шахты
Эль-Магхара (Египет). В результате обессеривания
углей с исходным содержанием общей серы 3.3%,
лучший результат по сравнению с P. polymyxa от-

мечен с B. subtilis. Биофлотационные испытания,
основанные на естественной плавучести угля и
гидрофильности бактерий, показали хорошие воз-
можности B. subtilis удалять из угля более 70% пи-
ритной серы и золы.

Приведенный анализ литературных источни-
ков свидетельствует о способности мезофильных
и умеренно термофильных ацидофильных хемо-
литотрофных бактерий (АХБ) и архей значитель-
но снижать содержание неорганической серы в
углях. Одним из эффективных инструментов в
биодесульфурации углей является использование
смешанных культур, ассоциаций и консорциумов
бактерий, выделенных из угольных шахт или с
поверхностной структуры угля.

Удаление органической серы. Органическая се-
ра ковалентно связана с атомами углеродной мат-
рицы угля в виде серосодержащих соединений,
сложных тиофеновых кольцевых систем, дибен-
зотиофена со связью C–S. Сложная молекуляр-
ная структура и низкая растворимость в воде огра-
ничивают использование аэробных хемолитотроф-
ных бактерий для удаления органической серы.
Расщепление органических серосодержащих со-
единений, таких как дибензотиофены (ДБТ), тре-
бует участия микроорганизмов, способных разру-
шать C–S связи с высвобождением атомов серы,
присутствующих в ароматическом кольце. Чаще
всего в качестве модельного соединения для уда-
ления органической серы из ископаемого топли-
ва (нефть, уголь) рассматривается ДБТ, посколь-
ку тиофеновая сера, вероятнее всего составляет
основную долю органической серы углей [34].

Сообщается о трех основных путях разруше-
ния ДБТ микроорганизмами [35]. Первый, изве-
стен как путь Кодамы, (окисляющий путь), в ко-
тором ДБТ частично окисляется до водораство-
римых промежуточных продуктов. Второй путь,
называемый серо-специфическим, вызывает де-
градацию соединения, при которой он подверга-
ется десульфурации с расщеплением С–S связи,
что приводит к накоплению гидрооксибифенила и
третий путь – полностью разрушающий, в кото-
ром ДБТ минерализуется до СО2, сульфита и воды.

Способность расщеплять ароматические коль-
ца органической серы в углях присуща только не-
которым штаммам бактерий родов Pseudomonas,
Sulfolobus, Rhodococcus, а также бактериально-гриб-
ным консорциумам и ферментам. Аэробные пред-
ставители таких микроорганизмов, как бактерии
рода Rhodococcus, способны проводить последова-
тельное селективное окисление атома серы в моле-
куле ДБТ с последующим разрывом связи C–S и
образованием сульфита/сульфата и органической
составляющей 2-гидроксибифенила (2-ГБФ) [36].

В работе [37] описываются результаты прове-
денных исследований по биодеградации ДБТ на-
тивным штаммом Rhodococcus ruber. Для анализа
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были использованы 2 образца углей: NE – уголь
высоким содержанием органической серы: лиг-
нит и прокаленный кокс (ПК). Нативные штам-
мы R. ruber в течение 7 сут снижали содержание
общей серы в образце угля NE на 36%, из кото-
рых 53% приходилось на долю органической серы.
Уменьшение содержания серы в индийском лигни-
те и прокаленном коксе составляло соответственно
на 15.87 и 14.83% соответственно. При этом энерге-
тическая ценность угля NE увеличилась с 6698 до
6812 к/кал, что свидетельствовало о перспективно-
сти его применения в производстве кокса.

Эффективность смешанного консорциума Sino-
monas flava 1C и A. ferrooxidans для удаления орга-
нической серы из магалайского угля Индии про-
демонстрирована в работе [38]. Процесс обессе-
ривания проводился в два этапа, где S. flava 1C
использовалась для удаления органической серы,
а A. ferrooxidans – пиритной. Результаты исследо-
ваний показали, что последовательная обработка
угля с размерами частиц 500–300 мкм смешанны-
ми культурами бактерий снижала содержание об-
щей серы на 3.09%, в том числе органической на
2.5%, пиритной от 0.1 до 0.8%, с увеличением тепло-
творной способности угля от 26208 до 29481 Дж/г.

Очень интересна работа была сделана автора-
ми [39] в которой они описали биодесульфура-
цию с участием консорциума, состоящего из
грибов Phanerochaeta chrysosporium ME446 и тер-
мофильной, ацидофильной бактерии Sulfolobus
solfataricus ATCC 35091 двух высокосернистых
болгарских углей (уголь и лигнит) и одного ту-
рецкого лигнита. Перед проведением процесса
образцы углей были подвергнуты химической
деминерализации и депиритизации, с удалением
25.3–54.2% серы. Более высокая степень обессе-
ривания была достигнута при использовании
грибов P. chrysosporium ME446, с помощью кото-
рых за 6 сут удалось снизить количество общей
серы на 24.2 и на 23.8% органической серы. Штамм
S. solfataricus ATCC 35091 снижал содержание
общей серы в углях на 16.9% и органической се-
ры на 18.3%.

Об эффективном использовании бактерий
Pseudoclavibacter sp. штамм SKC/XLW-1 и продук-
тов ее метаболизма, для окисления органических
соединений угля Тондонгура (Индонезия) путем
многоступенчатой биологической обработки сооб-
щается в работе [40]. Многоступенчатая биологи-
ческая обработка состояла из биоокисления и по-
следующей биофлотации. При удалении органиче-
ской серы, по мнению авторов, большое значение
имеет биоокисление, на долю которого приходит-
ся 52–100% многоступенчатого процесса. В ре-
зультате обработки было удалено от 27 до 31.6% ор-
ганической серы угля. Следует также подчеркнуть,
что процессы удаления пиритной и общей серы
имели такие же закономерности, что и при удале-

нии органической серы. Полученные результаты
свидетельствуют об эффективности использова-
ния Pseudoclavibacter sp. штамм SKC/XLW-1 в де-
сульфурации органической серы угля.

В работе [13] приведены данные об эффектив-
ности использования некоторых классов грибов
при удалении органической серы из угля, что, ве-
роятно, связано с продуцированием ферментов, в
частности, сульфатаз, катализирующих окисле-
ние сульфированных фенольных соединений. В ра-
боте [41] сообщается об эффективности грибов–ба-
зидиомицетов Agrocybe aegerita в деградации ДБТ в
in vivo и in vitro. Отмечается, что A. aegerita продуци-
рует около восьми различных продуктов метабо-
лизма, в частности сульфоксид ДБТ, сульфан ДБТ
и др., которые могут окислять до 100% ДБТ, в тече-
ние 16 сут инкубации.

Для обессеривания лигнита Михаличикского
региона (Эскишехир, Турция) с низким и высоким
содержанием серы и золы были использованы
изоляты 6 разных бактерий, 5 видов плесневых
грибов и 7 разновидностей дрожжей, выделенных
из разных мест (шахты открытых, закрытых и под-
земных карьеров, корма, растения и пищевые про-
дукты) [42]. Полученные изоляты были использо-
ваны для исследования возможности биодесуль-
фурации угля. В результате исследований был
выделен эффективный изолят эндофитных гри-
бов Alterneria sp. CF1. Оптимальными условиями,
обеспечивающими удаление серы, были pH – 4,
размер частиц 0.106–0.038 мм, 1%-ная плотность
пульпы и 2%-ная концентрация инокулята. В те-
чение 12 сут инкубации удалось достичь сниже-
ния органической серы в исследуемых образцах
угля на 38% и сульфидной на 51%.

При десульфурации [43] низкосортных турец-
ких лигнитов сырым лакказным ферментом, вы-
деленным из лигнин разрушающего базидиомице-
та Trametes versicolor ATCC 200801, удалось снизить
содержание как пиритной, так и органической
серы на 35.13 и 25% соответственно. При этом,
оптимальный размер угольных частиц составлял
200 мкм, pH – 4, процесс протекал при темпера-
туре 35°С. Сложная молекулярная структура ор-
ганической серы в виде серосодержащих соеди-
нений, сложных тиофеновых кольцевых систем,
ДБТ со связью C–S, ограничивало использова-
ние ацидофильных хемолитотрофных бактерий в
удалении органической серы. Для удаления орга-
нической серы в углях могут быть использованы
гетеротрофные микроорганизмы: бактерии родов
Pseudomonas, Sulfolobus, Rhodococcus, а также бак-
териально-грибковые консорциумы и ферменты.

Таким образом, собранные в настоящем обзо-
ре данные литературы свидетельствуют о значи-
тельных успехах исследований по удалению серы
из углей с использованием различных микроор-
ганизмов. Удаление неорганической серы может
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осуществляться в основном мезофильными и уме-
ренно термофильными ацидофильными хемоли-
тотрофными бактериями родов Acidithiobacillus,
Leptospirilium и некоторыми гетеротрофными бак-
териями, родов Bacillus, Paenibacillus, Pseudomo-
nas, смешанными культурами и микробными ас-
социациями. Снижение содержания органиче-
ской серы могут осуществлять гетеротрофные
микроорганизмы родов Pseudomonas, Sulfolobus,
Rhodococcus, Brevibacterium и др. В дополнение к
ним, органическая сера также может быть удале-
на грибковой микрофлорой Agrocybe aegerita, Al-
terneria sp, бактериально-грибным консорциумом
Sulfolobus solfataricus и Phanerochaeta chrysosporium
ME446 и продуктами метаболизма грибов.

Биологическое обессеривание углей является,
несомненно, сложным биологическим процессом
и, по-видимому, обусловлено потенциалом мик-
робных ферментов и циклических комплексных
соединений, выделяемых различными микроор-
ганизмами, обитающих на углях. Проведенные к
настоящему времени исследования свидетельству-
ют о том, что биотехнологические методы биоде-
сульфурации углей в настоящее время проводятся
главным образом в масштабах лабораторий, а ши-
рокомасштабная коммерциализация этих техноло-
гий до сих пор остается недостаточно реализован-
ной. Возможный коммерческий потенциал приме-
нения биоокисления пирита из угля был изучен в
США, Италии и в Германии [44–46]. Получен-
ные весьма многообещающие результаты способ-
ствовали проектированию и строительству в ряде
стран Европы полукоммерческих пилотных уста-
новок по биодепиритизации углей [11].

Подводя итоги обзора по биодесульфурации
углей, следует отметить перспективность биотех-
нологического подхода в процессах их обессерива-
ния, что позволит решить экологические пробле-
мы, связанные с его сжиганием. Использование
потенциальных способностей микроорганизмов
окислять серу до сульфитов и сульфатов при биоде-
сульфурации высокосернистых углей позволит со-
здать биореакторы требуемых мощностей в про-
мышленных масштабах.
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Microorganisms in the Desulphurization of Coal (Review)
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Information on the use of microorganisms and mixed consortia in the biological desulfurization of coal is
summarized. Ecological problems are shown when burning high-sulfur coals, the prospects of environmen-
tally friendly and resource-saving biotechnological approaches to desulfurization of coal are considered. The
analysis of available literature indicates the enormous role of microorganisms of various taxonomic groups in
the removal of inorganic and organic sulfur in coals. The dominant role of mesophilic and moderately ther-
mophilic acidophilic chemolithotrophic bacteria (ACB) of the genus Acidithiobacillus – A. ferrooxidans,
A. thiooxidans, A. caldus, as well as some heterotrophic bacteria Bacillus subtilis and Paenibacillus polymyxa
in the removal of inorganic sulfur. Mixed cultures and associations of mesophilic and thermophilic bacteria
isolated from coal mines or from the surface structure of coal are considered as one of the effective tools in
the biosulfurization of pyrite sulfur. The possibilities of microbial desulfurization of organic coal sulfur using
heterotrophic microorganisms of the genera Pseudomonas, Sulfolobus, Rhodococcus, fungi Agrocybe aegerita,
Alterneria sp and bacterial-fungal consortia Sulfolobus solfataricus and Phanerochaeta chrysosporium ME446,
a laccase enzyme of basidiomycetes Trametes versicolor ATCC 20080.

Keywords: coal, sulfur, desulfurization, mesophilic and thermophilic ACB, heterotrophic microorganisms,
bacteria, fungi, dibenzothiophene
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Сопоставлены два пути химико-биокаталитического синтеза антибиотика цефазолина (CEZ) из
7-амино-цефалоспорановой кислоты (7-ACA) с использованием в качестве биокатализатора иммоби-
лизованной рекомбинантной синтетазы цефалоспоринов-кислот. Первый путь состоял в химическом
замещении 3-ацетокси-группы 7-ACA с помощью 2-меркапто-5-метилтиадиазола с последую-
щим биокаталитическим ацилированием аминогруппы полученной 7-амино-3-[2-метил-1,3,4-тиа-
диазол-5-ил)-тиометил]-3-цефем-4-карбоновой кислоты (TDA) метиловым эфиром 1(Н)-тетразоли-
луксусной кислоты. Альтернативой являлось биокаталитическое ацилирование аминогруппы 7-ACA
с образованием полупродукта (S-p CEZ), который затем без выделения из реакционной смеси был
химически трансформирован в CEZ. Изучение и оптимизация каждого из биокаталитических про-
цессов показало ряд важных преимуществ ацилирования 7-ACA по сравнению с ацилированием
TDA в отношении выхода процесса, концентрации продукта в конечной реакционной смеси и то-
лерантности условий протекания процесса по отношению к активности и стабильности фермента.
С учетом несомненных экологических преимуществ процесса химической трансформации S-p CEZ
в CEZ по сравнению с процессом получения TDA из 7-ACA сделан вывод о предпочтительности хи-
мико-биокаталитического синтеза CEZ по второму пути.

Ключевые слова: цефазолин, биокаталитический синтез, биокатализ, синтетаза цефалоспоринов-
кислот, растворимость, 7-аминоцефалоспорановая кислота
DOI: 10.31857/S055510992005013X

Цефазолин (6R,7R)-3-[(5-метил-1,3,4-тиади-
азол-2-ил)тиометил]-8-оксо-7-[(1H-тетразол-1-
ил)ацетиламино]-5-тиа-1-азабицикло[4.2.0]окт-
2-ен-2-карбоновая кислота (CEZ) является од-
ним из важнейших представителей класса цефа-
лоспоринов-кислот, включающего более полу-
тора десятков полусинтетических парентераль-
ных β-лактамных антибиотиков [1, 2]. Этот
антибиотик входит в перечень основных лекар-
ственных средств, рекомендуемых Всемирной
организацией здравоохранения.

В настоящее время мировое производство
CEZ составляет около 1000 метрических т в год
(в пересчете на свободную кислоту) [3] и базиру-
ется на методах химического синтеза. Исходя из
3-(ацетилоксометил)-7-амино-8-оксо-5-тиа-1-аза-
бицикло[4.2.0]окт-2-ен-2-карбоновой кислоты
(7-амино-цефалоспорановая кислота, 7-ACA)
получают 7-амино-3-[2-метил-(1,3,4-тиадиазол-5-
ил)-тиометил]-3-цефем-4-карбоновую кислоту
(TDA) путем замещения 3-ацетокси-группы дей-
ствием 2-меркапто-5-метилтиадиазола (MMTD) в

неводной среде в присутствии сильных кислот
[4, 5]. Затем аминогруппу TDA ацилируют акти-
вированными производными 1(Н)-тетразоли-
луксусной кислоты (TzAA) в неводной или вод-
но-органической среде при низкой температуре
(–40°С), используя защиту карбоксильной груп-
пы [6, 7].

Перспективной альтернативой химическому
синтезу β-лактамных антибиотиков, в том числе
CEZ и других цефалоспоринов-кислот, является
трансформация, катализируемая ферментами в
форме гетерогенных биокатализаторов. Исполь-
зование таких биокаталитических технологий поз-
воляет снизить экологическую нагрузку на окру-
жающую среду, а также повысить чистоту получа-
емых препаратов [2, 8–13].

Химико-биокаталитический синтез CEZ из
7-ACA может быть осуществлен двумя путями
(рис. 1). В первом случае 7-ACA превращают в
TDA традиционным химическим синтезом (рис. 1,
трансформация 1), а затем осуществляют биока-
талитическое ацилирование аминогруппы TDA с

УДК 577.151;579.66



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 5  2020

АЛЬТЕРНАТИВНЫЙ СИНТЕЗ ЦЕФАЗОЛИНА 453

образованием CEZ (рис. 1, трансформация 2). Аль-
тернативным путем является использование био-
катализа для ацилирования аминогруппы 7-ACA
(рис. 1, трансформация 3) с последующим химиче-
ским превращением получаемого полупродукта
CEZ (S-p СЕZ) в целевой антибиотик (рис. 1,
трансформация 4). В обоих случаях ацилирую-
щим агентом служит активированное производ-
ное TzAA, а именно ее метиловый эфир (METzAA),
то есть осуществляется процесс синтеза с ациль-
ным переносом (кинетически-контролируемый
синтез) [2, 14], где TDA или 7-ACA выступают в

качестве исходного β-лактама – ключевой ами-
нокислоты (КА), а METzAA – в качестве ацили-
рующего агента (АА).

При проведении кинетически-контролируе-
мого синтеза β-лактамного соединения (CEZ или
S-p CEZ) фермент катализирует три конкурирую-
щие реакции [2, 14]:

− синтез целевого продукта путем переноса
ацильной группы АА (METzAA) на аминогруппу
в положении С7 β-лактамного ядра КА (TDA
или 7-ACA), сопровождающийся выделением ме-
тилового спирта;

Рис. 1. Пути химико-биокаталитического синтеза CEZ. Трансформации: 1 – xимический синтез TDA из 7-ACA;
2 ‒ биокаталитический синтез CEZ из TDA; 3 – биокаталитический синтез S-p CEZ из 7-ACA; 4 – xимический син-
тез CEZ из S-p CEZ.
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− гидролиз целевого продукта с образованием
соответствующей КА и TzAA;

− гидролиз METzAA с образованием TzAA и
метилового спирта.

Достигаемый выход целевого продукта опре-
деляется соотношением скоростей перечислен-
ных реакций и зависит от условий их проведения
и от начальных концентраций исходного β-лак-
тама и АА.

Оптимизация биокаталитического синтеза
β-лактамного антибиотика для разработки эко-
номически выгодного процесса должна быть на-
правлена на достижение высокого выхода продук-
та трансформации при использовании возможно
высокой начальной концентрации КА ( ) и воз-
можно низкого мольного избытка АА над КА

 [2]. Это обеспечивает достиже-

ние высокой концентрации целевого продукта
(CEZ или S-p CEZ) в конечной реакционной
смеси при минимизации остаточных концентра-
ций субстратов (TDA или 7-ACA и METzAA) и
побочного продукта (TzAA), что необходимо для
разработки эффективной процедуры выделения
антибиотика.

Одним из ферментов, высокоспецифичных к
синтезу CEZ и других цефалоспоринов-кислот, яв-
ляется синтетаза цефалоспоринов-кислот (Cepha-
losporin-acid synthetase, CASA КФ 3.5.1.11), назы-
ваемая также цефазолин синтетазой [2]. Фермент
синтезируется штаммами Escherichia coli, которые
были получены методами химического мутаге-
неза, такими как штаммы 1787 (Коллекция куль-
тур Государственного научного центра по анти-
биотикам, Россия) [15–17], FU-99-S [18], ВКПМ
B-10182 [19, 20] и CGMCC No. 3508 [19]. Путем
клонирования гена CASA, выделенного из штам-
ма ВКПМ B-10182, были получены штаммы E. coli
ВКПМ B-12206 [20, 21] и ВКПМ B-12316 [3], яв-
ляющиеся высокоэффективными продуцентами
рекомбинантной CASA. Ген CASA был иденти-
фицирован как прямой гомолог гена пенициллин
G ацилазы (Рenicillin G acylase, PGA) из штамма
E. coli ATCC 9637, несущего множественные мута-
ции, способствующие повышению уровня синте-
за фермента и его синтетазной активности [20].

В данной работе в качестве биокатализатора
был использован фермент CASA из рекомбинант-
ного штамма E. coli ВКПМ B-12316, иммобилизо-
ванный путем ковалентного связывания с эпокси-
активированным макропористым носителем [3]
(Immobilized Enzyme CASA – IECASA).

В обзоре, посвященном синтезу цефалоспори-
нов-кислот [2], были суммированы предыдущие
исследования по биокаталитическому получению
CEZ, катализируемому PGA или CASA из штам-
мов E. coli [15–18, 22–24]. Высокий выход 98%

o
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o
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, M MCX
C

 = 
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был достигнут при трансформации 7-ACA в полу-
продукт S-p СЕZ путем биокаталитического аци-
лирования с помощью METzAA, но лишь при
низкой начальной концентрации 7-ACA (  =
= 50 мМ) и трехкратном мольном избытке MET-
zAA над 7-ACA  = 3 M/M. Биокатализатором
служила PGA, иммобилизованная на глиоксила-
гарозе [23, 24]. При биокаталитической трансфор-
мации TDA в CEZ в водной среде с использовани-
ем в качестве биокатализатора CASA из мутантно-
го штамма E. coli FU-99-S, иммобилизованной в
полиакриламидном геле [2, 18], или CASA из ре-
комбинантного штамма E. coli ВКПМ B-12206,
ковалентно связанной с макропористым носите-
лем [2, 21], был достигнут выход CEZ более 90%,
однако лишь при относительно низкой начальной
концентрации TDA (  = 60–80 мМ) и высоком
мольном избытке METzAA над TDA (  ≥ 4 M/M).

Ранее авторами было проведено исследование
влияния рН и исходных концентраций TDA и
METzAA на эффективность кинетически-контро-
лируемого синтеза CEZ, учитывающее рН-зави-
симости растворимости всех компонентов реак-
ционной смеси [3]. На основе полученных дан-
ных был разработан способ биокаталитического
синтеза CEZ в водной среде при регулируемом
ступенчатом градиенте рН, делающий возможным
осуществление процесса при высокой исходной
концентрации TDA (  = 150–200 мМ) и обеспе-
чивающий выход CEZ 92–95% при  ≤ 3.5 М/М.
Использованный при этом биокатализатор, по-
лученный нами путем иммобилизации рекомби-
нантной CASA из штамма E. coli ВКПМ B-12316
на макропористом носителе, продемонстрировал
хорошую стабильность в ходе операционных ис-
пытаний, осуществленных в Сычуаньском инду-
стриальном институте антибиотиков (Китай) [3].

Цель работы – разработка способа получения
CEZ, включающего биокаталитический синтез по-
лупродукта из 7-ACA методом ацильного перено-
са и сопоставление эффективности двух альтер-
нативных методов получения антибиотика при
использовании биокатализатора IECASA.

МЕТОДИКА
Материалы. Образцы METzAA (чистота 98%,

определена методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии, ВЭЖХ) и MMTD, (чи-
стота 97%, ВЭЖХ) предоставлены Сычуаньским
индустриальным институтом антибиотиков (Ки-
тай). Остальные использованные реагенты: 7-ACA
(“Anhui BBCA Pharmaceutical”, Китай, чистота
97%, ВЭЖХ); натриевая соль CEZ (“Sigma-Al-
drich”, США стандарт, чистота 98%, ВЭЖХ); TzAA
(“Sigma-Aldrich” США стандарт, чистота 99.9%,
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ВЭЖХ). Образец S-p CEZ с ВЭЖХ чистотой 94.8%,
использовавшийся в качестве стандарта при ана-
лизах методом ВЭЖХ, а также для изучения рас-
творимости, был выделен осаждением при рН 2.0
из реакционной смеси, полученной путем биока-
талитического синтеза с последующей очисткой
методом перекристаллизации.

Получение биокатализатора IECASA. Исполь-
зованный в работе образец IECASA был получен
путем выделения CASA из биомассы клеток штам-
ма E. coli VKPM B-12316 и иммобилизации фер-
мента на макропористом эпокси-активирован-
ном носителе Seplite LX-1000EP (“Sunresin New
Materials”, Китай) как это описано в работе [3].
Синтетазная активность IECASA, определенная по
синтезу CEZ [3], составила 420 ME/г влажного био-
катализатора при содержании сухих веществ 37.2%.

За 1 международную единицу ферментативной
(синтетазной) активности образца в реакции синте-
за цефазолина (1 МЕ) принимали количество фер-
мента, катализирующее получение 1 мкмоль про-
дукта за 1 мин в растворе, содержащем 60 мМ TDA
и 240 мМ METzAA при рН 7.5 и 30°С.

Анализ методом ВЭЖХ. Анализы проб мето-
дом ВЭЖХ осуществляли в изократическом ре-
жиме с использованием хроматографа фирмы
Gilson (США), оснащенного УФ-детектором, на
колонке Spherisorb ODS, 250 × 4 мм с размером
частиц 7.5 мкм, при температуре 30°С, скорости
потока 1.0 мл/мин и детекции при 214 или 254 нм.
В качестве мобильной фазы использовали смесь
50 мМ фосфатно-аммонийного буфера с метано-
лом. Условия анализа различных реакционных
смесей методом ВЭЖХ и времена удерживания
компонентов (RT) приведены в табл. 1.

Проведение биокаталитического синтеза S-p CEZ.
Синтез S-p CEZ осуществляли в стеклянном ре-
акторе, оснащенном механической лопастной ме-
шалкой и системами контроля и поддержания рН
и температуры, при начальном объеме реакцион-
ной смеси 75 мл. Исходный раствор субстратов
(7-АСА и METzAA) с выбранными начальными
концентрациями (  и ) готовили при 30°С и
постоянном перемешивании. Аликвоту 7-АСА
суспрендировали в 0.3 М фосфатно-натриевом бу-
фере (ФБ) с рН 8.3, суспензию перемешивали до
прекращения снижения рН, затем при интенсив-
ном перемешивании небольшими порциями до-
бавляли 2 М NaOH вплоть до полного растворения
7-АСА при рН 6.8–7.2. В полученный раствор вно-
сили аликвоту METzAA, перемешивали до раство-
рения и доводили объем раствора до 75 мл 0.3 М ФБ
с рН 7.0. При умеренном перемешивании при 30°С
запускали процесс синтеза внесением IECASA в
раствор субстратов в количестве 1.8 г влажного
биокатилизатора (концентрация фермента в реак-
ционной смеси CE = 10 МЕ/мл). В ходе синтеза рН
спонтанно снижался до 6.0, а затем его поддержи-
вали на этом уровне путем добавления 2 М NaOH
до завершения процесса. Процесс останавливали,
отделяя биокатализатор от реакционной смеси
фильтрованием на пористом стеклянном фильтре.

Для изучения динамики синтеза S-p CEZ в
пробах, отбираемых из реакционной смеси по хо-
ду процесса, методом ВЭЖХ определяли содер-
жание четырех компонентов: S-p CEZ, 7-АСА,
METzAA и TzAA. Процесс синтеза проводили до
достижения стабильного плато на зависимости те-
кущей концентрации S-p CEZ от времени. Мак-
симальную степень трансформации 7-АСА в S-p

o
KAC o

AAC

Таблица 1. Условия анализа реакционных смесей методом ВЭЖХ

Реакционная смесь Компонент
Мобильная фаза

Детекция, 
нм

RT, 
минpH буфера Содержание 

метанола, % (об./об.)

Биокаталитический синтез S-p CEZ 7-ACA 2.1 21 254 3.2–3.5
S-p CEZ 5.5–6.5
TzAA 1 214 3.0–3.3
METzAA 10–11

Модификация S-p CEZ с образованием CEZ 7-ACA 2.1 28 254 2.8–3.0
S-p CEZ 3.9–4.3
MMTD 5.3–5.7
CEZ 9.0–9.5

Биокаталитический гидролиз S-p CEZ 7-ACA 2.1 21 254 3.2–3.5
Биокаталитический гидролиз CEZ TDA 4.0 24 254 6.8–7.2
Растворимость 7-ACA 7-ACA 2.1 21 254 3.2–3.5
Растворимость S-p CEZ S-p CEZ 2.1 21 254 5.5–6.5
Растворимость CEZ CEZ 4.0 28 254 6.0–6.5
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CEZ (максимальный выход S-p CEZ  %) рас-

считывали по формуле  где  –

максимальная концентрация целевого продукта
(средние данные на плато);  – начальная кон-
центрация КА.

Определение бимолекулярных констант реакций
гидролиза CEZ и S-p CEZ. Процессы гидролиза
CEZ или S-p CEZ, катализируемые IECASA, про-
водили в конических колбах, помещенных в во-
дяной шейкер-инкубатор, при постоянном пере-
мешивании при 30°С в 0.3 М ФБ, рН 6.5, варьи-
руя начальные концентрации гидролизуемого
β-лактамного соединения (С o, мМ) в пределах от
5 до 30 мМ. Каждая реакционная смесь, объемом
10 мл содержала 30–40 мг влажного биокатализа-
тора с известным содержанием сухих веществ.
Текущую концентрацию образующейся амино-
кислоты (TDA или 7-ACA) в реакционной смеси
определяли методом ВЭЖХ, отбирая пробы каж-
дые 3–5 мин. По линейному участку кривой на-
копления продукта определяли начальную ско-
рость гидролиза CEZ или S-p CEZ в пересчете на
1 г сухого биокатализатора (V, мМ мин–1 г–1). Ре-
зультаты, согласно методу Лайнувера–Берка [25],
представляли в виде зависимости 1/V от 1/Co, по-
лученные прямые обрабатывали в программе Exсel
и рассчитывали бимолекулярные константы гидро-
литического процесса, отнесенные к 1 г сухого био-
катализатора (Vmax/Km, мин–1 г–1), где Km (мМ) –
константа Михаэлиса, Vmax (мМ мин–1 г–1) – мак-
симальная скорость ферментативной реакции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Растворимость соединений, вовлеченных в про-
цессы биокаталитического синтеза CEZ и S-p CEZ.
В реакционной смеси, получаемой при биоката-
литическом синтезе β-лактамного антибиотика
методом ацильного переноса, присутствуют че-
тыре компонента: целевой продукт (CEZ или S-p
CEZ), КА (TDA или 7-ACA), АА (METzAA) и по-
бочный продукт (TzAA). Учет их растворимости
является важным инструментом оптимизации про-
цессов биокаталитической трансформации и по-
следующего выделения целевого продукта. [3, 26].
Имеющиеся в литературе данные о растворимо-
сти указанных выше соединений, а также резуль-
таты изучения растворимости 7-ACA, S-p CEZ и
CEZ, полученные в настоящей работе, приведе-
ны в табл. 2.

Ранее [3] в условиях, моделирующих процесс
синтеза CEZ, были изучены растворимость не-
электролита METzAA, рН-зависимость раство-
римости аминокислоты TDA и продемонстриро-
ван эффект перенасыщения раствора TDA при

max,η
max

max prod
o
KA

100,
C

C
η = × max

prodC

o
KAC

снижении рН. Полученные данные позволили
разработать эффективный метод биокаталитиче-
ского синтеза CEZ в ступенчатом градиенте рН с
использованием исходной концентрации TDA
(  = 150–200 мМ), многократно превосходящей
ее растворимость при нейтральных рН, оптималь-
ных для функционирования биокатализатора.

В настоящем исследовании были изучены рН-
зависимости растворимости таких компонентов ре-
акционной смеси синтеза S-p CEZ, как КА (7-ACA)
и целевой продукт S-p CEZ, а также антибиотика
CEZ, получаемого в той же реакционной смеси
без выделения полупродукта путем замещения в
нем 3-ацетокси-группы с помощью MMTD. Вли-
яние pH на растворимость 7-АСА, S-p CEZ и CEZ
изучали методом насыщения [26, 27] в условиях,
подобранных ранее для биокаталитического син-
теза CEZ (0.3 М ФБ, 30°С) [3]. Методика проведе-
ния эксперимента описана в работах [3, 26].

Зависимость от рН растворимости (S, М) мо-
нокарбоновых кислот S-p CEZ и CEZ, а также
TzAA описывается уравнением (1):

(1)

Зависимость от рН растворимости (S, мМ) ами-
нокислот (7-ACA и TDA), имеющих по две ионо-
генные группы, описывается уравнением (2):

(2)

В условиях полного протонирования карбок-
сильной группы аминокислоты, то есть при ней-
тральных и щелочных значениях рН, применимо
уравнение (2.1):

(2.1)

В уравнениях (1), (2) и (2.1) использованы следу-
ющие обозначения:

[H+] – концентрация ионов водорода при за-
данном рН, мМ;

K1 – константа ионизации карбоксильной
группа монокарбоновой кислоты или аминокис-
лоты, мM;

K2 – константа ионизации аминогруппы ами-
нокислоты, мM;

So – растворимость индивидуальной незаря-
женной формы монокарбоновой кислоты (харак-
теристическая растворимость электролита), мM;

S± – растворимость индивидуальной электро-
нейтральной цвиттерионной формы аминокисло-
ты (характеристическая растворимость электроли-
та), мM.

o
KAC
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Использование приведенных выше уравнений
позволяло рассчитывать константы, определяю-
щие растворимость электролитов [26].

На рис. 2а показана линеаризация в координа-
тах уравнения (2.1) (S vs. 1/[H+]) эксперименталь-
ных данных, полученных при изучении влияния
рН на растворимость аминокислоты 7-ACA в обла-

сти рН, близкой к значению pK2, известному из
литературных данных (табл. 2) [28]. Линеаризация
экспериментальных данных, полученных при изу-
чении влияния рН на растворимость монокарбо-
новых кислот S-p CEZ и CEZ в кислой области
рН, представлена на рис. 2б и 2в соответственно.
Рассчитанные значения характеристической рас-
творимости (S± или So) и констант ионизации
аминогруппы аминокислоты (pK2) или карбок-
сильной группы монокарбоновых кислот (pK1) со-
поставлены с опубликованными ранее данными в
табл. 2. Величины pK2 и S± для 7-ACA, определен-
ные нами в 0.3 М ФБ при 30°С, практически совпа-
дали с константами, определенными в 0.1 М NaCl
при 20°С [28]. Сопоставление констант, опреде-
ленных для 7-ACA и TDA в одинаковых условиях
(0.3 М ФБ, 30°С), показало, что замена 3-ацеток-
си-группы на MMTD приводило к смещению ве-
личины рK2, характеризующей ионизацию амино-
группы в С7 положении β-лактама, на 0.5 единиц в
щелочную область и к 10-кратному уменьшению S±.
Это влечет за собой существенное снижение рас-
творимости аминокислоты в диапазоне рН 6.0–8.0,
используемом для осуществления биокаталити-
ческого синтеза. В случае монокарбоновых кис-
лот S-p CEZ и CEZ замена 3-ацетокси-группы на
MMTD также снижала характеристическую рас-
творимость в 10 раз. При этом величина рK1, ха-
рактеризующая ионизацию карбоксильной груп-
пы в С4 положении β-лактама, незначительно
смещалась в щелочную область (на 0.17).

Сопоставление констант, определенных для
CEZ в воде при 20°С [15] и в 0.3 М ФБ при 30°С,
свидетельствовало о том, что увеличение ионной
силы среды и повышение температуры не влияло
на величину pK1, но почти вдвое снижало харак-
теристическую растворимость So.

На рис. 3 показаны рассчитанные с использо-
ванием констант, представленных в табл. 2, теоре-
тические кривые зависимости растворимости ком-
понентов реакционных смесей, получаемых при
биокаталитическом синтезе CEZ и S-p CEZ, от рН.

Растворимость METzAA, не являющегося элек-
тролитом, не зависела от рН. Ранее было установ-
лено [3], что в 0.3 М ФБ при 30°С она составляла
1440 мМ (табл. 2), что позволяло использовать
METzAA в высоких концентрациях как АА при
биокаталитическом синтезе. В случае TzAA низкое
значение рK1 и высокое значение So (табл. 2) уже
при рН 2.7 обеспечивали высокую растворимость
S = 2560 мМ (рис. 3, 5). В области рН 6.0–8.0, где
протекают реакции, катализируемые IECASA [3],
растворимость этого побочного продукта процес-
сов синтеза с ацильным переносом столь высока,
что его выпадение в осадок не может осложнять
процесс при доступных исходных концентрациях
субстратов.

Рис. 2. Зависимость растворимости КА и продуктов
биокаталитического синтеза от рН (30°C, 0.3 M ФБ):
а – 7-ACA – в координатах уравнения (2.1); б – S-p
CEZ, в – CEZ в координатах уравнения (1).
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При биокаталитическом синтезе CEZ низкая
растворимость TDA в рабочем диапазоне рН 6.0–
8.0 (рис. 3, кривая 1) являлась основным ослож-
няющим фактором для приготовления исходной
реакционной смеси и осуществления процесса
при высокой исходной концентрации КА ( )
без выпадения осадка в ходе синтеза [3]. В диапа-
зоне рН 6.0–8.0 растворимость 7-ACA примерно в
32 раза превосходила растворимость TDA (рис. 3,
кривые 1, 2), что обеспечивало существенные пре-
имущества процесса биокаталитического синтеза
S-p CEZ по сравнению с синтезом CEZ, как на ста-
дии приготовления исходной реакционной смеси,
так и при проведении биокаталитической транс-
формации.

Кривая, описывающая зависимость раствори-
мости S-p CEZ от рН, сдвинута в сторону низких
значений рН по сравнению с соответствующей
кривой для CEZ (рис. 3, кривые 3 и 4), а уровень
значений S для полупродукта более чем в 130 раз
превосходит растворимость CEZ при том же рН.
Например, при рН 4.0 растворимость S-p CEZ и
CEZ составляла 2300 мМ и 17 мМ соответствен-
но. В рабочем диапазоне рН 6.0–8.0 оба продукта
прекрасно растворимы, что обеспечивало их со-
хранение в растворе в процессе биокаталитиче-
ской трансформации. Растворимость продуктов в
области низких рН важна для разработки метода
выделения их из конечной реакционной смеси
путем осаждения. Относительно высокая раство-
римость S-p CEZ при рН около 2.0 была негатив-
ным фактором, так как влекла за собой потери
продукта при осаждении. В этой связи целесооб-
разна разработка процесса химической трансфор-
мации S-p CEZ в CEZ непосредственно в конеч-
ной реакционной смеси после биокаталитической
трансформации без выделения полупродукта.

Биокаталитический синтез полупродукта CEZ,
катализируемый IECASA. Биокаталитическую
трансформацию 7-ACA в S-p CEZ осуществляли в
0.3 М ФБ при 30°С, CE = 10 МЕ/мл, варьируя

 в диапазоне 55–320 мМ и  в диапазоне
1.5–3.5 М/М при  не более 830 мМ, что не
превышало растворимость METzAA в условиях
опыта (табл. 2, рис. 3, кривая 6). Высокая раство-
римость 7-ACA при рН близких к нейтральному
(рис. 3, кривая 2), позволила во всем использо-
ванном диапазоне  растворять ее при рН ~ 7.0.
Это являлось существенным преимуществом пе-
ред процедурой приготовления раствора КА для
синтеза CEZ [3], когда из-за низкой растворимо-
сти TDA ее необходимо растворять при высоком
рН (вплоть до 8.5), неблагоприятном для стабиль-
ности β-лактама, при этом удавалось достичь 
не более 200 мМ. Начинать синтез CEZ приходи-
лось также при рН 8.2–8.3, неблагоприятном для
активности и стабильности IECASA [3].
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o
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o
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Синтез S-p CEZ начинали при рН 6.8–7.2 по-
сле последовательного внесения METzAA и био-
катализатора в раствор 7-ACA и проводили при
спонтанно снижающемся рН с 7.0 до 6.0, т.е. в
условиях, оптимальных для функционирования и
стабильности IECASA. Далее поддерживали
рН 6.0 до завершения трансформации. Снижение
рН по ходу процесса синтеза β-лактама обуслов-
лено образованием свободной TzAA – продукта
побочных гидролитических реакций, в первую
очередь METzAA (рис. 1). Снижение рН может
сопровождаться выпадением в осадок неацили-
рованной КА, если ее остаточная концентрация,
превысит растворимость данного соединения при
текущем рН, как это наблюдалось при трансфор-
мации слабо растворимой TDA в CEZ в спонтан-
ном градиенте рН от 8.2–8.3 до 6.0 [3]. Критиче-
ское значение рН, при котором происходило
выпадение КА, зависит от констант ионизации
аминокислоты, определяющих рН-зависимость
ее растворимости (табл. 2), а также от операцион-
ных параметров  и  определяющих при за-
данных температуре и CE степень трансформации
КА в целевой β-лактам к моменту достижения
критического рН. Для осуществления процесса
синтеза CEZ был разработан ступенчатый гради-
ент рН, при котором на фоне самопроизвольного
снижения рН реакционной смеси от начального
значения 8.2–8.3 последовательно проводили его
искусственное поддержание на уровнях 6.8 и 6.0,
что обеспечивало сохранение TDA в растворе [3].

o
KAC o,X

Рис. 3. Теоретические кривые зависимости раствори-
мости от рН, рассчитанные с использованием кон-
стант в табл. 2: 1 – TDA, 2 – 7-ACA (30°C, 0.3 M ФБ),
уравнение (2); 3 – CEZ; 4 – S-p CEZ (30°C, 0,3 M ФБ)
уравнение (1); 5 – TzAA (20°C, вода), уравнение (1);
6 – METzAA (30°C, 0.3 M ФБ).
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В настоящем исследовании трансформацию
7-ACA в S-p CEZ в диапазоне рН от 7.0 до 6.0 осу-
ществляли в спонтанном градиенте, и при этом
процесс не был осложнен выпадением КА даже
при высоком избытке METzAA (  = 3.0 М/М),
способствующем интенсивному выделению TzAA,
в сочетании с  вплоть до 275 мМ. Раствори-
мость 7-ACA закономерно падала при снижении
рН (рис. 3, кривая 2) до S = 60 мМ при рН 6.0, од-
нако в выбранных операционных условиях ее
уровень во всем рабочем диапазоне рН был доста-
точно высок для сохранения нетрансформиро-
ванной КА в растворе. Снижение избытка АА до

 = 2.5 М/М позволяло осуществить синтез S-p
CEZ в спонтанном градиенте рН и при более высо-
кой начальной концентрации 7-ACA  = 320 мМ.

На рис. 4 показана зависимость от времени со-
става реакционной смеси, образующейся при ки-
нетически-контролируемом синтезе S-p CEZ, ка-
тализируемом IECASA, а именно, динамика рас-
хода КА 7-ACA и АА METzAA, а также динамика
накопления целевого β-лактама S-p CEZ и по-
бочного продукта TzAA. При этом динамика от-
носительной концентрации S-p CEZ отражает за-
висимость выхода целевого продукта синтеза от
времени по отношению к содержащему β-лактам
субстрату (7-ACA). Важной особенностью про-
цесса является наличие продолжительного плато
на кривой накопления S-p CEZ, когда достигает-
ся максимальный выход продукта ( ). Как и в
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o
KAC

oX

o
KAC

maxη

случае синтеза CEZ, катализируемого IECASA [3],
наличие плато объясняется установлением продол-
жительного кинетического равновесия между
процессами синтеза и гидролиза β-лактамного
продукта. Сохранение 100%-ного баланса как по
β-лактам-, так и по тетразолил-содержащим
компонентам (рис. 4) свидетельствовало об от-
сутствии в системе неконтролируемых побоч-
ных процессов, в том числе связанных с разру-
шением β-лактама.

С целью оптимизации процесса синтеза S-p
CEZ, катализируемого IECASA, была осуществ-
лена серия экспериментов при различных 
(55–320 мМ) и  (1.5–3.5 М/М) в стандартных
условиях, выбранных ранее [3] для синтеза CEZ
(30°С, CE = 10–12 МЕ/мл, 0.3 М ФБ). Был исполь-
зован спонтанный градиент рН от рН 7.0 ± 0.2 до
рН 6.0, с последующим поддержанием рН 6.0 ± 0.1
с помощью добавления 2 М раствора NaOH до за-
вершения процесса. Эффективность процесса ха-
рактеризовали величиной максимального выхода
S-p CEZ (  %), рассчитанного как среднее зна-
чение на плато накопления целевого продукта. Вре-
мя достижения максимальной концентрации S-p
CEZ в реакционной смеси составляло 25–50 мин, в
зависимости от операционных условий.

Полученные результаты по синтезу S-p CEZ,
катализируемому IECASA, обобщены в виде зави-
симостей максимального выхода продукта от 
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max,η

o
KAC

Рис. 4. Изменение состава реакционной смеси (относительные концентрации, %) от времени при синтезе S-p CEZ,
катализируемом IECASA (30°C, 0.3 M ФБ, CE = 10 МЕ/мл,  = 320 мМ,  = 800 мМ,  = 2.5 М/М). 1 – 7-ACA;
2 – S-p CEZ, рассчитаны по отношению к  3 – баланс (%) по β-лактаму, сумма относительных концентраций
7-ACA и S-p CEZ; 4 – METzAA; 5 – TzAA, рассчитаны по отношению к  6 – баланс (%) по TzAA – сумма относи-
тельных концентраций S-p CEZ, METzAA и TzAA.
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(рис. 5, кривые 1, 1а) и от  (рис. 6, кривая 1), а
также сопоставлены с полученными ранее резуль-
татами по биокаталитическому синтезу CEZ [3]
(рис. 5, кривые 2, 3; рис. 6, кривые 2, 3). Осу-
ществление синтеза CEZ в спонтанном градиенте
рН (рис. 5, кривая 3; рис. 6, кривая 3) позволило
достичь  = (92 ± 2)%, но только при  =
= 100–140 мМ и  = 3.1–3.5 М/М (рис. 5, кри-
вая 3). Повышение исходной концентрации TDA
до  ≥ 145 мМ приводило к падению выхода
CEZ до 85% и ниже (рис. 6, кривая 3) из-за выпа-
дения осадка TDA при снижении рН в ходе про-
цесса. Выпадение TDA в осадок удавалось предот-
вратить при осуществлении синтеза CEZ в сту-
пенчатом градиенте рН (рис. 5, кривая 2; рис. 6,
кривая 2). При этом в диапазоне концентраций
TDA  = 150–200 мМ при  = 3.1–3.5 М/М до-
стигался выход  = (93.5 ± 1.5)%. Эти условия
могут быть приняты как оптимальные для синте-
за CEZ, катализируемого IECASA.

S-p CEZ удавалось синтезировать с более вы-
соким выходом  = (96.5 ± 1.5)% в спонтанном
градиенте рН в пределах концентраций 7-ACA
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max
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maxη

 = 175–275 мМ при  = 3.0 М/М ( рис. 5, кри-
вая 1; рис. 6, кривая 1). Существенно, что при вы-
соких концентрациях 7-ACA кривая зависимости

 от  (рис. 6, кривая 1) выходила на плато
при  = 3.0 М/М, а снижение мольного избытка
до  = 2.5 М/М сопровождалось незначительным
падением выхода до  = (95.0 ± 1.5)% (рис. 5,
кривая 1а).

Увеличение выхода в процессе кинетически-
контролируемого синтеза, катализируемого
IECASA, при замене TDA на 7-ACA являлось, в
частности, результатом меньшей специфично-
сти фермента к побочной реакции гидролиза це-
левого β-лактама (S-p CEZ по сравнению CEZ).
Специфичность IECASA к гидролизу CEZ и S-p
CEZ оценивали по бимолекулярным констан-
там соответствующих процессов, определен-
ным по методу Лайнувера–Берка (рис. 7). Бимо-
лекулярные константы гидролитических процессов
(Vmax/Km, мин–1 г–1), рассчитанные по представлен-
ным прямым, составляли 0.24 ± 0.01 мин–1 г–1 и
0.18 ± 0.01 мин–1 г–1 для CEZ и S-p CEZ соответ-
ственно, т.е. целевой продукт кинетически-кон-
тролируемого синтеза S-p CEZ гидролизовался

o
KAC oX

maxη oX
oX

oX
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Рис. 5. Зависимость максимального выхода β-лак-
тамного продукта (  %) от исходной концентра-
ции КА (  мМ) при синтезе с ацильным перено-
сом, катализируемом IECASA (30°C, 0.3 M ФБ, CE =
= 10–12 МЕ/мл): 1 – синтез S-p CEZ из 7-ACA и
METzAA; спонтанный градиент рН в диапазоне от
7.0 ± 0.2 до 6.0, далее поддержание рН 6.0 ± 0.1;  =
= 2.9–3.1 М/М; 1а – то же при  = 2.5 М/М; 2 – син-
тез CEZ из TDA и METzAA при  = 3.1–3.5 М/М,
ступенчатый градиент рН от 8.2–8.3 с поддержанием
рН 6.8 ± 0.1 и рН 6.0 ± 0.1; 3 – синтез CEZ из TDA и
METzAA при  = 3.1–3.5 М/М, спонтанный градиент
рН от 8.2–8.3 до 6.0, далее поддержание рН 6.0 ± 0.1.
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Рис. 6. Зависимость максимального выхода β-лак-
тамного продукта (  %) от исходного мольного
избытка АА над КА (  М/М) при синтезе с ациль-
ным переносом, катализируемом IECASA при 30°C,
0.3 M ФБ, CE = 10 МЕ/мл: 1 – синтез S-p CEZ из
7-ACA и METzAA при  = 180–330 мМ; спонтан-
ный градиент рН в диапазоне от 7.0 ± 0.2 до 6.0, далее
поддержание рН 6.0 ± 0.1; 2 – синтез CEZ из TDA и
METzAA;  = 150–200 мМ; ступенчатый градиент
рН от 8.2–8.3 до 6.0 с поддержанием уровней рН 6.8 ±
± 0.1 и рН 6.0 ± 0.1; 3 – то же при  = 145–170 мМ;
спонтанный градиент рН от 8.2–8.3 до 6.0, далее под-
держание рН 6.0 ± 0.1.
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IECASA на 30% менее эффективно, чем продукт
синтеза CEZ.

Оптимизация процесса синтеза β-лактама, ка-
тализируемого IECASA, была направлена на дости-
жение максимального выхода целевого продукта
при максимальной допустимой величине  и ми-
нимальной допустимой величине  что обеспе-
чивало высокую концентрацию целевого продук-
та в реакционной смеси после трансформации
при минимизации содержания примесей (оста-
точная КА и TzAA – продукт побочных гидроли-
тических процессов). В табл. 3 результаты ряда
экспериментов по синтезу CEZ и S-p CEZ в раз-
личных условиях сопоставлены по параметрам
эффективности процесса, таким как максималь-
ный выход продукта по отношению к β-лактамно-
му субстрату (  %) и состав конечной реакци-
онной смеси после трансформации. В конечной
реакционной смеси определяли концентрации це-
левого продукта (CEZ или S-p CEZ) – Сprod (мМ),
КА (TDA или 7-ACA) – СКА (мМ) и суммарную кон-
центрацию АА и побочного продукта (METzAA и

o
KAC

o,X

max,η

TzAA) – СME + TzAA (мМ). Последние два компонен-
та учитываются суммарно, так как перед выделе-
нием целевого продукта остаточный METzAA лег-
ко может быть гидролизован до TzAA.

Осуществление синтеза CEZ в оптимальных
условиях с использованием ступенчатого градиен-
та рН позволило при  = 3.4 М/М, исходя из мак-
симально допустимой  = 200 мМ (табл. 3), осу-
ществить трансформацию с выходом  = 93.9%
и достичь в реакционной смеси концентрации
антибиотика Сprod = 190 мМ при СКА = 12 мМ и
СME + TzAA = 490 мМ. Процесс синтеза S-p CEZ при
практически такой же  = 204 мМ был осуществ-
лен в более простом спонтанном градиенте рН с су-
щественно более высоким выходом  = 97.7%,
несмотря на использование меньшего избытка
ацилирующего агента  = 3.0 М/М (табл. 3). Это
обеспечило повышение концентрации целевого
β-лактама в реакционной смеси до Сprod = 200 мМ
при соответствующем снижении СКА и СME + TzAA
до 5 и 415 мМ соответственно. Использование
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Рис. 7. Определение бимолекулярных констант гидролиза CEZ (1) и S-p CEZ (2), катализируемого IECASA при 30°С
и 0.3 М ФБ, методом Лайнувера–Берка.
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Таблица 3. Параметры эффективности процессов синтеза CEZ и S-p CEZ, катализируемых IECASA

Синтезируемый
β-лактам

Условия процесса
 %

Конечная реакционная смесь

Исходный рН Градиент рН  мМ  М/М Сprod, мМ СКА, мМ СME + TzAA, мМ

CEZ 8.3 Ступенчатый 200 3.4 93.9 190 12 490
S-p CEZ 7.05 Спонтанный 204 3.0 97.7 200 5 415

7.20 Спонтанный 276 3.0 95.7 265 12 565
7.20 Спонтанный 322 2.5 94.5 305 18 500

max,ηo
KA,C o,X
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более высоких исходных концентраций 7-ACA
= 276 мМ и  = 322 мМ (табл. 3) позволило

достичь высокого выхода S-p CEZ около 95% и
увеличить концентрацию целевого продукта в ре-
акционной смеси в 1.3–1.5 раза по сравнению с
оптимальным процессом синтеза CEZ практически
без увеличения остаточного содержания КА. При
этом по сравнению с оптимальным процессом син-
теза CEZ величина СME + TzAA возросла на 15% при

 = 3.0 М/М и лишь на 2% при  = 2.5 М/М.
S-p CEZ может быть трансформирован в CEZ

непосредственно в реакционной смеси, получен-
ной при биокаталитическом синтезе, после от-
деления биокатализатора. Инкубация с MMTD,
взятом в трехкратном мольном избытке по отно-
шению к S-p CEZ, позволяла при 65°С и рН 6.0–
6.5 достичь степени трансформации полупродук-
та в CEZ, равной 96.5%. Оптимизация процесса
трансформации будет осуществлена в ходе даль-
нейших исследований, связанных с разработкой
процесса выделения и очистки CEZ.

Сопоставление биокаталитического синтеза
CEZ, исходя из TDA, и S-p CEZ, исходя из 7-ACA,
(рис. 1, стадии 2 и 3) свидетельствовало о ряде
важных преимуществ второго процесса:

− приготовление исходного раствора 7-ACA
при нейтральном рН (вместо рН 8.2–8.5 для рас-
твора TDA) с достижением более высокой 

− осуществление процесса синтеза S-p CEZ в
простом спонтанном градиенте рН 7.0–6.0, бла-
гоприятном для активности и стабильности фер-
мента, вместо ступенчатого градиента рН от 8.3
до 6.0, используемого при синтезе CEZ;

− повышение выхода целевого β-лактама в оп-
тимизированных для каждого процесса условиях
с (93.5 ± 1.5)% до (96.5 ± 1.5)%;

− повышение концентрации целевого β-лакта-
ма в конечной реакционной смеси в 1.3–1.5 раза;

− возможность использования продукта био-
каталитического ацилирования 7-ACA метило-
вым эфиром TzAA в качестве полупродукта для
получения не только CEZ, но и цефалоспорино-
вого антибиотика цефтезола.

Получение CEZ через трансформации 3 и 4
(рис. 1) может быть осуществлено как единый
процесс без выделения S-p CEZ из реакционной
смеси. Следует отметить также, что процесс хи-
мической трансформации S-p CEZ в CEZ (рис. 1,
трансформация 4), протекающий при 30°С в вод-
ной среде, с экологической точки зрения предпо-
чтительнее получения TDA из 7-ACA (рис. 1,
трансформация 1), осуществляемого при низкой
температуре (–40°С) в среде токсичных реагентов
(BF3, CH3CN). Можно заключить, что химико-
биокаталитический синтез CEZ по пути прямого
биокаталитического ацилирования 7-ACA пред-
ставляется перспективной заменой традицион-

o
KAC o

KAC

oX oX

o
KA;C

ному пути, использующему биокаталитическое
ацилирование TDA.

Работа выполнена в рамках Государственного
задания № 593-00003-19 ПР “Фундаментальные и
прикладные научные работы в области биотехно-
логии”.
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Alternative Synthesis of Cefazolin Using Cephalosporin-Acid Synthetase 
A. V. Sklyarenkoa, *, I. A. Groshkovaa, A. I. Sidorenkoa, and S. V. Yarotskya

aState Research Institute for Genetics and Selection of Industrial Microorganisms 
of National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia

*e-mail: asklyarenko@yandex.ru

Two routes of chemical-enzymatic synthesis of cefazolin (CEZ) starting from 7-aminocephalosporanic acid
(7-ACA) using immobilized recombinant cephalosporin-acid synthetase as the biocatalyst were compared.
The first one consists of chemical substitution of 3-acetoxy group of 7-ACA using 2-mercapto-5-methylth-
iadiazol followed by enzymatic acylation of amino group of produced 7-amino-3-[2-methyl-(1,3,4-thiadi-
azol-5-il)-thiomethyl]-3-cephem-4-carboxylic acid (TDA) with methyl ester of 1(H)-tetrazolylacetic acid.
The alternative one consists of enzymatic acylation of amino group of 7-ACA and chemical transformation
of produced semi-product (S-p CEZ) to CEZ without S-p CEZ isolation from the reaction mixture. Study
and optimization of both enzymatic processes were performed. It was shown that acylation of 7-ACA has
some important advantages as compared to the acylation of TDA, namely, in relation to the yield, to the con-
centration of the product in final reaction mixture, and to the tolerance of reaction conditions for the
enzyme activity and stability. Taking in to account the environmental benefits of the chemical transforma-
tion of S-p CEZ to CEZ compare with the preparation of TDA from 7-ACA it was concluded that chemi-
cal-enzymatic synthesis of CEZ on the second route is promising.

Ключевые слова: cefazolin, enzymatic synthesis, biocatalysis, cephalosporin-acid synthetase, solubility,
7-aminocephalosporanic acid
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Получены мутантные штаммы галотолерантного метанотрофа I типа Methylotuvimicrobium alcaliphi-
lum 20Z с инактивированным геном sps, кодирующим сахарозофосфатсинтазу, и делецией кластера
генов синтеза и распада гликогена. Блокирование путей синтеза сахарозы и гликогена приводило к
увеличению содержания белка в клетках, но при этом несколько снижалась скорость роста метано-
трофа на метане. В работе показана принципиальная возможность относительно стабильного роста
метанотрофа в отсутствие синтеза запасных соединений углерода.
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Аэробные метанотрофы – бактерии, исполь-
зующие метан в качестве единственного источни-
ка углерода и энергии, могут быть использованы
в биотехнологиях получения разнообразных ме-
таболитов с добавленной стоимостью из метана,
включая кормовой белок “гаприн” [1, 2]. Среди
продуцентов гаприна наиболее изучены предста-
вители рода Methylococcus, обладающие высокой
скоростью роста и высокой метаболической гиб-
костью [3, 4]. Изучение метанотрофов в отноше-
нии их способности продуцировать биомассу,
пригодную для использования в качестве эффек-
тивной белковой добавки в корм сельскохозяй-
ственных животных, получило новый импульс в
связи с увеличением числа новых таксонов этих
бактерий и секвенированием геномов типовых
представителей. Расшифровка последовательно-
стей геномов метанотрофов позволила проводить
направленную генетическую модификацию их
метаболизма с целью расширения их биотехноло-
гического потенциала. Активно идущие в настоя-
щее время работы по метаболической инженерии
метанотрофов в основном направлены на получе-
ние продуктов с высокой добавленной стоимо-
стью [5–7], тогда как работы по улучшению каче-

ства кормовых добавок перспективных штаммов
пока отсутствуют.

Одним из примеров метанотрофов с высокой
скоростью роста является галотолерантный ме-
танотроф Methylomicrobium alcaliphilum 20Z,
выделенный из содового озера Шара-Нур (Тыва,
Россия) [8, 9]. Полная последовательность
генома штамма 20Z представлена в GeneBank
(NC_016112.1) являясь основой для детальной ха-
рактеристики основных путей метаболизма и ре-
акций на осмотические стрессы [10]. В геноме
метанотрофа выявлены три копии оперона рибо-
сомальной РНК. Как известно, количество опе-
ронов рРНК определяет важные физиологиче-
ские свойства бактерий, такие как скорость и эф-
фективность роста, а также быструю адаптацию к
повышенной температуре и доступным ростовым
субстратам [11, 12]. На основании сравнительного
геномного анализа метанотрофов I типа, эта бакте-
рия была недавно ре-классифицирована как пред-
ставитель нового рода Methylotuvimicrobium [13].
Способность M. alcaliphilum 20Z к быстрому и
устойчивому росту в широком диапазоне солености
среды (0.5–10% NaCl) и рН (7.5–10), позволила
использовать штамм в качестве модельного орга-
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низма при изучении феномена метанотрофии и
оценки метаболического потенциала этих бакте-
рий [14]. Эти же характеристики ставят M. alca-
liphilum 20Z в ряд потенциально перспективных
продуцентов гаприна. Изучение метаболизма
M. alcaliphilum 20Z показало, что штамм накап-
ливает запасные углеводы – сахарозу и глико-
ген [8, 15, 16]. Накопление запасных углеводов
сопровождается расходованием значительной до-
ли углерода и энергии ростового субстрата, снижая
содержание белка в конечном продукте. Показано,
что у метанотрофов, аналогично растениям и ци-
анобактериям, синтез сахарозы происходит с уча-
стием двух ферментов – сахарозофосфатсинтазы
(SPS) и сахарозофосфатфосфатазы (SPP). В преды-
дущих исследованиях было обнаружено, что му-
тант M. alcaliphilum с делецией гена sps не накап-
ливал сахарозу и не отличался по скорости роста
на метаноле от исходного штамма [15]. Влияние
накопления внутриклеточных полисахаридов на
ростовые характеристики штамма 20Z практиче-
ски не изучено, но показано, что уровень глико-
гена в лимитированных по азоту условиях может
достигать 35% от веса сухих клеток [8].

Цель работы – получение модифицированных
штаммов M. alcaliphilum 20Z с нарушениями в био-
химических путях синтеза сахарозы и гликогена и
изучение влияния этих метаболических дефектов
на относительное содержание белка в клетках.

МЕТОДИКА

Бактерии и условия культивирования. Культу-
ру Methylotuvimicrobium alcaliphilum 20Z (VKM
B-2133T = NCIMB 14124T) и модифицированные
штаммы этого метанотрофа выращивали при
30°С в минеральной среде “2П”, являющейся мо-
дификацией среды “П” [17] и содержащей (г/л):
Na2HPO4 · 12H2O – 1.5; KH2PO4 – 0.7; KNO3 – 2.0;
MgSO4 · 7H2O – 0.4; CaCl2 – 0.04 и 2 мл/л раство-
ра микроэлементов (в мг/л): ЭДТА-Na2 – 5000;
FeSO4 · 7H2O – 2; ZnSO4 · 7H2O – 0.1; MnCl2 ·
· 4H2O – 0.03; CuCl2 · 5H2O – 0.04; CoCl2 · 6H2O –
0.2; NiCl2 · 6H2O – 0.2; Na2MoO4 – 0.03. В среду
вносили 3% NaCl (оптимальная концентрация для

штамма 20Z), перед засевом добавляли NaHCO3 в
конечной концентрации 0.1 М. При определении
удельной скорости роста, культуры выращивали
в герметично закрытых флаконах объемом 200 мл,
содержавших 30 мл среды. Во флаконы шпри-
цем добавляли по 50 мл СН4 или 0.5% метанола
(об./об.). Штаммы Escherichia coli Top10 и S-17-1
выращивали при 37°С в жидкой или на агаризо-
ванной (1.5% агара “Difco”, США) среде ЛБ [18] с
добавлением при необходимости 100 мкг/мл ка-
намицина (Км).

Конструирование мутантных штаммов. Для эли-
минации гена sps (MALCv4_0614), кодирующего са-
харозофосфатсинтазу (СФС, КФ 2.4.1.14), а также
генного кластера (MALCv4_3499–MALCv4_3508),
содержащего два гена гликогенсинтаз (рис. 1),
фрагменты ДНК, фланкирующие данные локусы,
амплифицировали с использованием праймеров
(табл. 1) и клонировали в вектор pCM433Kan [19]
по сайтам BglII и NdeI, SacII и SacI. Полученным
вектором pCMsps трансформировали клетки E. coli
S-17-1, затем плазмиду переносили в клетки мета-
нотрофа с помощью конъюгации, как описано
ранее в работе [20]. Культуры M. alcaliphilum 20Z и
E. coli S-17-1 выращивали на соответствующих
агаризованных средах, затем суспендированные
клетки двух бактерий смешивали на чашках с ага-
ризованной средой “2П”, содержащей 0.75% NaCl
и 2.5% среды LB. Чашки выдерживали в атмосфе-
ре смеси метана и воздуха (1 : 1) в течение 2 сут,
затем клетки высевали на агаризованную среду
“2П”, содержащую 3% NaCl и 100 мкг/мл Км.
Устойчивые к канамицину колонии выращивали
в жидкой среде с Км, затем суспензию клеток
(около 100 мкл) высевали на агаризованную среду
“2П”, содержащую 2.5% сахарозы. Выросшие в
результате, устойчивые к сахарозе колонии, пред-
ставляли собой дикий тип или мутант с желаемой
делецией [21]. Генотип устойчивых к сахарозе ко-
лоний проверяли с помощью ПЦР, отбирая коло-
нии, не содержащие гена sps. В результате был по-
лучен делеционный мутант Δspsum, не несущий
маркеров устойчивости к антибиотикам. Для по-
лучения двойного мутанта Δspsglgum вышеуказан-
ную процедуру повторяли, внося в клетки штам-

Рис. 1. Кластер генов, ответственных за метаболизм гликогена у M. alcaliphilum 20Z: glgA1, glgA2 – гены гликогенсинтаз;
glgB1, glgB2 – гены ферментов ветвления гликогена; glgС – ген АДФ-глюкопирофосфорилазы; manB – ген α-маннозида-
зы; malQ – ген 4-α-глюкантрансферазы; amyА, amyC – гены α-амилаз; ? – ген белка с неизвестной функцией.

glgA1 glgB1 glgC manB malQ amyC glgA2 amyA glgB2
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ма Δspsum плазмиду pCMglg, полученную клони-
рованием в вектор pCM433Kan фрагментов ДНК,
фланкирующих кластер метаболизма гликогена,
по сайтам AatII, BglII и ApaI, SacI.

Олигонуклеотиды синтезировали в фирме “Ев-
роген” (Россия), ДНК секвенировали в фирме
“Генотех” (Россия).

Количественный анализ сахарозы и гликогена. Для
количественного анализа метаболитов клетки ди-
кого и мутантных штаммов M. alcaliphilum выращи-
вали до начала стационарной фазы (ОП 1.0–1.2) в
качалочных колбах объемом 750 мл с 200 мл среды
“2П”. Газовую фазу в колбах заменяли смесью ме-
тана и воздуха в соотношении 1 : 1, или в каче-
стве углеродного субстрата использовали метанол
(0.5% вес/об.) Клетки собирали центрифугирова-
нием при 6000 g в течение 10 мин, полученную
биомассу лиофилизировали. Для измерения со-
держания сахарозы навески сухих клеток (~30 мг)
суспендировали в 80%-ном метаноле, обрабатыва-
ли ультразвуком 3 раза по 10 с с перерывами по
1 мин на дезинтеграторе “MSE” (Фирма, Англия),
а затем центрифугировали 5 мин при 14500 g. Су-
пернатант переносили в чистые пробирки и упа-
ривали, сухой остаток растворяли в 200 мкл де-
ионизованой воды и дважды экстрагировали хло-
роформом. Водную фракцию использовали для
измерения сахарозы методом ВЭЖХ на колонке
“Repro-Gel H + column” (9 мкм, 250 × 8 мм,
“Dr.Maisch”, Германия) с использованием ре-
фрактометрического детектора. В качестве по-
движной фазы использовали 1.0 мМ Н2SO4 со
скоростью протока 0.5 мл/мин, температура ко-
лонки составляла 50°С.

Для экстракции гликогена 10 мг сухих клеток
суспендировали в 30%-ном КОН, выдерживали
при 95°С в течение 30 мин. Полученный лизат
охлаждали во льду, добавляли два объема этанола,
выдерживали при –20°С в течение 1 ч, центрифуги-
ровали при 14500 g 10 мин. Осадок растворяли в де-

ионизованой воде, доводя рН до 3.0 5 М HCl и вновь
осаждали этанолом в соотношении 1 : 1 (об./об.).
Образцы инкубировали 1 ч при –20°С, центрифу-
гировали 10 мин при 14500 g, осадок высушивали
и растворяли в деионизованой Н2О. Концентра-
цию гликогена определяли с помощью набора
“Glycogen Assay kit” (“Sigma”, США) согласно ре-
комендациям производителя. Для определения
содержания белка в биомассе навески лиофилизи-
рованных клеток (около 10 мг) суспендировали
в 1 M NaOH, прогревали в микроволновой печи
3 раза по 10 с с мощностью 600 кВт. Образцы цен-
трифугировали 10 мин при 14500 g, надосадочную
жидкость переносили в чистые пробирки. Кон-
центрацию белка определяли методом Лоури.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Получение мутантных штаммов и анализ их ро-
стовых характеристик. Ранее инсерцией канами-
циновой кассеты в последовательность гена sps
нами был получен штамм M. alcaliphilum, который
не накапливал сахарозу [15]. Поскольку культи-
вирование таких штаммов предполагает приме-
нение антибиотика, а для объединения в одном
штамме ряда мутаций требуется нескольких ан-
тибиотиков, в работе использовали методологию
получения безмаркерных мутаций контрселекци-
ей с геном sacB [21], ранее применявшуюся для
получения мутаций у галотолерантного метано-
трофа M. buryatense 5GB1 [19]. Ген sacB кодирует
периплазматическую левансахаразу, его экспрес-
сия у грамотрицательных бактерий, инкубируе-
мых в присутствии экзогенной сахарозы, вызыва-
ет летальный эффект, предположительно обу-
словленный синтезом фруктозильного полимера,
левана, который полностью заполняет периплаз-
матическое пространство клетки [22]. Сначала был
получен безмаркерный штамм Δspsum с делецией ге-
на sps. Далее из хромосомы этого штамма был уда-

Таблица 1. Праймеры, использованные в работе

Праймер Мишень Последовательность (5'-3')

sps-up-F Участок ДНК, фланкирующий ген sps
с 5'-конца

TTAGATCTGTTTGATTTTTAAGAGTCGAGGATT

sps-up-R TACATATGCGATTTGCCGAAGGCTATTT

sps-dw-F Участок ДНК, фланкирующий ген sps
с 3'-конца

TTCCGCGGCATGATATCGTTGCAGGGGATTCC

sps-dw-R TTGAGCTCCAGGAAATTCGCGTTGTTGC

glg-up-F Участок ДНК, фланкирующий ген glgA1 
с 5'-конца

GAGACGTCGCTCAACCGACTCATTGACG

glg-up-R GTGATCTGGGATGAATCGGCCTCATTCG

glg-dw-F Участок ДНК, фланкирующий ген glgB2 
с 3'-конца

GAGGGCCCGTGGAATAGTAGCGCTAAAC

glg-dw-R GAGAGCTCGATCAAAATCCGGCGTCGGGGGTCG
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лен кластер, содержащий гомологичные гены glgA1
и glgA2, кодирующие гликогенсинтазы (с 19%-ной
идентичностью транслированных аминокислот-
ных последовательностей), включающий также
гены glgB1 и glgB2, кодирующие ферменты ветв-
ления гликогена (рис. 1). В результате получен
штамм Δspsglgum.

Скорость роста полученного мутанта Δspsum

(0.05 ± 0.02 ч–1) на метане оказалась ниже, чем
штамма дикого типа (0.094 ± 0.006 ч–1) и штамма
Δspsglgum (0.089 ± 0.03 ч–1), снижался также выход
биомассы у мутантов (рис. 2). Однако начальная
скорость роста штамма Δspsum на метаноле не от-
личалась от скорости роста штамма дикого типа,
а оптическая плотность культуры к началу стаци-
онарной фазы была примерно на 30% выше.

Накопление сахарозы и гликогена клетками му-
тантных штаммов. Штаммы Δspsum и Δspsglgum не
накапливали сахарозу, в то время как содержание
этого дисахарида в клетках штамма дикого типа,
растущего на метане, составило 25 ± 10 мг/г сухой
биомассы и 45 ± 3 мг/г выращенных на метаноле
клеток.

Уровень гликогена в клетках штаммов 20Z и
Δspsum, выращенных на метаноле, был в 2 раза вы-
ше, чем при выращивании на метане, но суще-
ственных различий в содержании гликогена меж-
ду штаммами 20Z и Δspsum не выявлено. У штамма
Δspsglgum гликоген не обнаружен (рис. 3а). В клет-
ках штамма Δspsum, выросших на метане, содержа-
ние белка было на 30% больше по сравнению с
клетками дикого типа, а в клетках штамма Δspsglgum

выше на 50% (рис. 3б). Однако видимых различий
в содержании белка у выращенных на метаноле
штаммов 20Z и Δspsum не выявлено.

Таким образом, получены модифицированные
штаммы облигатного метанотрофа I типа M. alca-
liphilum 20Z с нарушенным синтезом запасных уг-
леродных соединений – сахарозы и гликогена.
Данные метаболические дефекты по-разному вли-
яли на физиологические свойства метанотрофа
при его выращивании на метане или метаноле.
Гликоген закономерно не обнаружен при элими-
нации кластера генов, который кроме ферментов
синтеза гликогена, гликогенсинтаз, кодирует так-

Рис. 2. Динамика роста M. alcaliphilum 20Z (1), штам-
ма Δspsum с делецией гена синтеза сахарозы (2) и
двойного мутанта Δspsglgum (3) на метане (а) и мета-
ноле (б).
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Рис. 3. Содержание гликогена (а, мг/г сухой биомас-
сы) и белка (б, мг/г сухой биомассы) в клетках штам-
ма M. alcaliphilum дикого типа (20Z) и штамма с деле-
цией гена синтеза сахарозы (Δspsum) и двойного му-
танта (Δspsglgum) при росте на метане (черные столбцы)
и метаноле (штрихованые столбцы).
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же сопутствующие ферменты ветвления и распада
гликогена (АДФ-глюкопирофосфорилазу, α-ман-
нозидазу, 4-α-глюкантрансферазу и две α-амила-
зы) (рис. 1). В работе показана принципиальная
возможность относительно стабильного роста ме-
танотрофа в отсутствие синтеза запасных соедине-
ний углерода и энергии.

У M. alcaliphilum 20Z функционирует два меха-
низма синтеза гликогена из первичных метаболи-
тов рибулозомонофосфатного пути ассимиляции
С1 соединений (рис. 4). Метанотрофы синтезиру-
ют сахарозу с участием сахарозофосфатсинтазы
(Sps, КФ 2.4.1.14) и сахарозофосфатфосфатазы (Spp,
КФ 3.1.3.24), конденсируя фруктозо-6-фосфат и
УДФ-глюкозу, выделяя при этом неорганический
фосфат. На следующем этапе амилосахараза (Ams,
КФ 2.41.4) осуществляет перенос гликозильного
остатка сахарозы на гликоген с образованием сво-

бодной фруктозы. Фруктоза может быть преобразо-
вана обратно во фруктозо-6-фосфат АТФ-зависи-
мой фруктокиназой (FruK, КФ. 2.7.1.4) [16]. Гены,
кодирующие ферменты синтеза и последующего
метаболизма сахарозы у метанотрофов I типа рас-
положены в одном опероне sps–spp–fruK–ams и
детерминируют так называемый “цикл сахаро-
зы” [16]. Для синтеза гликогена через цикл саха-
розы требуются две молекулы нуклеотидтрифос-
фата (НТФ). Этот путь является более энергоза-
тратным по сравнению с путем, осуществлямым
при участии АДФ-глюкопирофосфорилазы и гли-
когенсинтазы, в котором для присоединения гли-
козильного остатка к праймеру гликогена тратит-
ся только одна молекула НТФ (рис. 4). При этом
негативное влияние элиминации Sps на скорость
роста на метане весьма оказалось неожиданным.
Известно, что монооксигенирование СН4 проис-

Рис. 4. Пути синтеза гликогена у M. alcaliphilum 20Z: через сахарозу в качестве промежуточного метаболита (синие
стрелки) или прямой путь с участием гликогенсинтаз (красные стрелки).

АДФ-глюкоза

Фруктозо-6-Ф

Сахароза

Сахарозо-6-ФATФ

Фруктоза

АДФ

Глюкозо-1-Ф

УДФ-глюкоза

ФФн ФФн

УTФ ATФ

AДФ

Фн

УДФ

СН4 СН3ОН СН2О НСООН СО2

Гексулозо-6-Ф

Рибулозо-5-Ф

Глюкозо-6-Ф

Фруктокиназа

Амилосахараза

Гликогенсинтаза

Сахарозофосфат-
синтаза

Гексулозофосфат-
синтаза

АДФ-глюкопиро-
фосфорилазаУДФ-глюкопиро-

фосфорилаза

Сахарозофосфат
фосфатаза

Фосфоглюкомутаза

Гексулозофосфат-
изомераза

Глюкозофосфатизомераза

(Гликоген)n+1

(Гликоген)n



470

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 5  2020

БУТ и др.

ходит с потреблением восстановленных эквива-
лентов, потому блокирование энергетически за-
тратного пути синтеза гликогена через сахарозу в
качестве промежуточного продукта должно ока-
зывать стимулирующий эффект на рост бактерии.
С другой стороны, окисление СН4 сопровождает-
ся образованием активных форм кислорода [23].
Значительное замедление роста на метане, но не
метаноле, штамма с нарушенным синтезом саха-
розы позволяет предположить, что сахароза у ме-
танотрофов может участвовать в защите клеточ-
ных мембран в процессе монооксигенирования.

Таким образом, элиминация путей биосинте-
за запасных углеводов привела к значительному
(~50%) увеличению содержанию белка в клетках
M. alcaliphilum 20Z, что демонстрирует целесооб-
разность генной модификации метанотрофов с
целью повышения качества биомассы как кормо-
вой добавки. Полученные в работе значения от-
носительного содержания белка (32–34% для ди-
кого типа и 48–51% для мутанта) ниже достигну-
тых ранее показателей для другого метанотрофа,
Methylococcus capsulatus (70%) [4]. Необходимо при-
нять во внимание, что выше приведенные пока-
затели для M. alcaliphilum были получены в усло-
виях периодического культивирования. При этом
оптимизация условий культивирования не входи-
ла в задачи данной работы. Дальнейшее улучше-
ние характеристик потенциальных штаммов-про-
дуцентов гаприна может быть достигнуто путем оп-
тимизации состава среды и условий ферментации.
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Construction of a Type I Metanotroph with a Reduced Ability
to Accumulate Glycogen and Sucrose
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Mutant strains of the halotolerant type I methanotroph, Methylotuvimicrobium alcaliphilum 20Z, with the
inactivated sps gene encoding sucrose phosphate synthase and deletion of a gene cluster for synthesis and
degradation of glycogen, were obtained. Blocking the synthesis of sucrose and glycogen increased the pro-
tein content in cells, but slightly reduced the growth rate of the methanotroph under methane. This paper
showed the possibility of a relatively stable growth of methanotroph in the absence of synthesis of the stor-
age carbon compounds.

Keywords: methanotrophic bacteria, Methylotuvimicrobium, sucrose, glycogen, protein biosynthesis from methane
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Изучение влияния различных антимикробных препаратов на штамм Lactobacillus reuteri LR1 пока-
зало его чувствительность к линкомицину, амоксициллину и левомицетину и устойчивость к осталь-
ным исследованным антибиотикам. Установлено, что при ферментации молока штаммом L. reuteri LR1
в течение 24 ч происходило достоверное повышение антиоксидантной и АПФ-ингибирующей ак-
тивностей на фоне снижения количества L-лейциновых эквивалентов по сравнению с исходным
молоком. В процессе дальнейшего культивирования увеличивались протеолитическая, антиокси-
дантная и ингибирующая активность ангиотензинпревращающего фермента (АПФ), достигая наи-
большего значения через 96 ч. ВЭЖХ-МС/МС анализ пептидного профиля ферментированного
лактобактерией молока показал наличие пептидов, обладающих АПФ-ингибирующей, антимик-
робной, антиоксидантной и иммуномодуляторной активностями. Анализ субстратной специфич-
ности CEP-протеиназы L. reuteri LR1 в отношении фрагмента (f1-23) αs1-казеина показал его уни-
кальную специфичность, что может указывать на его принадлежность к PI/PIII типу.

Ключевые слова: Lactobacillus reuteri LR1, устойчивость к антибактериальным препаратам, протеоли-
тическая активность, антиоксидантная активность, АПФ-ингибирующая активность, пептидный
профиль, биологически активные пептиды
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Современная наука определяет микробиоценоз
как единую систему организма человека и его мик-
робиома. При этом микробиом представляет со-
бой разнообразные ассоциации микроорганизмов
и продукты их метаболизма, обитающие в опре-
деленном биотопе [1].

Появляется все больше доказательств того, что
различные диеты и факторы окружающей среды
оказывают значительное влияние на метаболизм,
иммунный ответ и восприимчивость человека к
болезни в результате изменения видового состава
микробных ассоциаций в его желудочно-кишеч-
ном тракте [2–4].

С 2001 г. термин “пробиотики” означает жи-
вые микроорганизмы, прием которых в адекват-
ных количествах оказывает благоприятное воз-
действие на организм хозяина [5]. Поэтому очень
важно понимать механизм воздействия пробио-
тического микроорганизма на макроорганизм, что
постоянно исследуется в экспериментах in vitro.

Полезные для здоровья человека свойства мо-
лочнокислых бактерий (МКБ) интенсивно изуча-

ются. В настоящее время проводятся исследования
и накапливаются данные о более широкой пробио-
тический активности микроорганизмов, которые
способны нормализовать функции микрофлоры
желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), усиливать
иммунитет, снижать проявления пищевой аллер-
гии, облегчать симптомы непереносимости лак-
тозы, оказывать гипохолестеринемическое, анти-
канцерогенное и антимутагенное действие [6, 7].
В нижних отделах кишечника пробиотические
микроорганизмы способны продуцировать анти-
оксиданты, гормоноподобные вещества и фер-
менты, которые участвуют в метаболических про-
цессах макроорганизма [8].

Применение пробиотических, в том числе мо-
лочнокислых микроорганизмов при производстве
кисломолочных продуктов направленного дей-
ствия позволит добавить продукту ряд функцио-
нальных свойств [9, 10]. Доказано, что введение в
организм пробиотических штаммов в составе кис-
ломолочных продуктов более эффективно по срав-
нению с приемом пробиотических штаммов в ви-

УДК 637.1



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 5  2020

ОЦЕНКА ПРОБИОТИЧЕСКОГО ПОТЕНЦИАЛА 473

де лекарственных форм [11]. В настоящее время
представители рода Lactobacillus являются наибо-
лее широко изученными пробиотическими мик-
роорганизмами в группе молочнокислых бакте-
рий [12]. Известно, что род Lactobacillus включа-
ет виды с различным спектром физиологических
и биохимических свойств. Интерес к Lactobacil-
lus reuteri, одному из уникальных микроорганиз-
мов семейства Lactobacillaceae с различными меха-
низмами действия, возрастает. В связи с тем, что
пробиотические свойства лактобактерий являют-
ся штамм-специфичными, исследование свойств
конкретного штамма с целью его дальнейшего при-
менения в качестве заквасочной или пробиотиче-
ской заквасочной культуры является актуальным.

Исследуемый в данной работе штамм Lactoba-
cillus reuteri LR1, был выделен в 2014 г. в Централь-
ной лаборатории микробиологии Всероссийско-
го научно-исследовательского института молоч-
ной промышленности (ВНИМИ, Россия) из фецес
(каловые массы) здорового человека и идентифи-
цирован современными биохимическими и моле-
кулярно-генетическими методами [13]. Ранее бы-
ло показано, что штамм L. reuteri LR1 обладает
антимикробной активностью в отношении грам-
положительных и грамотрицательных бактерий и
синтезирует в присутствии глицерина бактерио-
циноподобное соединение – реутерин [13, 14].

Цель работы – исследование пробиотического
потенциала и функциональных свойств штамма
L. reuteri LR1.

МЕТОДИКА
Культуры. В работе использовался штамм мо-

лочнокислых бактерий L. reuteri LR1 из фонда
Коллекции микроорганизмов Всероссийского на-
учно-исследовательского института молочной про-
мышленности (ВНИМИ, Москва, Россия). Для
культивирования лактобактерий использовали сте-
рильное обезжиренное молоко.

Определение количества клеток. Количество кле-
ток L. reuteri LR1 определяли методом посева на пи-
тательную среду MRS-агар (“НПЦ Биокомпас-С”,
Россия). Культивирование проводили в анаэроб-
ных условиях при 37 ± 1°С в анаэростате OXOID
и газ-пакетах GasPak (“BD Biosciences”, США).
Подсчитывали все выросшие на среде колонии в
течении 72 ч.

Устойчивость к антибиотикам. Устойчивость
штамма L. reuteri LR1 к антибиотикам in vitro опре-
деляли диско-диффузионным методом, который
основан на способности антимикробных препа-
ратов диффундировать из пропитанных ими бу-
мажных дисков в питательную среду, угнетая рост
микроорганизмов на поверхности агаризован-
ной среды. Интерпретацию результатов по оцен-

ке чувствительности лактобактерий проводили по
МУ 2.3.2.2789-10 “Методические указания по
санитарно-эпидемиологической оценке без-
опасности и функционального потенциала про-
биотических микроорганизмов, используемых для
производства пищевых продуктов” (https://ohrana-
truda.ru/upload/iblock/846/4293757373.pdf).

Получение белково-пептидных фракций. Аликво-
ту (15 мл) образца ферментированного молока
центрифугировали при температуре 4°С в тече-
ние 30 мин при 10000 g на центрифуге 5702R (“Ep-
pendorf”, Германия), фильтровали надосадочную
жидкость вместе с жировым слоем через складча-
тый бумажный фильтр (MN 640W, “Macherey-Na-
gel”, Германия). рН фильтрата доводили до 4.6 до-
бавлением 0.1 М раствора гидроксида натрия с
последующим центрифугированием полученной
смеси при 4°С в течение 30 мин при 10000 g на цен-
трифуге 5702R (“Eppendorf”, Германия) и филь-
трацией надосадочной жидкости через шприцевые
фильтры с гидрофильной мембраной с диамет-
ром пор 0.2 мкм (“Sartorius”, Германия). Полу-
ченные белково-пептидные фракции заморажи-
вали и хранили при температуре –73°С до прове-
дения анализа.

Перед проведением анализа образцы белково-
пептидных фракций ферментированного молока
размораживали и дополнительно фильтровали с
помощью шприцевых фильтров с гидрофильной
PVDF-мембраной с диаметром пор 0.45 мкм (“Carl
Roth”, Германия).

В полученных таким образом образцах белково-
пептидных фракций ферментированного молока
определяли протеолитическую, антиоксидантную
и АПФ-ингибирующую (гипотензивную) актив-
ности, а также содержание органических кислот.

Протеолитическая активность. Протеолитиче-
скую активность определяли количественно путем
измерения количества высвобождаемых амино-
групп в супернатантах с использованием метода,
описанного в работе [15] с 2,4,6-тринитробен-
золсульфоновой кислотой (TNBS) (“Sigma-Al-
drich”, США). Оптическую плотность растворов
определяли на микропланшетном фотометре-флу-
ориметре Synergy2 (“BioTek”, США) при длине
волны 340 нм. В качестве стандарта для определе-
ния протеолитической активности использова-
ли L-лейцин (“Sigma-Aldrich”, США). Результа-
ты измерений выражали в ммоль/л-эквивален-
тов лейцина.

Антиоксидантная активность. Антиоксидантную
активность in vitro определяли флуоресцентным ме-
тодом ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) с
генерацией пероксильного радикала в реакцион-
ной среде с помощью микропланшетного фото-
метра-флуориметра BioTek Synergy 2, как описано
[16, 17]. Пероксильный радикал генерировался не-
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посредственно в реакционной среде при термиче-
ском распаде азосоединения 2,2'-азобис(2-иетил-
пропионамидина) дигидрохлорида (ААРН) (“Sig-
ma”, США), при инкубации в течение 10 мин
при 37°С. Кинетику уменьшения флуоресценции
регистрировали в течение 1 ч с интервалом изме-
рений 60 с при температуре 37°С на фотометре-
флуориметре Synergy 2 в режиме регистрации ин-
тенсивности флуоресценции (длина волны воз-
буждения – 485 нм, длина волны испускания –
528 нм). Величину антиоксидантной активности
образцов ферментированного молока по отноше-
нию к пероксильному радикалу рассчитывали в
мМ эквивалентов тролокса (ТЭ).

АПФ-ингибирующая активность. Анализ АПФ-
ингибирующей активности проводили в 96-луноч-
ных полипропиленовых черных несорбирующих
микропланшетах (“Greiner Bio One”, Германия).
Кинетику увеличения интенсивности флуоресцен-
ции исследовали в течение 15 мин с интервалом в
20 с на микропланшетном фотометре-флуоримет-
ре Synergy 2 при температуре (37 ± 1)°С и длине
волны возбуждения и регистрации флуоресцен-
ции – 320 и 420 нм соответственно.

С помощью графика зависимости ингибиро-
вания АПФ (%) от десятичного логарифма фактора
разбавления исходного образца ферментированно-
го молока методом линейной интерполяции опре-
деляли фактор разбавления образца, при котором
наблюдалось 50%-ное ингибирование активности
АПФ (IC50). Величину IC50 для образцов ферменти-
рованного молока, выраженную в мг белка/мл, рас-
считывали путем деления концентрации белка в
образце (в мг/мл) на величину фактора разбавле-
ния, при котором наблюдалось 50%-ное ингиби-
рование активности АПФ.

Содержание органических кислот. Определение
содержания органических кислот (молочной и ук-
сусной) в процессе ферментации молока штаммом
L. reuteri LR1 проводили методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на
приборе Agilent 1290 Infinity (“Agilent Technolo-
gies”, США) с детекцией на диодно-матричном де-
текторе при длине волны 210 нм с использованием
колонки Zorbax SB-C8 (4.6 × 50 мм, 1.8 мкм).

Определение пептидного профиля. Анализ пеп-
тидного профиля был выполнен в системе, состоя-
щей из хроматографа Agilent 1100 (“Agilent Technol-
ogies”, США) и тандемного масс-спектрометра
LTQ-FT Ultra (“Thermo”, Германия). Для разделе-
ния пептидов использовали обращенно-фазо-
вую градиентную хроматографию [18]. Контроль
результатов ВЭЖХ-МС проводили с помощью
программы QualBrowser. С помощью программы
Raw2msm из масс-хроматограмм были получены
списки точных масс пептидов и масс их фрагмен-
тов и использованы для поиска и идентификации

белков по базе данных при помощи программы
Peaks Studio (“Bioinformatics Solutions Inc.”, США,
version 8.5). Для идентификации пептидов ис-
пользовали аминокислотные последовательность
белка согласно базе данных UniprotKB. Для иден-
тификации использовали следующие параметры
поиска: фермент – None (нативные пептиды);
точность масс для родительского иона – 15 ppm;
точность масс для MS/MS фрагментов – 0.50 Да.
De novo секвенирование выполнено при помощи
программы Peaks Studio.

Концентрацию белка в препаратах определяли
с использованием набора BCA Assay kit (“Ther-
moFisher”, США) в соответствии с инструкцией
производителя.

Все экспериментальные работы проводились в
3–5 кратной повторности. Построение графиков
диаграмм, таблиц и статистическую обработку
полученных экспериментальных данных прово-
дили с использованием программ Microsoft Office
и Statistica 10.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Многочисленные исследования доказали, что

биологические эффекты и, как следствие, пробио-
тический потенциал разных штаммов лактобакте-
рий одного вида могут достаточно сильно варьиро-
вать и являться штаммоспецифичной характери-
стикой [19–21]. Для повышения эффективности
применения пробиотических микроорганизмов
необходимо также понимать механизмы, обуслав-
ливающие биологическое действие конкретного
штамма.

Проведенные ранее исследования показали
выраженные антимикробные свойства у штамма
L. reuteri LR1 при сокультивировании с условно-
патогенными микроорганизмами, возбудителями
нозокомиальных и пищевых токсикоинфекций,
что является одним из основных показателей про-
биотической активности данного штамма [13, 22].

Устойчивость к антибиотикам. Поскольку при
использовании пробиотиков немаловажную роль
играет их резистентность к антибиотикам, была
изучена чувствительность штамма L. reuteri LR1 к
15 антимикробным препаратам, относящихся к
различным группам: пенициллины, тетрацикли-
ны, аминогликозиды, фторхинолоны, макроли-
ды и др. (табл. 1). Используемые препараты при-
меняются в клинической практике для лечения
различных кишечных инфекций, инфекций ды-
хательных и мочевыводящих путей и др. В резуль-
тате проведенных исследований показано, что
штамм L. reuteri LR1 был чувствителен к линко-
мицину, амоксициллину и левомицетину, прояв-
лял промежуточную устойчивость к ампицилли-
ну и неомицину, и обладал устойчивостью к осталь-
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ным тестируемым антимикробным препаратам.
Полученные результаты свидетельствуют о том,
что штамм L. reuteri LR1 является относительно
устойчивым к антибиотикам и может быть реко-
мендован для применения в виде бактериального
препарата или в составе кисломолочного продук-
та для нормализации микрофлоры ЖКТ при ан-
тибактериальной терапии различных инфекций.

Биологическая и протеолитическая активность
in vitro. В процессе ферментации молока штам-
мом L. reuteri LR1 происходило снижение актив-
ной кислотности в результате сбраживания угле-
водов молока с образованием органических кис-
лот, в первую очередь молочной кислоты, а также
ферментативный гидролиз белков молока, преиму-
щественно различных фракций казеина, синтези-
руемыми L. reuteri LR1 протеазами с образованием
пептидов. Данные по изменению содержания коли-
чества органических кислот при культивировании
L. reuteri LR1 в стерильном обезжиренном молоке
представлены на рис. 1. При этом в течение 24 ч
ферментации молока происходило достоверное
повышение антиоксидантной и АПФ-ингибиру-
ющей активности на фоне снижения количества
эквивалентов L-лейцина по сравнению с исход-
ным молоком (табл. 2). Это обусловлено доста-
точно низкой протеолитической активностью

штамма L. reuteri LR1 в отношении казеиновых
белков молока, в связи с чем, наблюдался мед-
ленный рост клеточной биомассы, количество
клеток L. reuteri LR1 увеличивалось незначи-
тельно с 1.2 × 107 КОЕ/мл до 1.9 × 107 КОЕ/мл.
В последующие 24 ч культивирования количе-
ство клеток L. reuteri LR1 увеличивалось с большей
скоростью и достигало наибольшего значения

Таблица 1. Устойчивость Lactobacillus reuteri LR1 к антимикробным препаратам

№ п/п Препарат Содержание
вещества в диске, мкг

Диаметр зоны 
ингибирования роста, мм

Оценка чувствительности 
лактобактерий

Группа аминогликозидов
1 Гентамицин 120 мкг 12 Устойчивый
2 Канамицин 30 мкг 8–10 Устойчивый
3 Неомицин 30 мкг 12–14 Промежуточно-устойчивый

Группа пенициллинов
4 Амоксициллин 20 мкг 25–26 Чувствительный
5 Ампициллин 10 мкг 15–16 Промежуточно-устойчивый
6 Бензилпенициллин 10 Ед. 10 Устойчивый
7 Оксациллин 1 мкг 9–10 Устойчивый

Группа тетрациклинов
8 Доксициклин 30 мкг 8 Устойчивый
9 Тетрациклин 30 мкг – Устойчивый

Группа фторхинолонов
10 Левофлоксацин 5 мкг 8–10 Устойчивый
11 Пефлоксацин 5 мкг – Устойчивый

Группа макролидов-азалидов
12 Азитромицин 15 мкг 9 Устойчивый

Другие
13 Линкомицин 15 мкг 27 Чувствительный
14 Левомицетин 30 мкг 30–32 Чувствительный
15 Фосфомицин 200 мкг 10 Устойчивый

Рис. 1. Динамика изменения содержания органиче-
ских кислот (мг/мл) при культивирования штамма
L. reuteri LR1 на молоке: 1 – молочная кислота, 2 –
уксусная кислота.
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3 × 109 КОЕ/мл, при этом наблюдалось незначи-
тельное снижение антиоксидантной и АПФ-ин-
гибирующей активностей на фоне неизменяюще-
гося количества эквивалентов L-лейцина. При
дальнейшем культивировании наблюдали увели-
чение протеолитической, антиоксидантной и
АПФ-ингибирующей активностей, наибольшее
значение которых достигалось на 96 ч культиви-
рования (табл. 2). При этом количество жизне-
способных клеток L. reuteri LR1 практически не
изменялось с 72 ч культивирования (табл. 2), что
может быть объяснено достижением культуры
стационарной фазы роста и возможным ингиби-
рованием роста из-за накопления в среде молоч-
ной и уксусной кислот (рис. 1).

Пептидный профиль и субстратная специфич-
ность протеаз. В результате ВЭЖХ-МС/МС ана-
лиза пептидных фракций образцов не ферментиро-
ванного (контроль) и ферментированного штам-
мом L. reuteri LR1 молока идентифицировано
277 пептидов (табл. 3). В основном пептиды при-
надлежали казеиновым белкам, среди неказеино-
вых белков в наибольшем количестве были иден-
тифицированы α-лактальбумин и β-лактоглобу-
лин, лактоферин, остеопонтин и др.

В ферментированном молоке через 24 ч культи-
вирования L. reuteri LR1 было идентифицировано
порядка 150 олигопептидов, содержащих от 5 до
52 аминокислотных остатков (табл. 3, рис. 2 и 3).
Анализ аминокислотных последовательностей оли-
гопептидов показал, что большая часть из них,
также присутствовала в исходном молоке до вне-

сения закваски, а другая часть являлась фрагмен-
тами этих пептидов (рис. 2 и 3). Из всех уникаль-
ных олигопептидов, идентифицированных в фер-
ментированном L. reuteri LR1 молоке, только 7
образовались в результате гидролиза непосред-
ственно β-казеина, а не олигопептидов, присут-
ствующих в исходном молоке (рис. 2). Наличие
пептидов в исходном неферментированном мо-
локе указывало на активность эндогенных молоч-
ных протеаз, в основном, таких как плазмин, эла-
стаза и катепсин D, B и G (рис. 2) [23]. При этом
плазмин мало или совсем не активен в отноше-
нии κ-казеина и сывороточных белков, которых
обнаружено значительно меньше, по сравнению
с пептидами из β- и αs1-казеинов (табл. 2, рис. 3).
Отсутствие некоторых пептидов после фермен-
тация молока, вероятно, обусловлено либо их
гидролизом под действием внеклеточных проте-
аз L. reuteri LR1, или их потреблением клетками.

Полученные данные пептидного профиля со-
гласуются с результатами определения протеоли-
тической активности. Так в течение 48 ч культи-
вирования L. reuteri LR1 наблюдали снижение ко-
личества эквивалентов L-лейцина с 8.1 мМ в
исходном молоке до 6.0–6.2 мМ (табл. 2), что сви-
детельствовало об уменьшении суммарного ко-
личества пептидов, присутствовавших в молоке.
Таким образом, в качестве источника азотного
питания клетки L. reuteri LR1 использовали пепти-
ды, исходно содержащиеся в молоке. Причем в те-
чение ферментации молока штаммом L. reuteri LR1
сгусток не образовывался. Аналогичные резуль-

Таблица 2. Динамика изменения протеолитической, антиоксидантной и АПФ-ингибирующей активностей
в процессе культивирования штамма Lactobacillus reuteri LR1 на молоке

Продолжительность 
культивирования, ч

Количество клеток
L. reuteri LR1, КОЕ/мл

Антиоксидантная 
активность (ORAC), 

мкM TЭ/мг белка

АПФ-ингиби-
рующая активность, 
(IC50) мг белка/мл

Протеолитическая 
активность, 

(эквиваленты
L-лейцина), мМоль

0 1.2 × 107 205.6 26.2 8.1
24 1.9 × 107 374.9 12.6 6.2
48 3 × 109 295.1 11.2 6.0
72 9.4 × 108 361.5 7.1 8.5
96 9.3 × 108 453.6 1.6 10.4

Таблица 3. Количество идентифицированных уникальных пептидов казеиновых и неказеиновых белков в об-
разцах исходного и ферментированного штаммом Lactobacillus reuteri LR1 молока

Образцы Идентифицировано 
(всего) Казеин β Казеин αs1 Казеин κ Казеин αs2

Неказеиновые 
белки

Контроль (молоко) 126 39 61 6 12 8
Ферментированное 
молоко

151 54 75 10 3 9
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таты были получены ранее в работе [24]. Авторы по-
казали, что рост и развитие штаммов лактобацилл
L. reuteri JCM 1112 и Lactobacillus gasseri JCM 1131
значительно улучшалось в предварительно гидро-
лизованном молоке по сравнению с цельным
обезжиренным. В качестве источника азота для
роста в молоке этим штаммам требовались именно

олигопептиды, а не белки или свободные амино-
кислоты.

Лактобактерии содержат различные протеина-
зы клеточной стенки (ПКС, CEP – Cell Envelope
Proteinase), ответственные за гидролиз преиму-
щественно казеиновых белков и высвобождение
различных биоактивных пептидов. В настоящее

Рис. 2. Пептиды αs1-казеина (а) и β-казеина (б), идентифицированные в составе образцов не ферментированного
(контроль) и ферментированного штаммом L. reuteri LR1 молока. Сплошная линия – пептиды, обнаруженные как в
контрольном образце молока, так и в ферментированном L. reuteri LR1; пунктиром обозначены уникальные пептиды,
обнаруженные только в образце ферментированного молока, звездочкой – пептиды, образовавшиеся в результате
гидролиза β-казеина, а не его олигопептидов, присутствующих в исходном молоке. Сайты расщепления эндогенных
молочных протеаз: 1 – плазмин; 2 – катепсин B; 3 – катепсин D; 4 – катепсин G [23].
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время охарактеризованы пять различных типов
ПКС (CEP) лактобактерий: PrtP из Lactococcus
lactis и Lactobacillus paracasei, PrtH из Lactobacillus
helveticus, PrtR из Lactobacillus rhamnosus, PrtS из
Streptococcus thermophilus и PrtB из Lactobacillus
bulgaricus [25]. ПКС обычно классифицируются
в соответствии с их спецификой гидролиза фраг-
мента αs1-казеина, содержащего остатки от 1 до
23 [26]. Как правило, определяют два типа ПКС:
PI и PIII тип. Предпочтительным субстратом
протеиназ типа PI является β-казеин и, в мень-
шей степени, κ-казеин, в то время как тип PIII

способен гидролизовать αs1-, β- и κ-казеины в
равной степени. Для лактобацилл были показаны
типы протеиназ: PI- и PIII-типов, а также проме-
жуточного PI/PIII с новым типом субстратной
специфичности [27].

L. reuteri LR1 гидролизует (f1–23) фрагмент αs1-
казеина в следующих положениях: K3-H4, K7-H8,
Q9-G10, Q13-E14, E14-V15, V15-L16, N17-E18
(рис. 4). Большинство из данных сайтов расщепле-
ния типичны для ПКС смешанного типа PI/PIII,
выделенных из лактобактерий, таких как S. ther-
mophilus CNRZ385, Lactobacillus delbrueckii subsp.

Рис. 3. Пептиды αs2-казеина (а) и κ-казеина (б), идентифицированные в составе образцов не ферментированного
(контроль) и ферментированного штаммом L. reuteri LR1 молока. Сплошная линия – пептиды, обнаруженные как в
контрольном образце молока, так и в ферментированном лактобациллой, пунктирные – пептиды, обнаруженные
только в образце ферментированного молока.
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Рис. 4. Специфичность протеиназ клеточной стенки (ПКС) различных лактобактерий, в том числе штамма L. reuteri
LR1 в отношении αs1-казеина (f1–23). Сайты расщепления обозначены стрелками; сайты расщепления, не характер-
ные для ПКС лактобактерий, отмечены звездочками. Lb.hel. – L. helveticus CRNZ32 [30]; Lb.del. – L. delbrueckii subsp.
lactis CRL581 [28]; Lb.casei – L. casei PRA205 [29]; Lb.rhamn. – L. rhamnosus PRA331 [29]; Lc. lactis Wg2 – Lactococcus lactis
Wg2 [28]; Lc. lactis SK11 – Lactococcus lactis subsp. cremoris SK11 [32].
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lactis CRL581 и L. helveticus L89, L. casei PRA205 и
L. rhamnosus PRA331 [25, 28, 29]. Для ПКС L. reu-
teri LR1 не характерны сайты рестрикции в поло-
жениях H8-Q9, L16-N17 и E18-N19, описанные
для протеиназ других лактобактерий (рис. 4). Од-
нако обнаружено 3 дополнительных сайта в пози-
циях K3-H4, K7-H8 и V15-L16. Известно, что
(f1–9) последовательность аминоконцевой обла-
сти αs1-казеина гидролизуется только внутрикле-
точными эндопептидазами PepO2 и PepO3 из Lac-
tobacillus helveticus CNRZ32 по связи P5-I6 [30].
Кроме того, эти же авторы показали, что связи
K3-H4 и K7-H8 чувствительны к действию эндо-
пептидазы PepE L. helveticus CNRZ32. Однако
рост бактериальной биомассы и отсутствие лизи-
са клеток (табл. 2, рис. 1) в процессе ферментации
в первые 24 ч исключает вероятность влияния
внутриклеточных протеаз на наблюдаемый гид-
ролиз казеина штаммом L. reuteri LR1. Более того
ранее было показано наличие субстратной специ-
фичности в отношении K3-H4 сайта у ПКС
L. helveticus Zuc2 [31]. Сайты рестрикции K7-H8 и
V15-L16 показаны впервые для ПКС лактоба-
цилл, что подчеркивает уникальную специфич-
ность данной протеиназы L. reuteri LR1, которая
может быть отнесена к PI/PIII типу, демонстри-
руя более высокую активность в отношении β-,
αs1-казеинов, по сравнению с κ- и αs2-казеинами
коровьего молока.

Биологически активные пептиды. При сравнении
идентифицированных пептидов с базой данных
Milk Bioactive Peptide Database были обнаружены
пептиды, функциональные свойства которых ранее
были описаны в научной литературе [33]. Напри-
мер, такие как β-казеиновые пептиды: YQEPVLG-
PVRGPFPIIV (f193–209), YQEPVLGPVRGPFP
(f193–206) и QEPVLGPVRGPFPIIV (f194–209), об-
ладающие АПФ-ингибирующей, антимикробной
и иммуномодуляторной активностями; κ-казеи-
новый пептид VQVTSTAV (f162–169) – антимик-
робной и β-казеиновый YPFPGPIPN (f60–68) –
АПФ-ингибирующей активностями. Для обнару-
женного αs1-казеинового пептида EVLNENLLRF
(f14–23) в работе [34] было показано наличие АПФ-
ингибирующей активности, пептидная фракция,
содержащая данный пептид, имела значение IC50 <
< 10 мкг/мл.

Среди идентифицированных обнаружены
пептиды, содержащие остатки редокс-активных
аминокислот (тирозина, триптофана, метиони-
на, цистеина и гистидина), определяющих нали-
чие у данных пептидов антиоксидантных свойств.
Так в ферментированном молоке идентифици-
рован β-казеиновый октапептид VKEAMAPK
(f98–104), для которого показано наличие анти-
оксидантной активности.

Анализ идентифицированных пептидов по-
казал, что в состав ферментированного L. reuteri
LR1 молока также входят пептиды, содержащие в
своем составе фрагменты, для которых по литера-
турным данным показано наличие гипотензив-
ных свойств, обусловленных их АПФ-ингибиру-
ющим действием (табл. 4). В отличие от пептидов,
обладающих АПФ-ингибирующей активностью,
иммуномодулирующие пептиды, высвобождаемые
из β-казеина, описаны реже. Однако те пептиды,
которые были описаны как многофункциональ-
ные пептиды, такие как β-казеиновый пептид
(f59–68), проявляющий антиоксидантную, опио-
идную и AПФ-ингибирующую активности, и пеп-
тид (f193–209), проявляющий антимикробную, им-
муномодулирующую, антитромботическую, АПФ-
ингибирующую и антиоксидантную активности,
происходят из С-концевой области β-казеина [33].
Недавно был охарактеризован β-казеиновый пеп-
тид DMPIQAFLLYQEPVLGPVR (f184–202), обла-
дающий противовоспалительным действием [33].
В ферментированном L. reuteri LR1 молоке были
также обнаружены пептиды из С-концевой области
β-казеина, такие как MPIQAFLLYQEPVLGPVRG-
PFPIIV (f185–209), VPYPQRDMPIQ (f178–188),
VPYPQRDMPIQA (f178–189) и VPYPQRDMPIQAF
(f178–190). Все эти пептиды образовались в ре-
зультате гидролиза белковой последовательности
β-казеина, а не его олигопептидов, присутствую-
щих в исходном молоке, на рис. 2 обозначены звез-
дочкой. Можно предположить, что пептиды, вы-
свобождаемые из этой части β-казеина, могут быть
ответственны за возможное противовоспалитель-
ное и/или иммуномодулирующее действие фер-
ментированного штаммом L. reuteri LR1 молока.

Таким образом, в результате детальной харак-
теристики пептидного профиля белково-пептид-
ной фракции молока, ферментированного штам-
мом L. reuteri LR1, в его составе идентифицированы
пептиды, отвечающие за антиоксидантные, гипо-
тензивные и антимикробные свойства, что под-
тверждается наличием соответствующих активно-
стей ферментированного молока в тестах in vitro
(табл. 2). Полученные значения протеолитической
и антиоксидантной активности для штамма L. reu-
teri LR1 соответствуют имеющимся в литературе
данным для других пробиотических штаммов лак-
тобацилл. Так ферментированное лактобациллой
L. plantarum молоко через 48 ч культивирования
имело сопоставимую с полученными в данной ра-
боте для штамма L. reuteri LR1 антиоксидантную
активность – 250–350 мкМ эквивалентов тролок-
са (ORAC) [45]. Протеолитическая активность
штамма L. reuteri LR1 через 72 ч ферментации на
молоке составляла 8.5 мМоль L-лейциновых экви-
валентов, что сопоставимо с активностью штам-
мов L. rhamnosus PRA331 и L. casei PRA205 через
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72 ч ферментации молока – 6.4 и 10.9 мМоль
L-лейциновых эквивалентов соответственно [29].
По величине АПФ-ингибирующей активности
ферментированное штаммом L. reuteri LR1 мо-
локо (IC50 = 7–11 мг/мл) по диапазону величин IC50
не отличается от описанных в литературе для
ферментированных молочных напитков [46].
Однако АПФ-ингибирующая активность фермен-
тированного штаммом L. reuteri LR1 молока на по-
рядок ниже, чем показана для штамма L. acidophilus
ATCC 4356 и которая через 24 ч ферментации мо-
лока составляла IC50 = 0.42 мг/мл [47], что связа-
но с более низкой протеолитической активно-
стью L. reuteri LR1 по сравнению с L. acidophilus
ATCC 4356. У последнего уже через 24 ч роста про-
теолитическая активность составляла 10 мМоль
L-лейциновых эквивалентов (рН 5.6), а количе-
ство жизнеспособных клеток 6.4 × 108 КОЕ, в то
время как у L. reuteri LR1 – 6.2 мМоль L-лейцино-
вых эквивалентов и 1.9 × 107 КОЕ.

Проведенные in vitro исследования позволяют
сделать вывод, что штамм L. reuteri LR1 обладает
выраженными антиоксидантными, гипотензив-
ными и антимикробными свойствами и может

быть использован как заквасочная культура с про-
биотическими свойствами.

При проведении исследований использовалось
оборудование Центра коллективного пользования
“Промышленные биотехнологии” Федерального
государственного учреждения “Федеральный ис-
следовательский центр “Фундаментальные осно-
вы биотехнологии” Российской академии наук”.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда в части определе-
ния протеолитической, антиоксидантной, АПФ-
ингибирующей активностей штамма L. reuteri LR1
и определения его пептидного профиля (проект
№ 16-16-00094).
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In vitro Evaluation of Probiotic Potential
and Functional Properties of Lactobacillus reuteri LR1

A. V. Begunovaa, O. S. Savinovab, I. V. Rojkovaa, U. I. Krisanovaa, and T. V. Fedorovab, *
aAll-Russian Research Institute of Dairy Industry, Moscow, 115093 Russia 

bBach Institute of Biochemistry, Federal Research Center “Fundamentals of Biotechnology” RAS, Moscow, 119071 Russia
*e-mail: fedorova_tv@mail.ru

A study of the strain Lactobacillus reuteri LR1 sensitivity to various antimicrobial agents showed its sensitivity
to lincomycin, amoxicillin and chloramphenicol and resistance to other antibiotics studied. Upon fermenta-
tion of milk with the L. reuteri LR1 strain for 24 h, there was a significant increase in antioxidant and ACE
inhibitory activities against the background of a decrease in the number of L-leucine equivalents compared
to the original milk. During further cultivation, the proteolytic, antioxidant and inhibitory activity of the an-
giotensin converting enzyme (ACE) increased, reaching its highest value after 96 hours. HPLC-MS/MS
analysis of the peptide profile of milk fermented with lactobacillus showed the presence of peptides with
ACE-inhibiting, antimicrobial, antioxidant and immunomodulatory activity. Analysis of the substrate spec-
ificity of L. reuteri LR1 CEP proteinase for the (f1–23) αs1 casein fragment showed its unique specificity,
which may indicate PI/PIII type.

Keywords: Lactobacillus reuteri LR1, resistance to antibacterial drugs, proteolytic activity, antioxidant activity,
ACE inhibitory activity, peptide profile, biologically active peptides
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Выделены и охарактеризованы вторичные метаболиты четырех изолятов космополитного гриба
Bipolaris sorokiniana различного географического происхождения. Анализ экстрактов культуральной
жидкости и твердофазных культур методами ТСХ и ВЭЖХ-МС показал высокое сходство каче-
ственного состава метаболитов у изученных изолятов B. sorokiniana. С использованием колоночной
хроматографии и препаративной ВЭЖХ из экстрактов твердофазных культур очищено 14 соединений
(терпенов, ксантонов, хинонов и др.), 12 из которых было идентифицировано. Максимальную фито-
токсическую активность на листьях пшеницы проявляла хлоромонилиниковая кислота В (ХМКВ).
Выделенные соединения в различной степени ингибировали рост Bacillus subtilis, наиболее сильно –
метил-8,3-гидрокси-3-метил-4-хлорксантон-1-карбоксилат (МГМХК). Впервые у некоторых мета-
болитов B. sorokiniana (ХМКВ, МГМХК) обнаружена инсектицидная активность в отношении зла-
ковой тли. Все выделенные метаболиты (особенно кохлиохиноны и фузапролиферин) были токсичны
в отношении культуры клеток Sf9. Изученные вещества не проявляли острой токсичности в отноше-
нии инфузории-туфельки. Широкий набор синтезируемых биологически активных метаболитов мо-
жет определять высокую токсигенность и конкурентоспособность B. sorokiniana в различных экологи-
ческих нишах.

Ключевые слова: Bipolaris sorokiniana, химическая экология, вторичные метаболиты
DOI: 10.31857/S0555109920050050

Космополитный гриб Bipolaris sorokiniana по-
ражает различные органы травянистых, преимуще-
ственно злаковых, растений и способен развиваться
эндофитно, эпифитно и в почве. Этот микромицет
является широко распространенным возбудите-
лем корневой гнили и листовой пятнистости зла-
ковых культур, нанося значительный экономиче-
ский урон. Инфицирование зерна злаков этим фи-
топатогеном приводит к снижению их качества и
всхожести, а также накоплению в них микотокси-
нов (например, стеригматоцистина) [1–4].

Начатые в середине 20 века исследования био-
логически активных метаболитов B. sorokiniana
продолжаются до настоящего времени, позволяя
обнаруживать все новые и новые соединения. Сре-
ди них встречаются вещества различной биологи-
ческой активности (фитотоксической, антимик-
робной, нематицидной, цитотоксической и др.) и

химической структуры (рис. 1, табл. 1). Возмож-
но, метаболиты B. sorokiniana могут обладать и
инсектицидными свойствами [5].

Исследования по выделению и характеристи-
ке метаболитов B. sorokiniana проводились рядом
научных групп с использованием различных под-
ходов и в разные годы. Это не позволяет предста-
вить общую картину разнообразия вторичных ме-
таболитов этого гриба и спектр их биологической
активности.

Цель работы – сравнение хроматографических
профилей экстрактов из культур различных по
географическому происхождению изолятов B. so-
rokiniana, идентификация биологически активных
веществ (БАВ) экстрактов гриба и определение
спектра биологической активности хроматографи-
ческих фракций и полученных индивидуальных со-
единений.

УДК 582.284.51:577.115
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Рис. 1. Вторичные метаболиты, выделенные из B. sorokiniana: 1 – кохлиохинон А, 2 – кохлиохинон В, 3 – кохлиохинон
D, 4 – ангидрокохлиохинон А, 5,6 – α,β-диверсолоновые эфиры, 7 – метил-8,3-гидрокси-3-метил-4-хлорксантон-1-
карбоксилат, 8 – монилифенон, 9 – хлоромонилиниковая кислота В, 10 – хлоромонилиниковая кислота D, 11 – фу-
запролиферин, 12 – терпестацин, 13 – гельминтоспорол, 14 – виктоксинин, 15 – спиростафилотрихин R, 16 – спиро-
стафилотрихин U, 17 – стеригматоцистин, 18 – биполароксин.
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Культивирование грибов и получение экстрак-
тов. Изоляты B. sorokiniana были предоставлены
сотрудником лаборатории иммунитета растений
к болезням Всероссийского института защиты
растений А.В. Анисимовой (Россия). Изоляты бы-
ли выделены из образцов злаков, собранных в раз-
личных природно-климатических зонах России и
Республики Беларусь: ЛО (листья ячменя, Ленин-
градская область, Россия), Бр20 (листья пшеницы,
Республика Беларусь), К7 (листья пшеницы, Кур-
ганская обл., Россия), ПК (листья пшеницы, При-
морский край, Россия). Культуры грибов храни-
ли в пробирках на стандартной среде картофель-
но-глюкозном агаре (КГА) при температуре 5°С.

Экстракты B. sorokiniana получали согласно
разработанному нами протоколу [5]. Для этого
грибы культивировали в культуральных матрацах
на 2 л с 400 мл жидкой питательной среды ДМГ,
содержащей (г/л): дрожжевой экстракт – 4, маль-
тозный экстракт – 10, глюкоза – 10, а также в ко-
нических колбах объемом 500 мл на твердой сре-
де, содержащей 60 г перловой крупы и 40 мл воды.
Субстраты стерилизовали автоклавированием в
течение 20 мин при 121°С. В качестве посевного
материала использовали блоки диаметром 5 мм из

края недельных колоний B. sorokiniana, полученных
на КГА при 24°С. Культуры грибов инкубировали в
темноте в течение 3 нед при постоянной температу-
ре 24°С. Для улучшения аэрации и предотвращения
комкования твердофазных культур колбы ежеднев-
но тщательно встряхивали. Культивирование гри-
бов выполняли в 4 повторностях.

Метаболиты B. sorokiniana экстрагировали из
культуральной жидкости (400 мл) этилацетатом
(двумя порциями по 200 мл). Для извлечения ме-
таболитов из твердофазных культур B. sorokiniana
10 г высушенного и грубоизмельченного биома-
териала экстрагировали 50%-ным водным ацето-
ном (двумя порциями по 100 мл). Из экстракта,
полученного 50%-ным ацетоном, упаривали ор-
ганический растворитель на ротационном испа-
рителе при 40°С, а затем метаболиты гриба пере-
экстрагировали из оставшейся водной вытяжки
этилацетатом (двумя порциями по 50 мл). Остат-
ки воды в этилацетатных экстрактах удаляли с по-
мощью безводного сульфата натрия, после чего
растворитель отгоняли на ротационном испари-
теле при 40°С. Сухой остаток взвешивали.

Биологическая активность. Для оценки фито-
токсической и инсектицидной активности сухой
остаток экстрактов или хроматографических ком-

Таблица 1. Биологически активные вторичные метаболиты B. sorokiniana и их характеристика

* АМ – антимикробная, НА – нематицидная, ИФ – ингибитор ферментов, ЦА – цитотоксическая, ФА – фитотоксическая
активность.

Название M, Да УФ λ макс, нм Активность* Ссылка

Стеригматоцистин 324 240, 282, 321 ЦА [6, 7]
Хлоромониликовая кислота B 352 205, 247, 333 ФА [8, 9]
Метил-8,3-гидрокси-3-метил-
4-хлорксантон-1-карбоксилат

334 242, 309, 353 АМ [9]

Цинодонтин 286 241, 295, 471, 483, 503, 514, 539, 552 АМ [10]
Гельминтоспорин 270 252, 256, 287, 475, 490, 512, 526 АМ
Прегельминтоспорол 236 Нет ФА, АМ [11]
Виктоксинин 263 Нет ФА [12]
Гельминтоспораловая кислота 250 Нет ФА [13]
Гельминтоспорол 236 266 ФА
Гельминтоспорал 234 266 ФА [14]
Сорокианин 308 Нет ФА [15]
Биполароксин 262 216, 279 ФА [16]
Сорокиниол 374 Нет ИФ [17]
BZR котоксин-I 967 Нет ФА, ИФ
11-эпитерпестацин
(терпестацин, сикканол)

402 264 ФА, АМ [18, 19]

Кохлиохинон А 532 245, 280, 390, 270, 399 НА, ФА [20, 21]
Кохлиохинон B 472 260,395 ЦА, ФА [22]
Кохлиохинон H 470 203, 268 ЦА
Кохлиохинон C 488 240, 280 ЦА, ФА [23]
Кохлиохинон D 470 260, 400 ЦА
Кохлиохинон E 488 257 ЦА, ФА
Биполарсеринол 302 264, 340 ИФ [24]
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понентов растворяли в этаноле и объем раствора
доводили водой, чтобы конечная концентрация
спирта составляла 5%, а остатков или компонен-
тов – 0.5% (чистых веществ – 0.1%).

Для определения фитотоксической активно-
сти экстрактов во влажную камеру (контейнер с
фильтровальной бумагой, смоченной водой) по-
мещали отрезки листьев пшеницы длиной ~2 см.
Каждый вариант включал 12 отрезков, в шести из
которых в центре листа при помощи препариро-
вальной иглы делали надкол. В центр каждого ли-
стового сегмента наносили 10 мкл 0.5%-го экс-
тракта. Инкубацию проводили при переменном
12-часовом искусственном освещении и постоян-
ной температуре 24°С. Через 48 ч измеряли длину
некротического пятна.

Лабораторную популяцию обыкновенной зла-
ковой тли (Schizaphis graminum) содержали на про-
ростках пшеницы в термостатированном поме-
щении при 22 ± 2°С и длительности светового дня
16 ч. Для оценки инсектицидной активности по-
лученными спиртовыми растворами пропитыва-
ли диски фильтровальной бумаги (по 250 мкл на
диск), которые помещали на дно и крышку чаш-
ки Петри диаметром 4 см. Там же размещали от-
резок листа пшеницы 2 см (сорт Саратовская 29),
смоченный указанными выше спиртовыми рас-
творами, и выпускали на него по 20 особей тли.
Смертность насекомых и эффективность обрабо-
ток учитывали через 1 сут инкубирования при
температуре 24°С.

Цитотоксическую активность экстрактов ме-
таболитов изучали по отношению к клеточной
линии Sf9 (ECACC 89070101) кукурузной листвен-
ной совки (Spodoptera frugiperda), которая поддер-
живается в лаборатории микробиологической за-
щиты ВИЗР (Санкт-Петербург, Россия). В лунки
48-луночного планшета вносили по 100 мкл 1%-но-
го экстракта, разведенного ацетоном, растворитель
выпаривали. Сухой остаток растворяли в 20 мкл ди-
метилсульфоксида, после чего в каждую лунку вно-
сили 880 мкл питательной среды SF900II (“Thermo
Fisher Scientific”, США) и 100 мкл суспензии ак-
тивно растущих клеток (жизнеспособность не ни-
же 90%) в концентрации 3 × 105 кл./лунку. В ре-
зультате концентрация экстракта была 100 мкг/мл,
растворителя – 2%. Клетки инкубировали 24 ч
при 27°С, окрашивали трипановым синим и опре-
деляли долю погибших (окрашенных) клеток по
отношению к общему количеству (не менее 50) в
нескольких полях зрения.

Оценку токсичности экстрактов проводили так-
же и по отношению к клеткам инфузории-туфельки
(Paramecium caudatum). Культуру инфузории, кото-
рая была предоставлена Д.О. Виноходовым (Санкт-
Петербургский технологический университет, Рос-
сия), поддерживали на среде Лозина-Лозинско-
го. В лунки 24-луночного планшета вносили по

0.5 мл суспензии клеток инфузории (примерно
100 кл./мл). К суспензии добавляли 5 мкл 1%-но-
го экстракта в ацетоне. Таким образом, конечная
концентрация экстракта составила 100 мкг/мл, а
ацетона – 1%. Каждый вариант включал 3 по-
вторности. Выживаемость инфузорий анализи-
ровали через 3, 30 и 180 мин после начала экспе-
римента.

Антимикробную активность выделенных со-
единений определяли методом бумажных дисков
(50 мкг/диск) на культуре Bacillus subtilis CIAM 106.

Хроматографический анализ экстрактов. Тонко-
слойная хроматография (ТСХ). Для анализа экстрак-
тов методом ТСХ использовали нормально-фазо-
вые пластины (TLC Silica gel 60 F254, 20 × 10 см,
“Merck”, Германия) и хроматографическую си-
стему (“Camag”, Швейцария), состоящую из
автосамплера (ATS4) и УФ/ВИД-детектора (TLC
Scanner). Сухой остаток экстрактов растворяли
в ацетоне до концентрации 10 мг/мл и наноси-
ли распылением на пластины полосой, шири-
ной 5 мм. Объем анализируемых проб составлял
10 мкл. Элюирование экстрактов осуществляли в
камере 22 × 12 × 6 см (“Camag”, Швейцария) в си-
стеме растворителей толуол–этилацетат–уксусная
кислота (60 : 40 : 1, об./об.). Предварительно были
испытаны также системы толуол–этилацетат–ук-
сусная кислота (70 : 30 : 1) и хлористый метилен–
метанол (95 : 5). Компоненты экстрактов детекти-
ровали тремя способами: 1) с помощью УФ/ВИД-
детектора при 200, 254, 270 и 340 нм; 2) визуально
с помощью УФ-лампы на 254 нм (“Vilber-Lour-
mat”, Франция), 3) после дериватизации реаген-
том (серная кислота : анисовый альдегид : этанол в
соотношении 1 : 1 : 8, по объему) с последующим
нагреванием до 100°С 5 мин. Оценивали Rf ве-
ществ, их количество и площадь пиков или интен-
сивность полос, а также их окраску после дерива-
тизации.

Высокоэффективная жидкостная хроматогра-
фия (ВЭЖХ-МС). Для растворения сухих остатков
экстрактов и хроматографических фракций ис-
пользовался ацетонитрил. Их анализировали с ис-
пользованием системы ВЭЖХ Acella с трехквад-
рупольным масс-спектрометрическим детектором
TSQ Quantum Access™ (“Thermo Scientific”, США).
Хроматографию осуществляли на колонке Acquity
UPLC BEH C18 2.1 × 100 мм с зернением 1.7 мкм
(“Waters”, США). Разделение экстрактов (объем
вводимой пробы – 2 мкл) проводили при потоке
элюента 250 мкл/мин при температуре колонки
40°С в системе ацетонитрил–0.1%-ная муравьи-
ная кислота в градиентном режиме: концентра-
ция ацетонитрила повышалась от 10 до 100% в те-
чение первых 10 мин, 100%-ный ацетонитрил в
течение 5 мин, а с 15 до 16 мин концентрация аце-
тонитрила понижалась до 10% и поддерживалась
на этом уровне еще 4 мин. Тип ионизации масс-
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детектора – термоэлектрораспыление, диапазон
сканирования 50–1000 m/z в режиме положитель-
но заряженных ионов. Детектирование веществ в
экстрактах проводили сканированием в диапазоне
200–800 нм. Для сравнения метаболитных профи-
лей экстрактов на хроматограммах анализировали
время удерживания и УФ-спектры метаболитов,
полученные с помощью диодно-матричного детек-
тора. Хроматограммы анализировали с помощью
программы MZmine 2 [25].

Препаративное разделение экстрактов и их ана-
лиз. Поскольку метаболитные профили экстрактов
различных изолятов B. sorokiniana были качествен-
но схожими, экстракты из культур, полученных
на одинаковых субстратах, были объединены. Все-
го при помощи описанной методики извлечения
было получено 3.7 г маслянистого экстракта из
1200 г сухого зернового субстрата, колонизиро-
ванного B. sorokiniana. Из 1.6 л фильтрата жидкой
культуры B. sorokiniana на ДМГ получено 335 мг
экстракта. Компоненты экстракта были разделе-
ны колоночной хроматографией на силикагеле
(диаметр частиц 60–200 мкм, “Merck”, Герма-
ния). Стеклянные колонки с соответствующим
содержанием силикагеля (500 и 30 г) уравновеши-
вали этилацетатом и гексаном, экстракт наноси-
ли на него методом сухой загрузки. Компоненты
элюировали следующими системами растворите-
лей: гексан–этилацетат 75 : 25 (элюент А), гексан–
этилацетат 60 : 40 (элюент Б), этилацетат (элюент В)
и метанол (элюент Г). Собранные фракции анали-
зировали методом ТСХ в системах толуол-этил-
ацетат-уксусная кислота (60 : 40 : 1, об./об.), а так-
же хлористый метилен–метанол (9 : 1). Близкие
по метаболитному составу фракции объединяли.

Из экстракта твердофазных культур B. sorokin-
iana получено 11 гомогенных фракций (ПФ 1–11),
жидких культур – 6 фракций (ЖФ 1–6). Фракцию
ПФ 11, проявившую широкий спектр биологиче-
ской активности, дополнительно разделяли гель-
фильтрацией на гидрофобном полимере Sephadex
LH-20 (“GE”, США) в метаноле. Собранные
фракции анализировали методом ТСХ в системе
хлористый метилен–метанол (9 : 1) в результате
чего было получено 6 гомогенных субфракций
(ПФ 11.1–11.6). Все фракции анализировали при
помощи ВЭЖХ-МС, их инсектицидную, цито-
токсическую и фитотоксическую активность опре-
деляли, как описано выше.

Очистка и идентификация метаболитов. Для
предварительной очистки метаболитов B. sorokin-
iana фракции, проявившие биологическую актив-
ность, разделяли при помощи обращенно-фазо-
вой хроматографии на колонке Chromabond С18ес
(масса сорбента 10 г, “Macherey–Nagel”, Герма-
ния). Сорбент кондиционировали 40 мл метанола
и 40 мл воды. Фракции вносили в колонку мето-
дом сухой загрузки. Метаболиты элюировали во-

дой, смесями вода–метанол с содержанием мета-
нола 10, 25, 50 и 75% (об./об.), а также метанолом
(по 100 мл). Элюаты упаривали на ротационном
вакуумном испарителе при 40°С. Индивидуаль-
ные соединения из полученных субфракций очи-
щали препаративной ВЭЖХ в системе ацетонит-
рил–0.1%-ная муравьиная кислота на колонках
XBridge Prep С8 10 × 150 мм и Symmetry Shield
RP18 19 × 150 мм, обе с зернением 5 мкм (“Wa-
ters”, США) в условиях, приведенных в табл. 2.
Для этого использовали хроматографическую си-
стему фирмы “Waters” (США), состоящую из на-
соса (Quaternaty Gradient Module 2545), детектора
(UV/Visible Detector 2489) и коллектора фракций
(Fraction Collector III).

Для идентификации выделенных соединений
были получены 1H и 13C спектры ЯМР на спек-
трометре Bruker AVANCE III 400 Ultrashield Plus
(“Bruker”, Германия) с рабочей частотой 400.1 и
100.6 МГц соответственно. Для снятия спектров
вещества были растворены в дейтерированном
хлороформе (CDCl3). ВЭЖХ-МС индивидуаль-
ных соединений проводили в условиях, описан-
ных выше. Соединения идентифицировали на
основании УФ- и масс-спектров, 1Н- и 13С-спек-
тров ЯМР, известных по литературе, и биологи-
ческой активности метаболитов, выделенных из
культур B. sorokiniana (табл. 1) и других видов рода
Bipolaris. Инсектицидную, цитотоксическую и фи-
тотоксическую активность индивидуальных со-
единений определяли, как было описано выше.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ метаболитных профилей экстрактов.
Предварительные исследования с экстрактами из
твердофазных культур B. sorokiniana позволили
подобрать систему растворителей для разделения
экстрактов методом ТСХ (толуол–этилацетат–ук-
сусная кислота в соотношении 60 : 40 : 1, об./об.) и
способ проявления хроматограмм реактивом на
основе анисового альдегида и серной кислоты.

Визуальный анализ полученных хроматограмм
показал, что экстракты из твердофазных культур ха-
рактеризовались более сложным составом компо-
нентов, чем экстракты из культуральной жидкости.
При этом в зависимости от происхождения изо-
лята гриба в них при УФ-детектировании было
обнаружено от 8 до 11 полос при 254 нм и от 9 до
13 – при окрашивании реагентом. В экстрактах из
культуральной жидкости этим методом выявлено
всего 2 компонента при 254 нм и существенно
больше – от 3 до 9 полос – после окрашивания.
На рис. 2 приведена ТСХ-хроматограмма, кото-
рая хорошо иллюстрирует общее сходство соста-
вов метаболитов экстрактов из культур различных
изолятов гриба и влияние на них субстрата.
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Эти же пластины были проанализированы при
помощи УФ/ВИД-детектора при 200 нм (для вы-
явления не поглощающих УФ сесквитерпенов) и
270 нм (для обнаружения поглощающих УФ тер-
пенов и кохлиохинонов) (см. табл. 1). Сравнитель-
ный анализ полученных хроматограмм позволил
дифференцировать экстракты по качественному
составу метаболитов, образованных B. sorokiniana
на жидком и твердом субстратах. В экстрактах из
твердофазных культур различных изолятов B. so-
rokiniana при 200 нм было обнаружено до 11 ком-
понентов и при 270 нм – до 9. Это оказалось не-
сколько меньше, чем при визуальной оценке пла-
стин, проявленных неспецифическим реактивом.
В экстрактах из культуральной жидкости B. so-
rokiniana на среде ДМГ было детектировано до
7 компонентов при 200 нм и 5 – при 270 нм. При
270 нм мажорным во всех экстрактах было соедине-
ние с хроматографической подвижностью Rf 0.50,
доминирующих пиков при λ 200 нм не было вы-
явлено (рис. 3). Изучение состава экстрактов при
других длинах волн было менее информативным.

Анализ экстрактов из культур различных изо-
лятов B. sorokiniana, полученных на одних и тех же
субстратах, методом ВЭЖХ-МС, показал их вы-
сокое сходство по качественному составу мажор-
ных метаболитов (рис. 4). Так, в экстрактах были
обнаружены по 11 мажорных компонентов, кото-

рые различались временем удерживания и масса-
ми молекулярных ионов. В экстрактах из культу-
ральной жидкости гриба на ДМГ и твердофазных
культур на перловой крупе обнаружено 5 одина-
ковых компонентов, которые характеризовались
временем удерживания (tR) 5.1 мин (m/z 262 Да),
5.4 мин (m/z 264 Да), 6.5 мин (m/z 235 Да), 7.1 мин
(m/z 237 Да) и 8.7 мин (m/z 219 Да).

Мажорным метаболитом в экстрактах из
культур гриба оказалось соединение с tR 7.1 мин,
m/z 237 Да (рис. 4) и УФ-спектром с максимумом
при 266 нм [26] (табл. 1). По данным работы [27]
имеющий такую молекулярную массу, но не по-
глощающий УФ прегельминтоспорол при иони-
зации термоэлектрораспылением образует основ-
ной пик m/z 219 Да [М + H–Н2O]+, по-видимому,
являясь менее стабильным, чем гельминтоспорол.
Вещество с m/z 219 Да (tR 8.7 мин) было также об-
наружено как минорный компонент экстрактов
из культуральной жидкости (КЖ) гриба на среде
ДМГ. Другой мажорный компонент, который
можно было предварительно идентифицировать
как виктоксинин, характеризовался tR около
5.4 мин и m/z 264 Да (рис. 4). Это соединение
встречается у различных штаммов B. sorokiniana
и обладает высокой фитотоксической активно-
стью [12, 28].

Рис. 2. Нормально-фазовые ТСХ-хроматограммы экстрактов B. sorokiniana в зависимости от происхождения изолята
и состава субстрата, при использовании различных методик визуализации: а – визуализация при 254 нм, б – окрашива-
ние реактивом на основе серной кислоты и анисового альдегида: 1 и 5 – изолят ЛО, 2 и 6 – Бр20, 3 и 7 – К7, 4 и 8 – ПК.
1–4 – экстракты из твердофазной культуры, 5–8 – из культуральной жидкости.

(а) (б)

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
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В экстракте КЖ на ДМГ выявлен мажорный
компонент с tR 1.0 мин и несколько минорных ком-
понентов (tR 3.4 мин и 3.7 мин) с m/z 280 (рис. 4). По
литературным данным таким зарядом может об-
ладать осколочный ион [М + H–Н2O]+ некото-
рых спиростафилотрихинов (например, спироста-
филотрихинов R и U) с молекулярной массой
297 Да [29]. Следует отметить, что соединения из
группы спиростафилотрихинов ранее не обнару-
живались у B. sorokiniana. Остальные соединения
в экстрактах B. sorokiniana идентифицировать не
удалось.

Биологическая активность и состав фракций. Из
экстракта культуральной жидкости B. sorokiniana на
ДМГ путем разделения на нормально-фазовой ко-
лонке получено 6 гомогенных фракций (ЖФ 1–6).
Фитотоксическая активность была обнаружена
во фракциях ЖФ 3, ЖФ 4 и ЖФ 6. Под воздей-
ствием соединений из фракций ЖФ 3 и 4 развива-
лись поражения не только на поврежденных, но и
на неповрежденных листовых отрезках пшеницы.

Относительно слабую цитотоксическую актив-
ность продемонстрировали фракции ЖФ 4 и 5 в
концентрации 50 мкг/мл. Остальные фракции не
проявляли цитотоксическую активность даже при
увеличении концентрации до 100 мкг/мл. Уме-
ренную инсектицидную активность продемон-
стрировали фракции ЖФ 3 и 6 (табл. 2).

Во фракции ЖФ 3 основным метаболитом бы-
ло не идентифицированное соединение с tR 5.1 мин
и m/z 262 Да, а также три соединения с одной и той
же молекулярной массой (m/z 468 Да), но с разны-
ми временами удерживания (7.5, 9.1 и 9.8 мин).
Предположительно, эти соединения представляли
собой кохлиохинон G (молекулярная масса 485 Да)
и его изомеры, если осколочный ион 468 Да соот-
ветствовал [М + H–Н2O]+. Во фракции Ж4 основ-
ным было неизвестное соединение с m/z 332, а во
фракции ЖФ 6 – соединение (предположительно
виктоксинин) с tR 5.4 мин (m/z 264). Пять мажор-
ных соединений остались не идентифицирован-
ными (табл. 3).

Рис. 3. Хроматограммы экстрактов твердых (а, б, перловая крупа) и жидких (в, г, КЖ, среда ДМГ) культур B. sorokiniana,
полученные методом нормально-фазовой ТСХ при 200 (а, в) и 270 нм (б, г).
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Рис. 4. ВЭЖХ/МС-хроматограммы экстрактов из
твердофазной (а) и жидкой (б) культур B. sorokiniana.
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К фитотоксинам гриба, образующимся на зер-
новом субстрате, были чувствительны только по-
врежденные отрезки листьев пшеницы. Наиболее
высокой фитотоксичностью на них обладали фрак-
ции ПФ 10 и 11.3. Фракции ПФ 6–8 и ПФ 11, а
также все субфракции последней продемонстри-
ровали относительно высокий уровень цитотокси-
ческой активности при концентрации 10 мкг/мл.
Инсектицидную активность проявляли фракции
ПФ 5, 7, 8, 10 и ПФ 11, а также ПФ 11.2, 11.3 и 11.6.
При этом инсектицидная активность фракций
ПФ 5, 9 и 10 не была связана с их цитотоксиче-
ской активностью, а фракций ПФ 8 – фитотокси-
ческой активностью (табл. 3).

Из хроматографических фракций, проявивших
заметную биологическую активность, было очи-
щено 14 индивидуальных соединений (табл. 3). Их
структура была установлена спектральными мето-
дами путем сравнения с данными литературы
(табл. 1). Однако значительная часть соединений
осталась не идентифицированной. Так, из фрак-
ции ПФ 3 были выделены неидентифицированные
сесквитерпен-1 (молекулярная масса 236 Да, УФ
максимум при 265 нм) и сесквитерпен-2 (молеку-

лярная масса 234 Да, УФ максимум при 249 нм). Во
фракциях ПФ 5–8 были обнаружены виктоксинин
и гельминтоспорол, однако при этом отмечено вы-
сокое содержание соединений с молекулярными
массами от 400 до 600 Да, которые предположи-
тельно можно было отнести к группе кохлиохино-
нов. Из них удалось выделить и идентифицировать
4 соединения этой группы. Во фракции ПФ 6 в ка-
честве доминирующего оказалось неизвестное со-
единение, характеризующееся m/z 731 (табл. 3).

Выделенные и идентифицированные в работе
метаболиты B. sorokiniana относились к таким
группам природных соединений, как сесквитер-
пены (гельминтоспорол, виктоксинин и родствен-
ные им соединения), сестертерпеноиды (фуза-
пролиферин и терпестацин), хиноны (кохлиохи-
ноны A, B и D, ангидрокохлиохинон А), хромоны
(диверсолоновые эфиры и монилифенон) и хло-
рированные ксантоны (метил-8,3-гидрокси-3-
метил-4-хлорксантон-1-карбоксилат) и их про-
изводные (хлоромонилиниковые кислоты B и D).
Следует отметить, что ангидрокохлиохинон А [30],
монилифенон [31] и диверсолоновые эфиры [32],
обнаруженные ранее у B. oryzae, Monilinia fructico-
la и Penicillium diversum соответственно, были най-
дены у B. sorokiniana впервые.

В результате анализа ВЭЖХ-МС и препара-
тивного разделения экстрактов не удалось обна-
ружить и выделить биполароксин, который по
данным работы [16] является доминирующим фи-
тотоксином в экстрактах B. sorokiniana. Можно
предположить, что это соединение, как и струк-
турно близкие к нему эремофиланы, является
крайне нестабильным и быстро разрушается в во-
де и на силикагеле [33]. Несмотря на наличие у
некоторых компонентов экстрактов характерных
для ксантонов УФ-спектров, основной микоток-
син этого гриба – стеригматоцистин в анализиру-
емых экстрактах различных изолятов гриба выяв-
лен не был (табл. 2). Можно предположить, что
этот микотоксин следует детектировать на началь-
ных фазах роста гриба, как было показано ранее в
работе [34].

Спектр биологической активности метаболитов
B. sorokiniana. Большинство соединений, которые
ранее выделялись из B. sorokiniana, были оценены
по 1 или 2 типам биологической активности, пре-
имущественно, фитотоксической или цитоток-
сической (табл. 1). В данной работе показано, что
все 14 выделенных и идентифицированных со-
единений показали более широкий спектр дей-
ствия.

Так, относительно высокой фитотоксической
активностью на листьях пшеницы в концентра-
ции 1 мг/мл обладали кохлиохинон А, терпеста-
цин и хлоромониликовая кислота В, что подтвер-
ждало полученные ранее данные об их высокой
фитотоксичности (табл. 1, 3). Фитотоксичными
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для пшеницы были также гельминтоспорол, не
идентифицированный сесквитерпен 2 и фузапро-
лиферин (табл. 3).

Большинство выделенных соединений (ис-
ключение составляли лишь хлоромонилинико-
вые кислоты) в различной степени ингибировало
рост грамположительной бактерии B. subtilis в кон-
центрации 50 мкг/диск. Подтверждена также от-
носительно высокая антимикробная активность
кохлиохинона А и метил-8,3-гидрокси-3-метил-4-
хлорксантон-1-карбоксилата (МГМХК), а также
умеренная – гельминтоспорола (табл. 1) и ангид-
рокохлиохинона А [35]. Впервые была обнаруже-
на антибактериальная активность у кохлиохино-
нов В и D, а также диверсолоновых эфиров. Оба не
идентифицированных сесквитерпена также обла-
дали высокой антибактериальной активностью

(зона лизиса около 8 мм), в связи с этим иденти-
фикация их структуры представляет интерес для
дальнейших исследований.

Можно предположить, что столь богатый на-
бор веществ, проявляющих антимикробные свой-
ства, одновременно образуемых B. sorokiniana, не-
обходим для выживания в почве и на растительных
остатках, а также для конкуренции с другим фито-
патогенами. Библиотека выделенных веществ мо-
жет представлять интерес для изучения их аддитив-
ного и синергетического эффектов на широком
круге микроорганизмов почвы и филлосферы, а
также для определения их экологической роли в
развитии B. sorokiniana.

В работе впервые изучена инсектицидная ак-
тивность метаболитов B. sorokiniana. Относитель-
но высокую активность при концентрации 1 мг/мл

Таблица 3. Спектр биологической активности хроматографических фракций, полученных из экстрактов B. soro-
kiniana, и обнаруженных в них соединений

* ЦА – цитотоксическая активность, “–” – от 0 до 25%, “+” – от 25 до 75%, “++” – от 75 до 100% погибших клеток линии
Sf9 через 24 ч после обработки 50 мкг/мл экстракта из КЖ или 10 мкг/мл экстракта из твердофазной культуры;
** ФА – фитотоксическая активность, (длина некротического пятна, мм) через 48 ч после обработки, “–” – от 0–1 мм, “+” –

от 1–3 мм, “++” от 4 –5 мм, БП – отрезки листьев пшеницы без повреждений, П – с повреждением.
*** ИА – инсектицидная активность (% гибели злаковой тли относительно контроля через 24 ч после обработки), “–” – от 0– 25%,
“+” – от 25– 75%, “++” – от 75–100%.

Номер фракции Масса, 
мг ЦА1 ФА2

ИА3 Идентифицированные соединения или m/z 
мажорных компонентовБП П

Экстракт из культуральной жидкости культур на ДМГ
ЖФ3 14 – + ++ + 262, 468, 468, 468
ЖФ4 5 + + ++ – 332
ЖФ5 143 – – + – Гельминтоспорол
ЖФ6 113 + – ++ + Виктоксинин

Экстракт из твердофазных культур
ПФ2 162 – – – – Не определено
ПФ3 560 – – – – 237
ПФ4 285 – + + – Не определено
ПФ5 505 – – + ++ Ангидрокохлиохинон А, метил-8,3-гидрокси-

3-метил-4-хлорксантон-1-карбоксилат
ПФ6 939 ++ – + + Гельминтоспорол,

фузапролиферин, кохлиохинон В, 731
ПФ7 410 ++ – + ++ Монилифенон, кохлиохинон А,

кохлиохинон D, 335ПФ8 74 ++ – – ++
ПФ9 252 – – + + α,β-диверсолоновые эфиры, терпестацин
ПФ10 359 – – ++ ++
ПФ11 2034 ++ – + ++ Терпестацин,

хлоромонилиниковая кислота В,
хлоромонилиниковая кислота D

ПФ11.1 302 ++ – + –
ПФ11.2 287 ++ – + +
ПФ11.3 290 ++ – ++ +
ПФ11.4 360 ++ – + –
ПФ11.5 150 ++ – – –
ПФ11.6 7 ++ – ++ +
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(0.2 мг/дм2) по отношению к злаковой тле с эф-
фективностью на уровне 80% показали МГМХК и
хлоромонилиниковая кислота В. Примерно в 2 раза
ниже была инсектицидная активность у кохлио-
хинонов А и В, а также у монилифенона (табл. 4).
По данным работы [36] стеригматоцистин оказы-
вал ларвицидные свойства по отношению к ли-
чинкам малярийного комара Anopheles gambiae с
ЛД90 100 мкг/мл.

Все выделенные соединения обладали выра-
женной в различной степени цитотоксической ак-
тивностью. Высокую цитотоксическую активность
либо по отношению к клеткам инфузорий, либо
линии клеток Sf9 продемонстрировали соедине-
ния из группы кохлиохинонов, фузапролиферин,
терпестацин и МГМХК. Остальные соединения
продемонстрировали умеренную токсичность для
клеток насекомых в относительно высокой кон-
центрации 50 мкг/мл (табл. 4). Высокая цитоток-
сическая активность кохлиохинонов [22] и терпе-
стацина [37] хорошо известна, и они рассматрива-
ются как перспективные соединения для лечения
различных онкологических заболеваний. Фуза-
пролиферин оценивается как микотоксин также
и у некоторых грибов рода Fusarium [38].

Таким образом, исследование показало высо-
кое сходство состава метаболитов у изученных
изолятов B. sorokiniana различного географиче-
ского происхождения. Подтверждена продукция
ими широкого спектра вторичных метаболитов
различных групп: терпенов, ксантонов, хинонов,
алкалоидов и других. При этом, образование в
культурах B. sorokiniana таких метаболитов, как
биполароксин и стеригматоцистин, требуют уточ-
нения с учетом нестабильности первого и време-
ни продукции второго. Биосинтез вторичных ме-
таболитов широкого спектра действия, по-види-
мому, определяет способность гриба к отличной
выживаемости и высокой конкурентоспособности
в различных экологических нишах – почве, расте-
ниях и семенах. Многие из выявленных метабо-
литов перспективны для разработки лекарственных
средств или пестицидов, поэтому B. sorokiniana
можно считать их возможным продуцентом для ис-
пользования в биотехнологии. Продукция грибом
таких высокотоксичных веществ, как стеригмато-
цистин, кохлиохиноны, фузапролиферин, терпе-
стацин и метил-8,3-гидрокси-3-метил-4-хлорксан-
тон-1-карбоксилат, свидетельствует о необходимо-
сти оценки их накопления в пораженном им зерне.
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Analysis and Isolation of Secondary Metabolites of Bipolaris sorokiniana
by Different Chromatography Techniques and the Spectrum of Their Biological Activity

A. O Berestetskiya, *, A. A. Dalinovaa, V. R. Dubovika, E. N. Grigoryevaa,
D. M. Kochurab, I. V. Senderskiya, S. N. Smirnovc, E. A. Stepanychevaa, and S. M. Turaevad

aAll-Russian Institute of Plant Protection, Saint-Petersburg, 196608 Russia
bResearch Institute of Hygiene, Occupational Pathology and Human Ecology, Saint-Petersburg, 188663 Russia

cSt. Petersburg State University, St. Petersburg, 199034 Russia
dInstitute of the Chemistry of Plant Substances, Tashkent, 100170 Uzbekistan
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Secondary metabolites were isolated from cultures of four geographically distant isolates of the cosmopolitan
fungus, Bipolaris sorokiniana for intense biological characterization. Analysis of extracts from their liquid and
solid cultures with TLC and HPLC-MS showed high similarity of their composition despite on fungal origin.
From the extracts of B. sorokiniana 14 metabolites (terpenes, quinones, xanthones etc.) were isolated using
column chromatography and preparative HPLC; among them, 12 known substances were identified. Chloro-
monilinic acid B (CAB) showed the highest level phytotoxic activity on wheat leaves. The most of isolated
compounds inhibited growth of Bacillus subtilis, of which methyl-8,3-hydroxy-3-methyl-4-chloroxanthon-
1-carboxilate (MMC) demonstrated the strongest activity. Some metabolites of B. sorokiniana (CAB and
MMC) were shown to have insecticidal activity against common cereal aphid. All the compounds were cyto-
toxic (especially, cochlioqionones and fusaroproliferin) when tested on Sf9 cell line. However, no one was
acute toxic for infusoria. Evidently, the production of multiple bioactive compounds makes B. sorokiniana a
strong competitor in different ecological niches and a dangerous contaminant of grain.

Keywords: Bipolaris sorokiniana, chemical ecology, secondary metabolites
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Методом восстановления из ионов при действии микроволнового облучения в присутствии восста-
новителя D-глюкозы получены наночастицы серебра с использованием в качестве полимерной мат-
рицы водорастворимого производного хитозана – сукцинамид хитозана. Присутствие наночастиц
серебра в синтезируемом коллоидном растворе подтверждено методом УФ-спектроскопии. Соглас-
но данным просвечивающей электронной микроскопии синтезированные наночастицы серебра
имели сферическую форму, при этом размер частиц составлял 10–34 нм. Полученные дифракто-
граммы подтвердили наличие рефлексов, характерных для кристаллической решетки металличе-
ского серебра. Синтезированный коллоидный раствор наночастиц серебра in vitro проявлял выра-
женную антибактериальную активность по отношению к штаммам грамположительных бактерий
Bacillus subtilis ATCC 6633 и B. coagulans 429.

Ключевые слова: микроволновый синтез, наночастицы серебра, сукцинамид хитозана, антибактери-
альная активность
DOI: 10.31857/S0555109920050025

В настоящее время разработка новых нано-
композитов является стремительно развивающим-
ся направлением в науке и технике. В связи с этим
становится актуальной проблема создания нано-
композитных материалов медицинского назна-
чения на основе нетоксичных биодеградируемых
полимеров природного происхождения. В качестве
таких полимеров могут быть использованы поли-
сахариды, в частности хитозан и его производ-
ные. Такие материалы могут найти применение
при разработке ранозаживляющих лекарственных
средств, имплантов для регенерации костной тка-
ни, матриксов для тканевой инженерии, а также
систем контролируемой доставки лекарственных
веществ. С этой точки зрения большой интерес
представляют металлополимерные нанокомпози-
ты, поскольку включение различных металлов, в
частности серебра, в их состав позволяет получать
материалы с заданными свойствами, в том числе
с антимикробной активностью [1].

Хитозан не растворим в воде и получение его
водорастворимых производных, синтезируемых пу-
тем введения различных функциональных групп в
макромолекулу, позволяет значительно расширить

возможности применения такого полимера в био-
логии и медицине. К числу таких производных
относиться сукцинамид хитозана [2].

В настоящее время достаточно широко иссле-
дуется биологическая активность сукцинамида хи-
тозана и возможность его использования для им-
мобилизации лекарственных веществ. Важно от-
метить, что N-сукцинил хитозан безопасен при
внутривенном введении [3, 4], что позволяет ис-
пользовать данный полимер в системах доставки
противоопухолевых препаратов [5]. Помимо это-
го, N-сукцинил хитозан проявляет антиагрега-
тивную и антиоксидантную активность [6].

Синтез наночастиц серебра можно осуществ-
лять непосредственно в растворе полимера. При
этом сам полимер служит матрицей, контролиру-
ющей размер и форму наночастиц металла, а так-
же является стабилизатором образующихся нано-
частиц, предотвращая их агрегацию [7].

Для синтеза наночастиц серебра в полимерной
матрице могут быть использованы различные ме-
тоды, такие как химическое, фотохимическое и
радиационно-химическое восстановление [8–10].
В данном исследовании для синтеза наночастиц

УДК 547.995.12:544.546.57
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серебра из ионов в матрице сукцинамида хитоза-
на было использовано микроволновое облучение.
К преимуществам этого метода следует отнести
быстрый нагрев рабочего раствора по всему объе-
му, что позволяет снизить термическое напряже-
ние в системе и обеспечить однородность микро-
структуры композитного материала.

Цель работы – разработка метода синтеза на-
ночастиц серебра из ионов в матрице водорас-
творимого сукцинамида хитозана при действии
микроволнового облучения в присутствии вос-
становителя – D-глюкозы, а также исследование
антибактериальной активности полученного кол-
лоидного раствора наночастиц серебра, стабили-
зированных сукцинамидом хитозана.

МЕТОДИКА

Материалы. В качестве полимерной матри-
цы-стабилизатора в работе использовали сукци-
намид хитозана (СХТЗ) с молекулярной массой
(ММ) 200 кДА производства ЗАО “Биопрогресс”
(Россия). Степень дезацетилирования хитозана,
из которого был получен СХТЗ составляла 85%.
Для проведения реакции в гомогенных условиях
в качестве растворителя использовали биди-
стиллированную воду (18 МОм × см–1), азотно-
кислое серебро, D-глюкозу и аммиачный рас-
твор (NH4OH) марки х. ч.

Синтез наночастиц серебра из ионов в матрице
сукцинамида хитозана. Для подбора условий син-
теза наночастиц серебра (НЧAg) в матрице СХТЗ
были проведены предварительные исследования.
При этом концентрация полимера была подобра-
на таким образом, чтобы реакция протекала в го-
могенных условиях. Подобранное время СВЧ-экс-
позиции (20 с) позволяло избегать интенсивного
испарения воды из рабочего раствора. Концентра-
ции AgNO3 и D-глюкозы были выбраны в соответ-
ствии с данными приведенными в статье [11].

Сукцинамид хитозана растворяли в бидистил-
лированной воде при комнатной температуре на
магнитной мешалке. К 10 мл раствора полимера в
воде (концентрация 0.25% по массе) при переме-
шивании добавляли водный раствор AgNO3, с та-
ким рассчетом, чтобы его концентрация в растворе
полимера составляла 0.0018 М.. Затем в реакцион-
ную смесь добавляли восстановитель D-глюкозу,
ее концентрация в рабочем растворе составляла
0.05 М. Полученную реакционную смесь доводили
10%-ным раствором NH4OH до рН 7.0–7.5. Микро-
волновое восстановление ионов серебра проводи-
ли с использованием микроволновой печи “Midea”
(MI 9252 RGI-B, Китай) мощностью 700 Вт. Время
облучения рабочего раствора составляло 20 с.

УФ-спектроскопия. Электронные спектры по-
лученных растворов регистрировали на УФ-спек-
трофотометре “SPECORD M–40” (“Carl Zeiss”,
Германия) в кварцевой кювете с длиной оптиче-
ского пути 0.1 см при 25°С, раствор сравнения –
бидистилированная вода.

Просвечивающая электронная микроскопия (ПЭМ).
Размеры наночастиц серебра в водном растворе на
основе СХТЗ изучали при помощи ПЭМ (“LEO –
912 ABOMEGA”, Германия).

Микробные штаммы, питательные среды, усло-
вия культивирования. Спектр антимикробной ак-
тивности определяли на тест-культурах условно
патогенных бактерий из коллекции культур науч-
но-исследовательского института по изысканию
новых антибиотиков им. Г.Ф. Гаузе (Россия) ме-
тодом диффузии в агар. Для определения анти-
микробной активности препаратов были исполь-
зованы следующие культуры бактерий: Bacillus
subtilis ATCC 6633 и Bacillus сoagulans 429. Для вы-
ращивания микроорганизмов и постановки экс-
периментов по выявлению биологической актив-
ности полученных наночастиц использовали следу-
ющие жидкие и плотные питательные среды, такие
как триптиказо-соевый агар, среда Гаузе 2, следую-
щего состава (г/л): глюкоза – 10, пептон – 5.0,
триптон – 5.0, NaCl – 5.0, CaCO3 – 2.5, агар – 20,
pH 7.0–7.2. Для определения антибактериально-
го действия использовали также жидкую среду
Мюллер–Хинтона (“Acumedia”, США) и рас-
твор Хенкса (“ПанЭко”, Россия), содержащий ин-
дикатор феноловый красный.

Определение минимальной подавляющей концен-
трации тестируемых соединений in vitro. Определение
минимальной подавляющей концентрации (МПК)
тестируемых соединений in vitro производили мето-
дом двукратных серийных разведений в жидкой пи-
тательной среде в 96-луночных стерильных план-
шетах в соответствии с требованиями клинических
лабораторных стандартов [12]. Для экспериментов
по определению антимикробной активности те-
стируемых соединений готовили инокулят бакте-
риальных тест-культур, для чего использовали чи-
стые суточные культуры бактерий, выращенные
на соответствующих плотных питательных сре-
дах при температуре 35°C. Суспезию бактерий
готовили в стерильном физиологическом растворе
(0.85% NaCl), доводя ее до определенной плот-
ности. Плотность бактериальных суспензий со-
ставляла 0.5 по стандарту Мак Фарланда (1.5 ×
× 108 КОЕ/мл) и при дальнейшем разведении бу-
льоном Мюллера–Хинтон в 100 раз концентрация
микробных клеток снижалась до 5 × 105 КОЕ/мл.

Тестируемый полимер растворяли в стерильной
воде, получая начальную концентрацию 84 мкг/мл.
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Затем готовили серии двукратных разведений от
84 до 5.25 мкг/мл в растворе Хенкса с феноловым
красным. Эксперименты проводили в стерильных
96-луночных плоскодонных планшетах. В лунки
каждого планшета вносили сначала по 100 мкл
растворов серийных разведений тестируемого со-
единения в растворе Хенкса, а затем по 100 мкл
раствора инокулята тест-культуры в среде Мюл-
лера–Хинтон. Эксперимент с одной концентра-
цией тест-образца повторяли не менее трех раз.
В качестве контроля использовали варианты опы-
та без тестируемого соединения. Планшеты инку-
бировали при температуре 35°С. Оценку роста
культур проводили визуально через 24 ч по изме-
нению цвета индикатора. МПК определяли как
минимальную концентрацию препарата, полно-
стью ингибирующую рост тест-организма.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В работе исследовали возможность получения

нанокомпозитов серебра с использованием в ка-
честве матрицы-стабилизатора водорастворимо-
го сукцинамида хитозана. Выбор в качестве мат-
рицы СХТЗ обусловлен рядом его уникальных
свойств, а также особенностью структуры этого
полимера. Структура элементарного звена СХТЗ
приведена на рис. 1.

Для синтеза наночастиц серебра из ионов ис-
пользовали СХТЗ (ЗАО “Биопрогресс”, Россия),
который получают путем взаимодействия хитоза-
на с янтарным ангидридом, при этом степень за-
мещения первичных аминогрупп в конечном
продукте достигала 75%.

Этот полимер является полиэлектролитом, в
структуре которого присутствуют как катионо-
генные (первичные аминогруппы-NH2), так и ани-
оногенные (карбоксильные –COOH) группы. При
этом мольное соотношение этих групп составляло:
n-0.25 и m-0.75 соответственно (рис. 1). Известно,
что наличие карбоксильных групп в структуре по-
лимера определяет его способность образовывать
комплексы с ионами металлов, которые в даль-
нейшем отвечают за формирование кластеров и
наночастиц металлов [13].

Была исследована возможность применения
микроволнового облучения для синтеза наноча-
стиц серебра в матрице СХТЗ. Использование та-
кого метода воздействия способствовало быстро-
му и равномерному нагреву всего объема реакци-
онного раствора, что обеспечивало однородность
протекания нуклеации и рост числа зародышей
наночастиц. Действие СВЧ-облучения в сочета-
нии с высокой восстанавливающей способностью
глюкозы приводил к образованию на начальном
этапе превращений большого количества мелких

кластеров, из которых в дальнейшем формирова-
лись НЧAg. В ходе окислительно-восстановитель-
ных процессов глюкоза превращается в глюконо-
вую кислоту. После окончания микроволнового
облучения наблюдали изменение окраски рабо-
чего раствора от бледно-желтой до коричневой.

Образование наночастиц серебра в макромо-
лекулярной системе подтверждали данными
УФ-спектрофотометрии. Измерение оптического
поглощения (ОП) растворов позволило выявить
полосу в диапазоне 380–440 нм, с λмакс. = 420 нм,
характерную для наночастиц серебра (рис. 2).

Стабильность наночастиц серебра в полимер-
ной матрице СХТЗ оценивали путем выдержки
полученного коллоидного раствора в темноте при
комнатной температуре в течение месяца. После
чего проводили измерения ОП исследуемого рас-
твора. Отсутствие уменьшения ОП коллоидного
раствора по истечении контрольного периода под-
твердило стабильность синтезированных НЧAg в
матрице СХТЗ.

Рис. 1. Структура сукцинамида хитозана.
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Рис. 2. Спектр оптического поглощения раствора
НЧAg в матрице СХТЗ (разбавление 1 : 1), получен-
ный при воздействии микроволнового облучения
(время облучения 20 с).
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Оценку формы и размеров, синтезированных
НЧAg в коллоидном растворе полимера СХТЗ про-
водили с использованием метода ПЭМ. На основа-
нии представленных данных ПЭМ (рис. 3а) и со-
ответствующей гистограммы (рис. 3), построен-
ной с применением компьютерного приложения
“DEAM” [14], можно заключить, что в результате
микроволнового облучения образуются наноча-
стицы серебра сферической формы. При этом со-
держание НЧAg, имеющих размер 10–34 нм состав-
ляло 94% от их общего числа. На врезке к рис. 3а
представлена микродифрактограмма, на основа-
нии которой определены межплоскостные рас-
стояния – 2.36, 2.04, 1.23, 1.17 Å, характерные для
кристаллической решетки металлического серебра.

Результаты исследований морфологии и ста-
бильности, полученных НЧ Ag подтверждают, что
СХТЗ может быть использован в качестве матри-
цы и стабилизатора при микроволновом восста-
новлении ионов серебра в наночастицы.

При обсуждении возможного механизма стаби-
лизирующего действия СХТЗ следует отметить,
что особое место среди полимеров, используемых
в качестве матрицы, занимают полиэлектролиты,
в частности, содержащие карбоксильные группы.
Такие группы способны образовывать комплексы с
катионами серебра, а также взаимодействовать с
положительно заряженными кластерами и атома-
ми на поверхности образовавшихся НЧAg, обес-
печивая их стабилизацию [15].

Было проведено исследование антибактери-
альной активности синтезированного коллоидного
раствора НЧAg в матрице СХТЗ. Антимикробную
активность макромолекулярной системы НЧAg–

СХТЗ оценивали методом диффузии в агар на тест-
культурах условно-патогенных бактерий. В каче-
стве тест-культуры использовали штаммы грам-
положительных бактерий B. subtilis ATCC 6633 и
B. сoagulans 429. Полученные результаты пред-
ставлены в табл. 1. Из результатов, приведенных
в табл. 1, видно, что полученный коллоидный
раствор НЧAg в матрице СХТЗ проявлял выра-
женную антибактериальную активность в отно-
шении штаммов грамположительных бактерий
B. subtilis ATCC 6633 и B. coagulans 429.

Важной характеристикой антимикробной ак-
тивности препарата является его минимальная
подавляющая концентрация (МПК). Определе-
ние МПК тестируемой системы in vitro проводили
методом двукратных серийных разведений в жид-
кой питательной среде (табл. 2). Из результатов,
приведенных в табл. 2, минимальная ингибирую-
щая концентрация для кислотоустойчивого штам-
ма B. coagulans 429 и B. subtilis ATCC 6633 составля-
ла 5.25 мкг/мл. Следует отметить, что исходный
полимер-СХТЗ (контроль) не проявлял антибак-
териальной активности в условиях тестирования.

Таким образом, проведенные исследования поз-
воляют сделать вывод, что синтезированные НЧAg
в матрице СХТЗ проявляют антибактериальную ак-
тивность в отношении грамположительных бакте-
рий B. coagulans 429 и B. subtilis ATCC 6633.

Актуальность проблемы связана с резко воз-
росшей в последнее время резистентностью раз-
личных микроорганизмов к антибиотикам. В свя-
зи с этим, возникает необходимость поиска новых
антибактериальных средств с иным механизмом
действия.

Таблица 1. Антибактериальная активность (зона угнетения роста, мм) СХТЗ с НЧ серебра в отношении условно-
патогенных бактерий*

* Н/а – неактивно.

Тест-организм
НЧ серебра–СХТЗ, мкг/мл Контроль

(СХТЗ)

Амоксиклав
(амоксициллин 20 мкг + 

+ клавулановая кислотата 10 мкг)84 42 21

B. subtilis ATCC 6633 23 ± 0.09 20 ± 0.1 16 ± 0.2 Н/а 31 ± 0.1
B. coagulans 429 20 ± 0.7 17 ± 0.1 10 ± 0.3 Н/а 23 ± 0.1

Таблица 2. Минимальная подавляющая концентрация СХТЗ с наночастицами серебра в отношении условно-
патогенных бактерий

* Н/а – неактивно.

Вещество
МПК, мкг/мл

B. subtilis ATCC 6633 B. coagulans 429

НЧAg–СХТЗ 5.25 5.25
Контроль (СХТЗ)* Н/а Н/а
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В результате проведенных исследований по-
казано, что водорастворимое производное хито-
зана – сукцинамид хитозана может служить мат-
рицей-стабилизатором в процессе синтеза нано-
частиц серебра из ионов при действии
микроволнового облучения в присутствии вос-
становителя – D-глюкозы.

Присутствие наночастиц серебра в системе
было подтверждено данными УФ-спектроско-
пии, а именно – наличием полосы поглощения с
λмакс. = 420 нм. По данным ПЭМ синтезирован-
ные наночастицы серебра имели сферическую
форму, при этом, частицы размером 10–34 нм со-
ставляли 94% от общего количества.

В опытах in vitro подтверждена антибактери-
альная активность полученного коллоидного рас-
твора наночастиц серебра в матрице сукцинамида
хитозана по отношению к штаммам грамполо-
жительных бактерий B. subtilis ATCC 6633 и B. co-
agulans 429.

Работа выполнена в рамках Госзадания
ИНХС РАН.
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Silver Nanoparticles Stabilized with Chitosan Succinamide: 
Synthesis and Antibacterial Activity
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A water-soluble chitosan derivative, chitosan succinamide, was used as a polymer matrix for the formation of sil-
ver nanoparticles by ions reduction under microwave irradiation in the presence of a D – glucose reducing agent.
Using the UV spectroscopy method, the presence of silver nanoparticles in the synthesized colloidal solution
was confirmed. According to transmission electron microscopy data, the synthesized silver nanoparticles had
a spherical shape. The obtained diffractograms confirm the presence of reflexes characteristic of the crystal
lattice of metallic silver. As a result of in vitro studies, it was shown that the synthesized colloidal solution of
silver nanoparticles exhibits pronounced antibacterial activity against strains of gram-positive bacteria Bacillus
subtilis ATCC 6633 and Bacillus coagulans 429.

Keywords: microwave synthesis, silver nanoparticles, chitosan succinamide, antibacterial activity
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Изучена возможность культивирования линии-продуцента рекомбинантных иммуноглобули-
нов (IgG1) в базовой среде культивирования IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco Medium) с внесе-
нием рекомбинантных белков и гидролизатов белков неживотного происхождения. Для обогаще-
ния среды использовали рекомбинантные инсулин, сывороточный альбумин человека, продуциру-
емые бактериями E. coli, трансферрин – дрожжами Pichia pastoris. Комбинация белков-добавок,
входящая в состав разработанной среды, позволила повысить продуктивность стабильной культу-
ры-продуцента рекомбинантных гуманизированных антител на основе клеток линии CHO на 44%
по сравнению с используемой комплексной коммерческой добавкой ITS (Insulin-transferrin-selenium).
Внесение в измененную среду IMDM гидролизатов белков гороха и риса, содержащих пептиды с мо-
лекулярной массой ниже 5 кДа, способствовало увеличению продуктивности линии в 3.9 и 4.5 раза со-
ответственно.

Ключевые слова: гидролизаты растительных белков, дрожжевой экстракт, инсулин, трансферрин,
селенит натрия, ЧСА, антитела, CHO DG44, стабильная клеточная линия
DOI: 10.31857/S0555109920050037

Рекомбинантные терапевтические белки рас-
ширили возможности современной медицины,
позволяя разрабатывать новые и эффективные
методы лечения для многих заболеваний, начи-
ная от рака и заканчивая бесплодием [1]. Около
60–70% всех рекомбинантных фармацевтических
белков получают в клетках млекопитающих. Мно-
гие из этих белков экспрессируются в иммортали-
зованных клетках яичника китайского хомячка
(CHO), что позволяет максимально сохранить не
только их структуру, но и функцию, позволяя при-
менять их во многих областях медицины, биотех-
нологии и сельского хозяйства. Другие клеточные
линии эукариот такие, как миелома мыши (NSO),
клетки почки хомячка (BHK) и клетки эмбрио-
нальной почки человека (HEK-293) также исполь-
зуются в производстве для получения рекомби-
нантных белков. Однако они обладают узкой спе-

цифичностью и направленностью действия, в
связи с этим их использование строго ограничено
областью применения [2]. Клетки линии СНО
становятся все более важным инструментом для
производства рекомбинантных терапевтических
белков вследствие их быстрого роста, стабильно-
сти экспрессии в них чужеродных генов и высоко-
го выхода рекомбинантных белков [3]. Увеличение
выхода рекомбинантного белка и, следовательно,
снижение издержек производства относится к ос-
новной биотехнологической цели [4]. Поскольку
производительность клеток млекопитающих го-
раздо более низкая, по сравнению с прокариоти-
ческими, существует стратегия увеличения произ-
водства рекомбинантного белка в клетках СНО,
включающая регулирование температуры культу-
ры [5, 6], добавление различных химических ве-
ществ [6], контроль параметров в биореакторе [7]
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и ингибирование клеточного апоптоза [8, 9]. Тем-
пература культивирования линии-продуцента яв-
ляется одним из наиболее важных параметров,
при этом такие клетки животных, как СНО, для
имитации окружающей среды организма наибо-
лее часто культивируются при 37°C. Температура,
рН среды культивирования [10–12] и содержание
в ней растворенного кислорода (DO) [11, 12] вли-
яют на некоторые важные клеточные характери-
стики (рост, жизнеспособность и синтез белка),
которые были изучены для определения подходя-
щих условий процесса производства белка [13]. Для
выращивания клеток традиционно использовали
смеси компонентов, включающие растворы основ-
ных питательных веществ для обеспечения метабо-
лизма клеток, которые получили название базовых
(MEM, DMEM, IMDM, RPMI-1640, 199 и др.). Ба-
зовые питательные среды имеют различный со-
став, но для получения клеточной массы к ним
необходимо добавлять сыворотку крови. Ее тради-
ционно вносят в культуры клеток, чтобы обеспе-
чить их гормонами, факторами роста, связываю-
щими и транспортными белками, а также другими
дополнительными питательными веществами. Од-
нако сывороточные композиции не постоянны, к
тому же их состав, как правило, не известен. Кро-
ме того для жизнедеятельности культуры клеток
необходима лишь небольшая часть входящих в
сыворотку компонентов.

Соединения, входящие в состав сыворотки,
при культивировании могут влиять на жизне-
способность и пролиферацию клеточной массы,
тем самым внося существенные погрешности
при экспрессии целевого белка в линиях этих кле-
ток [14, 15]. Содержание белка в сыворотке обычно
намного больше, чем уровень его экспрессии кле-
точной линией-продуцентом. При этом сыворо-
точные белки могут легко маскировать присут-
ствие продукта специфической экспрессии ли-
нии-продуцента при анализе в том случае, если
они схожи с ними по размеру. Таким образом,
развитие биотехнологии и точного воспроизведе-
ния результатов экспрессии требуемых белков, а
также облегчения процедуры очистки наработан-
ного препарата остро нуждается в питательных
средах, которые соответствовали этим требовани-
ям. Удаление сыворотки из среды культивирова-
ния позволит исключить сывороточные гормоны,
антитела и другие регуляторы, а также унифици-
ровать состав питательной среды, что позволит
достоверно изучить клеточную физиологию и им-
мунологию, межклеточные взаимодействия и ки-
нетику накопления продукта линии-продуцента.
Использование свободной от сыворотки среды
значительно снижает также риск контаминации
культуры. Следовательно, продукты, полученные
из культуры клеток-продуцентов рекомбинант-
ных белков, не содержащей сыворотку, становят-

ся пригодными для применения во многих обла-
стях экспериментальной ммедицины, особенно
in vivo при лечении человека.

Основными белками, необходимыми клеткам
культуры CHO для успешного роста, являются
альбумин, инсулин и трансферрин, а из неорга-
нических добавок – селенит натрия. Данные ве-
щества входят в состав среды, свободной от сыво-
ротки, и выполняют ряд специализированных
функций. Так, альбумин служит в качестве носи-
теля не только для незаменимых жирных кислот и
некоторых минералов (например, ионов цинка),
но и гормонов, а также пептидов и факторов роста.
Он осуществляет детоксикацию H2O2 [15] и избы-
точных количеств микроэлементов [16, 17], а так-
же обеспечивает механическую защиту клеток
при перемешивании [18]. Концентрация альбу-
мина в разных средах, свободных от сыворотки,
составляет от 0.5 до 5.0 мг/мл. Для приготовления
сред используют две различные формы альбумина,
первая – представляет собой экстракт нативно-
го сывороточного альбумина, ассоциированного с
жирными кислотами неопределенной природы, а
вторая – делипидированный альбумин (более очи-
щенные среды), связанный с линолевой и олеино-
вой кислотами. Однако такие препараты являются
дорогостоящими, поэтому для крупномасштабных
производств моноклональных антител (мАт) их
использование нецелесообразно. Все большее чис-
ло исследователей культивируют клетки в отсут-
ствие альбумина, но этот подход возможен не для
всех линий клеток и гибридом.

Инсулин служит фактором роста и поддержа-
ния оптимального метаболического уровня клет-
ки и считается важным компонентом в культуре
гибридом, свободных от сыворотки. Он способ-
ствует стимуляции поглощения аминокислот (осо-
бенно лейцина и валина) клетками культуры, а
также уридина и глюкозы, ответственных за син-
тез РНК, белка и липидов. Инсулин включается в
большинство бессывороточных сред в концен-
трациях от 5 до 10 мкг/мл.

Трансферрин считается одной из основных
добавок, стимулирующих рост клеток гибридом
в бессывороточной среде [19, 20], но в некото-
рых случаях его отсутствие приводит к сильному
ингибированию их роста. Трансферрин является
гликопротеином, который связывает железо и
облегчает его транспорт через плазматическую
мембрану [21, 22]. Он используется в бессыворо-
точной среде в концентрации 1–30 мкг/мл. При
этом трансферрин взаимодействует с определен-
ными рецепторами клеточной поверхности и
может обладать in vitro такими дополнительны-
ми функциями как хелатирование токсичных
металлов, содержащихся в малых и следовых ко-
личествах [21–23]. В зависимости от производи-
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теля и состава коммерческие добавки инсулина
и трансферрина их обозначают insulin-trasferrin-
selenium-ethanolamine (ITSE), selenium-insulin-
transferrin-ethanolamine (SITE), insulin-trasferrin-
selenium-sodium pyruvate (ITS-A), insulin-trasfer-
rin-selenium-ethanolamine (ITS-G) или insulin-tras-
ferrin-selenium (ITS). Другие их различия включа-
ют сведения, является ли продукт рекомбинант-
ным, не содержащим животных экстрактов, или
полученным из тканей животных или донорской
крови. Большинство продуктов, называемых на
инсулин-трансферрин-селенит натрия, содержат
белки, полученные из крови, включающие бычий
трансферрин или трансферрин из плазмы челове-
ка, а также свиной инсулин. Однако существует
несколько композиций рекомбинантных инсули-
на и трансферрина, полностью не содержащих жи-
вотных добавок, которые предлагают компании
“InVitria” и “Fisher Scientific” (США). Остальные
композиции содержат нативные белки и не сво-
бодны от продуктов животного происхождения
(https://cellculturedish.com/combining-insulin-and-
transferrin-in-cell-culture-supplements/). Их цена,
часто основанная на стоимости других составля-
ющих, может различаться. Разработка концентра-
та, состоящего из растворов белков, имеющих ре-
комбинантную природу и структуру, полностью
сходную с белками человека, позволит добиться
высокого уровня безопасности. Следует отметить,
что при терапии препаратами, полученными на
основе бессывороточных сред с рекомбинантны-
ми белками-добавками, исключается вероятность
заражения больного вирусами животных. В свою
очередь замена коммерческой среды позволит
снизить затраты на получение целевого IgG1, и та-
ким образом снизить себестоимость фармацевти-
ческих препаратов, получаемых в результате био-
синтеза в клеточных линиях-продуцентах.

В настоящее время успешно применяется не-
сколько композиций и добавок для бессыворо-
точных сред культивирования широкого спектра
эукариотических клеток, и, в частности, клеток
линий СНО. Однако необходимо отметить, что
различные клеточные линии, полученные из исход-
ной линии CHO, имеют специфический метабо-
лизм и особенности использования питательных
элементов. Известно, что при высокой плотности
клеток продукция рекомбинантных антител мо-
жет снижаться из-за истощения среды культиви-
рования, и вследствие этого рост культуры замед-
ляется и останавливается, а культура погибает.
С гибелью культуры останавливается специфиче-
ская продукция. В фармацевтической индустрии
особую трудность промышленного культивиро-
вания представляет оптимизация уровня экс-
прессии иммуноглобулинов в СНО клетках. Дан-
ная особенность связана со сложностью синтеза
длинных аминокислотных последовательностей

легкой и тяжелой цепей, входящих в состав пол-
норазмерного антитела, и последующей за этим
его сборки из отдельных цепей полноразмерных
молекул антитела. Поэтому клеточные линии,
продуцирующие IgG1 из-за сложностей в сборке
полноценных молекул показывают более низкую
продукцию по сравнению с клетками-продуцента-
ми других рекомбинантных белков. Для улучшения
роста клеток и увеличения продукции ими терапев-
тических белков использовали внесение в бессыво-
роточную среду добавок, содержащих гидролизаты
белков растительного происхождения [24]. Такой
подход позволил разработать стратегию добавле-
ния этого гидролизата в бессывороточную среду
для культивирования [25].

Согласно литературным данным гидролизаты
дрожжей способствуют значительному увеличе-
нию продуктивности клеток линии CHO в культу-
ре [26]. Ряд других исследований подтверждает
способность таких гидролизатов увеличивать плот-
ность клеток CHO в процессе культивирования и
специфическую продуктивность их линий [27, 28].

При выборе источника сырья широко исполь-
зуются гидролизаты растений и дрожжей, по-
скольку они исключают применение в биофарма-
цевтике в качестве добавок к среде продуктов жи-
вотного происхождения [29–31]. Было показано,
что источник этих гидролизатов влиял на рост
клеток и продукцию ими целевого белка [32]. Из-
вестен также ряд коммерческих добавок, включа-
ющих гидролизаты растительного происхожде-
ния. Данные добавки являются комплексными,
однако состав таких композиций относится к
коммерческой тайне.

Рекомбинантная низкобелковая среда позво-
лила бы заменить дорогостоящие питательные
среды и добавки, а применение компонентов не-
животного происхождения избежать контамина-
ции вирусами и иными опасными агентами при
получении рекомбинантного IgG1 в клетках СНО.

Цель работы – создание композиции бессыво-
роточной среды культивирования клеток-проду-
центов СНО для эффективной экспрессии целе-
вого белка в виде иммуноглобулинов IgG1, а так-
же других рекомбинантных белков.

МЕТОДИКА

Материалы. В работе использовали белковый
порошок гороха (Pisiva, “Hill Pharma Inc.”, США),
клейковину, глютен из пшеницы (“Roquette”,
Франция), соевый белковый изолят (Sunsoy, “Sun-
hide Impeks”, КНР), рисовый белок (“Beneo”, Гер-
мания), белок из подсолнечника (“Biotechnolo-
gies”, Россия), экстракт дрожжей (“BD Biosci-
ence”, Бельгия).



506

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 5  2020

БАЛАБАШИН и др.

Клеточная культура и адаптация. Для проведе-
ния экспериментов использовалась стабильная
клеточная культура на основе линии CHO DG44
(“Invitrogen”, США), стабильно экспрессирующая
растворимые рекомбинантные антитела в среду
культивирования. Культивирование проводили в
колбах Эрленмейера объемом 100 мл в 30 мл куль-
туральной среды при постоянном перемешива-
нии на орбитальном шейкере S3.20L (“ELMI”,
Латвия) при 150 об./мин, 37°С и 95%-ной влажно-
сти. Была получена культура клеток, которая куль-
тивировалась на среде OptiCHO (“Invitrogen”,
США) с добавлением 8 мМ L-глутамина. Адапта-
цию культуры для проведения экспериментов осу-
ществляли ступенчато, переводя клетки в среду,
основанную на среде Iscove’s Modified Dulbecco
Medium, (IMDM, “Biolot”, Россия), содержащую
8 мМ L-глутамин, 0.1% Pluronic F-68 и 1% росто-
вой добавки Insulin-transferrin-selenium (ITS, “Gib-
co”, США). Перевод клеток осуществляли посте-
пенно, изменяя содержание среды с 50, 75, 90, 95
и до 100%. Окончанием этого процесса считали
увеличение времени удвоения популяции клеток,
равным 24 ч. При последующих изменениях со-
става питательной среды клеточную массу оса-
ждали при 450 g в течение 5 мин и переводили на
экспериментальную среду для исследования про-
дуктивности.

Проведение ИФА. Оценку уровня продукции ан-
тител культурами осуществляли с помощью метода
непрямого ИФА. Для проведения ИФА использо-
вали 96-луночные планшеты Maxisorp (“Nunc”, Да-
ния). Для сорбции на подложку наносили 100 мкл
очищенного рекомбинантного антигена (10 мкг/мл
в лунку) и инкубировали в течение ночи при 4°C.
Промывали 3 раза по 200 мкл фосфатным буфе-
ром (ФБ) с 0.5% Твин-20, а затем добавляли 200 мкл
на лунку ФБ с 0.5%-ным БСА для уменьшения
неспецифического связывания с подложкой ан-
тител в исследуемом образце. Обработку осуществ-
ляли в течение 1 ч при 37°C. Затем наносили кон-
диционированную среду или очищенный препа-
рат антител, титровали, промывали 3 раза ФБ,
содержащим 0.5%-ный Твин-20. После этого вно-
сили по 100 мкл в лунку раствора вторичных ан-
тител, конъюгированных с пероксидазой хрена,
который готовили разведением в соотношении
1 : 20000 в ФБ содержащим 0.1%-ный БСА. Ин-
кубировали в течение 1 ч при постоянном пере-
мешивании на орбитальном шейкере с частотой
300 об./мин при 37°C. Лунки планшета промывали
3 раза 200 мкл ФБ с 0.5%-ным Твин-20, и вносили
по 100 мкл в лунку готового для применения рас-
твора 3,3',5,5'-тетраметилбензидина (ТМБ, “Им-
мунотех”, Россия) и после развития окраски в те-
чение примерно 15 мин реакцию останавливали
внесением 100 мкл 10%-ной серной кислоты. Оцен-
ку результатов проводили на планшетном спектро-

фотометре Model 680 (“Bio-Rad”, США). В каче-
стве контроля использовали очищенный препа-
рат антител с известной концентрацией.

На всех этапах для анализа концентрации мАт
в среде культивирования отбирали аликвоты объ-
емом 200 мкл и центрифугировали при 450 g в те-
чение 5 мин и определяли методом ИФА.

Получение и очистка белковых компонентов.
Рекомбинантный трансферрин получали по ме-
тодике, описанной в работе [33]. Для получения
модифицированного рекомбинантного трансфер-
рина человека (рТФР) был использован штамм
метилотрофных дрожжей Pichia pastoris Yst-TFNG,
полученный ранее [33]. Наработку рекомбинант-
ного белка осуществляли в биореакторе в услови-
ях культивирования при высокой плотности био-
массы штамма Yst-TFNG в солевой среде BSM
(http://www.img.bio.uni-goettingen.de/ms-www/inter-
nal/methods/Yeast/PichiaFermentation.pdf) в присут-
ствии глюкозы в качестве источника углерода.
Для выделения и очистки рТФР была использо-
вана схема с некоторыми модификациями, опи-
санная в работе [34]. После очистки рТФР на ани-
онообменной смоле Q Сефарозе Fast Flow (“GE
Healthcare”, США) на второй стадии использова-
ли катионообменный сорбент MonoS 5/50G. Элю-
цию проводили градиентом концентрации NaCl
от 0 до 0.5 М в 50 мМ Na-ацетатном буфере, рН 5.0.
На заключительной стадии очистки рТФР ис-
пользовали гель-фильтрационную хроматогра-
фию на колонке Superdex S75 (“GE Healthcare”,
США) в фосфатно-солевом буфере (ФСБ), рН 7.2,
содержащим 137 мM NaCl, 2.7 мM KCl, 10 мM
Na2HPO4 и 1.8 мM KH2PO4. Чистота полученного
препарата рТФР составляла более 95%, которую
оценивали денситометрически после электрофо-
ретического разделения в 12%-ном ПААГ в не-
восстанавливающих условиях по стандартной ме-
тодике Леммли [34].

Для получения рекомбинантного инсулина че-
ловека использовали штамм-продуцент Е. coli Bl 21
(DE 3), трансформированный плазмидой pPINS 07.
Получение телец включения, ренатурацию и очист-
ку рекомбинантного белка с использованием ани-
онообменной хроматографии на ДЭАЭ-сефарозе
FF проводили, как описано ранее [35]. Получен-
ный препарат подвергали ферментативному гид-
ролизу трипсином и карбоксипептидазой В, а так-
же для предотвращения образования дезтреонин
(В30)-инсулина и модификации ε-аминогрупп
остатков лизина, с помощью цитраконового ан-
гидрида. Дальнейшая очистка рекомбинантного
инсулина включала концентрирование, осажде-
ние 0.1 М ацетатом цинка и хроматографическое
фракционирование с использованием сорбента
YMC-Basic С8-15-200 (“YMCEurope”, Германия) в
соответствии с методикой, описанной в работе [36].
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Далее инсулин осаждали ацетатом цинка, а полу-
ченный после центрифугирования осадок рас-
творяли в 0.5 М уксусной кислоте и хроматогра-
фировали на Сефадексе G-50. Из основной фрак-
ции инсулин выделяли осаждением ацетатом цинка
с последующим центрифугированием. Кристалли-
зацию инсулина осуществляли с помощью хлори-
стого цинка при рН 6.7 в водном растворе лимон-
ной кислоты, этанола и хлорида цинка. Нейтра-
лизацию этого раствора проводили ступенчато:
вначале раствором аммиака до рН 8.2 ± 0.2 и за-
тем раствором соляной кислоты до рН 6.2. Вы-
павшие кристаллы отфильтровывали и лиофили-
зовали. Хроматографическая чистота полученного
рекомбинантного инсулина человека составляла
не менее 98.5%.

Рекомбинантный сывороточный альбумин че-
ловека (рЧСА) получали по методике, описанной
в работе [37]. Для его получения на основе дрож-
жей P. pastoris был создан штамм-продуцент
“PichiaPink Strain4” (“Thermo Fisher Scientific”,
Англия) содержащий клетки, нокаутные по генам
двух протеаз – pep4 и prb1, вносящих значительный
вклад в протеолитическую деградацию получаемо-
го рекомбинантного белка. Для этого нуклеотид-
ная последовательность проЧСА была амплифи-
цирована с плазмидой pPIC9/ЧСА, полученной
ранее [37], с использованием специфических оли-
гонуклеотидов, содержащих сайты эндонуклеаз ре-
стрикции EcoRI и KpnI, и клонирована в вектор
pPink-HC. Экспрессионная конструкция pPinkHSA
была линеаризована с помощью эндонуклеазы
рестрикции PmeI и трансформирована в клетки
P. pastoris “PichiaPink Strain4” методом электропо-
рации [38]. Наработку рЧСА, как и в случае рТФР,
проводили в биореакторе с использованием со-
левой среды BSM с метанолом в качестве источ-
ника углерода (http://www.img.bio.uni-goettingen.
de/ms-www/internal/methods/Yeast/PichiaFermen-
tation.pdf). Выделение и очистку рЧСА выполняли
в соответствии с ранее описанной методикой [37].
Чистота полученного препарата рЧСА подтвержда-
лась электрофоретическим анализом с последую-
щей денситометрией и составляла не менее 95%.

Небелковые компоненты разрабатываемой среды.
Селенит натрия (“Sigma-Aldrich”, Германия) рас-
творяли в воде качества mQ в концентрации 1 мг/мл
и стерилизовали через фильтр 0.22 мкм (“Milli-
pore”, США).

Приготовление растворов – гидролизатов рас-
тительных белков и контроль реакции. Приготов-
ление растворов (10–25 мг/мл) белков-субстра-
тов (белковых порошков растений) проводили в
0.001 М ЭДТА ⋅ Na2-буфере, рН 6.2, после экс-
тракции в течение ночи при комнатной темпера-
туре. Белок, экстрагированный из порошков рас-
тений, отделяли центрифугированием при 9000 g

на центрифуге 5810R (“Eppendorf”, Германия) в
течение 40 мин. Содержание экстрагированного
из порошка белка оценивали по его разнице до и
после центрифугирования. В надосадочной жид-
кости белок, содержание которого определяли по
методу Брэдфорд с использованием реактива
Quick Start Bradford 1x Dye Reagent #5000205(“Bio-
Rad”, США), гидролизовали папаином. При этом
в 1/20 часть не вносили папаин, а оставляли для
контроля, который использовали на всех стадиях
гидролиза. Гидролиз растительных белков осу-
ществляли в 0.001 М ЭДТА ⋅ Na2-буфере, рН 6.2,
содержащем 0.005 М Cys, на качалке (150 об./мин)
в течение 20 ч при 39°С. Соотношение папаин–рас-
тительный белок составляло 1 : 20 (по количеству
белка). Протеолитическую реакцию останавливали
кипячением в течение 10 мин, реакционную смесь
охлаждали до 7°С. Содержание экстрагированных
и прогидролизованных папаином растительных
белков контролировали методом электрофореза в
12%-ном ПААГ (восстанавливающие условия) по
методу Лэммли [34], отбирая аликвоты раствора,
содержащие 30–50 мкг белка. Затем рН реакцион-
ной смеси доводили до 7.2, выпавший осадок сно-
ва удаляли центрифугированием (9000 g, 40 мин), а
надосадочную жидкость пропускали через ячейку
с мембраной Amicon РМ-5 (“Millipore”, США),
полученный раствор использовали. Количество
полученных пептидов (с молекулярными масса-
ми менее 5 кДа, гидролизат) определяли по коли-
честву прогидролизованного белка.

В качестве положительного контроля исполь-
зовали 10%-ный гидролизат дрожжевой культу-
ры, который растворяли в 100 мл воды качества
mQ и автоклавировали для стерилизации в тече-
ние 40 мин при 121°C.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для определения концентрации белковых ком-
понентов неживотного происхождения, необхо-
димых для роста культуры продуцента и продук-
ции целевого белка использовали стоковые рас-
творы рекомбинантных белков. Рекомбинантные
белки-добавки (рЧСА и рТФР) были получены и
очищены с использованием гель-фильтрации как
описано в работах [33, 37] и растворены в ФСБ
для получения стандартных растворов, концен-
трация которых приведена в табл. 1.

Каждый из белковых компонентов и низко-
молекулярных добавок вносили в среду культи-
вирования с помощью фильтров в виде шприц-
насадок с диаметром поры 0.22 мкм, что обес-
печивало стерильность. Перед добавлением их
хранили при 4°C.

В качестве контроля продуктивности клеточ-
ной культуры при выращивалии на бессыворо-
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точной среде использовали комплексную добав-
ку инсулин-трансферрин-селенит натрия (ITS,
“Gibco”, США) в конечной концентрации, рав-
ной 1% (1 : 1 : 1) и 3% (3 : 3 : 3).

Для приготовления сред стоковые растворы
добавляли в базовую среду культивирования
IMDM в количествах, представленных в табл. 2.
Для каждой из культур клеток в среду роста также
вносили 8 мМ L-глутамин и 0.1% Pluronic F-68
(“Thermo Fisher Scientific”, Англия). После вне-
сения белковых и низкомолекулярных компо-

нентов среды хранили не более 14 сут при 4°C.
Конечная концентрация белковых и небелковых
компонентов в разрабатываемых средах пред-
ставлена в табл. 3.

Для выявления наивысшей удельной продук-
тивности клеточной линии-продуцента при куль-
тивировании в условиях разрабатываемой бессы-
вороточной среды были проведены 3 серии неза-
висимых культивирований. Усредненные данные
представлены на рис. 1.

Из рис. 1 следует, что накопление продукта в
начале культивирования происходило равномер-
но для каждой из тестируемых сред культивиро-
вания. Однако, относительно контроля удельная
продуктивность линий, культивируемых с избыт-
ком инсулина или трансферрина, оказалась вы-
ше, чем для контрольного образца. Это могло сви-
детельствовать о компенсации изменения скоро-
сти роста культуры удельной продуктивностью.

Для получения максимальной концентрации
мАт культивирование продолжали в течение 14 сут,
когда происходило истощение питательных ве-
ществ в среде (рис. 2).

Таблица 1. Концентрации стоковых растворов белков
и низкомолекулярных компонентов, входящих в со-
став бессывороточной среды культивирования

Компонент Молекулярная 
масса, Да

Концентрация, 
мг/мл

Инсулин 5808 10
Трансферрин 80000 2.8
Селенит натрия 173 0.1
ЧСА 66500 140

Таблица 2. Соотношение компонентов в тестируемой бессывороточной среде (объем в мл для приготовления 1 л
среды роста)*

* “–” компонент не добавлялся.

Компонент

Соотношение компонентов в среде, относительно концентрации в ITS

3 : 1 : 1 1 : 3 : 1 1 : 1 : 3 1/3 : 1 : 1 1 : 1/3 : 1 1 : 1 : 1/3 1 : 1 : 1 3 : 3 : 3 1/3 : 1/3 : 1/3 ITS
3 : 3 : 3

ITS
1 : 1 : 1

Инсулин 3.000 1.000 1.000 0.333 1.000 1.000 1.000 3.000 0.333 – –

Трансферрин 1.964 5.893 1.964 1.964 0.655 1.964 1.964 5.893 0.655 – –

Селенит натрия 0.067 0.067 0.201 0.067 0.067 0.022 0.067 0.201 0.022 – –

ЧСА 7.14 7.14 7.14 7.14 7.143 7.140 7.14 7.14 7.140 – –

Добавка ITS – – – – – – – – – 30 10

Таблица 3. Соотношение компонентов в тестируемой бессывороточной среде (мг компонента/количество
концентрата, необходимого для приготовления 1 л среды роста)

* “–” – компонент не добавлялся.

Компонент

Соотношение в среде относительно концентрации ITS

3 : 1 : 1 1 : 3 : 1 1 : 1 : 3 1/3 : 1 : 1 1 : 1/3 : 1 1 : 1 : 1/3 1 : 1 : 1 3 : 3 : 3 1/3 : 1/3 : 1/3 ITS
3 : 3 : 3

ITS
1 : 1 : 1

Инсулин 30 10 10 3.33 10 10 10 30 3.33 – –

Трансферрин 5.5 16.5 5.5 5.5 1.8 5.5 5.5 16.5 1.8 – –

Селенит натрия 0.0067 0.0067 0.0201 0.0067 0.0067 0.0022 0.0067 0.0201 0.0022 – –

ЧСА 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 – –

Добавка ITS* – – – – – – – – – 30 мл 10 мл
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Наиболее высокие концентрации мАт при куль-
тивировании были получены в среде IMDM, содер-
жащей однократную и трехкратную концентрацию
рекомбинантных белков неживотного происхож-
дения. Для дальнейших исследований применяли
среду, с содержанием белковых компонентов как
в комплексной добавке ITS. Вместе со средой
IMDM применяли белки неживотного происхож-
дения и низкомолекулярные компоненты инсу-
лина, странсферрина, ЧСА и селенит натрия, опи-
санные выше.

Получение и применение гидролизатов. Для по-
лучения гидролизата растительные белки экстра-
гировали из порошков пшеницы, подсолнечни-
ка, гороха, риса, рисовой муки и сои. После экс-
тракции белков проводили их количественную
(табл. 4) и качественную характеристику (рис. 3).
Необходимо отметить, что при экстракции буфе-
ром подбирали такое количество порошка, чтобы

концентрация экстрагируемого белка в растворе
составляла 1 мг/мл. После гидролиза папаином
растительных белков рН реакционной смеси до-
водили до 7.2 и центрифугировали, а в дальней-
шем использовали надосадочную жидкость. За-
тем надосадочную жидкость пропускали через
ячейку с мембраной для отделения молекул с мо-
лекулярной массой выше 5 кДа, что позволяло в
дальнейшем исключить попадание в среды бел-
ков, не прогидролизованных папаином, и других
высокомолекулярных соединений.

После проведения гидролиза растительных бел-
ков был получен набор пептидов (гидролизат). На
рис. 3 представлена их электрофореграмма до и
после гидролиза папаином. По результатам каче-
ственного контроля (рис. 3) было установлено,
что белки из порошка риса и рисовой муки с мо-
лекулярной массой 25 кДа полностью гидроли-
зовались до фрагментов с молекулярной массой

Рис. 1. Сравнительная абсолютная (I, мкг/мл) и удельная (II, пг мАт/кл./сут) продуктивность клеток линии-продуцента
мАт на 44 ч выращивания на среде IMDM с различным сочетание компонентов: 1 – IMDM 3 : 1 : 1, 2 – IMDM 1 : 3 : 1,
3 – IMDM 1 : 1 : 3, 4 – IMDM 1/3 : 1 : 1, 5 – IMDM 1 : 1/3 : 1, 6 – IMDM 1 : 1 : 1/3, 7 – IMDM 1 : 1 : 1, 8 – IMDM 3 : 3 : 3,
9 – IMDM 1/3 : 1/3 : 1/3, 10 – IMDM + ITS (3 : 3 : 3), 11 – IMDM + ITS (1 : 1 : 1), 12 – OptiCHO.
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Рис. 2. Концентрация мАт в среде после 14 сут культивирования на средах (1–11) с различным соотношением компо-
нентов среды IMDM (даны средние результаты 4 независимых культивирований). 1–11 как и на рис. 1
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14.4 кДа. Белки гороха гидролизовались равно-
мерно, при этом полностью исчезали только бел-
ки с молекулярными массами 66, 40 и 35 кДа. Бел-
ки, экстрагированные из порошков сои, глютена
и подсолнечника расщеплялись полностью. Для
точного расчета прогидролизованного белка (пеп-
тиды) осадок, полученный после гидролиза, под-
сушивали при 65○С, взвешивали и вычитали из
количества первоначально экстрагированного бел-
ка. Белок, полученный при концентрировании на
мембране, исключающей пептиды с молекуляр-
ными массами ниже 5 кДа (белок после гидроли-
за, табл. 1), также вычитали из количества перво-
начально экстрагированного белка. Белок, кото-
рый составил разницу в результате вычитания
осадка и пептидов с молекулярной массой более
5 кДа, был отнесен к низкомолекулярным пепти-

дам и аминокислотам (гидролизат), которые ис-
пользовали в качестве добавок при изучении их
влияния на пролиферативную активность кле-
ток-продуцентов.

Результаты проведения гидролиза белков па-
паином представлены в табл. 4. Конечная концен-
трация пептидов гидролизата не нормировалась по
массе и концентрации, однако для гидролиза были
взяты одинаковые количества исходных белков.
Получение более высоких конечных концентра-
ций гидролизатов требует доработки методики
гидролиза и проведения дополнительных изыс-
каний в этой области.

Для исследования факторов, влияющих на про-
дуктивность линии-продуцента (выход целевого
продукта в среду культивирования), были ис-
пользованы гидролизаты белков риса, рисовой

Рис. 3. Электрофореграммы водных экстрактов растительных белков риса (а, 1–4) и гороха (а, 5 и 6) до (1, 3 и 5) и
после (2, 4 и 6) гидролиза папаином, а также соевых белков (б, 1 и 2), глютена (б, 3 и 4) и подсолнуха (б, 5 и 6). М –
белки-маркеры молекулярной массы: β-галактозидаза – 16.0, бычий сывороточный альбумин – 66.2, овальбумин – 45.0,
лактатдегидрогеназа – 35.0, РЕаза Bsp98I – 25.0, β-лактоглобулин – 18.4, лизоцим – 14.4.

(а) (б)
кДа
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M 1 2 3 4 5 6
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M 1 2 3 4 5 6

Таблица 4. Содержание растительного белка после гидролиза папаином

* См. Методика.

Источник 
растительного 

белка

Экстрагированный 
белок, мг/%

Масса осадка, 
мг

Белок после
гидролиза, мг

Количество 
образующихся 

пептитидов, мг/%

Концентрация 
пептидов, мг/мл*

Рис (1) 14.0/1.4 1.0 4.3 8.7/62 0.22

Рисовая мука (2) 2.9/0.36 0.8 1.6 0.54/18.6 0.014

Горох (3) 75.4/18.6 42.0 9.1 24.3/32 0.6

Соя (4) 35.9/3.6 18.0 8.1 9.8/27 0.24

Пшеница (5) 23.8/2.9 9.7 6.5 7.6/32 0.19

Подсолнечник (6) 55.3/6.8 16.6 10.1 28.6/52 0.7
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муки, гороха, сои, пшеницы, подсолнечника и
дрожжевого экстракта. Каждый из этих гидроли-
затов добавляли до 10% в среду культивирования,
содержащую 3 × 105 кл./мл, а также дважды в ходе
культивироваиня. В качестве отрицательного кон-
троля вместо гидролизата добавляли буфер для по-
лучения растворов гидролизатов. Усредненные ре-
зультаты трех независимых экспериментов пред-
ставлены на рис. 4.

Применение гидролизатов рисового белка и
белков гороха и подсолнечника оказалось наибо-
лее эффективным. Такую эффективность трех гид-
ролизатов, содержащих набор пептидов с молеку-
лярной массой не более 5 кДа, можно было объ-
яснить, с одной стороны, присутствием входящих
в их состав аминокислот, витаминов и жирных
кислот, а с другой – использованными концен-
трациями. Однако исходя из полученных резуль-
татов, не было очевидно, что увеличение конеч-
ной концентрации мАт после культивирования
клеток линии-продуцента связано с количеством
внесенных гидролизатов. Так, наивысший уро-
вень экспрессии рекомбинантных антител в сре-
де IMDM с добавлением белковых и небелковых
компонентов в количестве, указанном в табл. 2,
наблюдался также при добавлении в среду гид-
ролизата белков гороха, содержащих 180 мкг пеп-
тидов, который стимулировал продуцирование
208.4 мкг/мл мАт (конечная концентрация). Это
соответствовало потреблению ~0.86 мкг пепти-
дов/мкг целевого белка в 1 мл.

Вторая наиболее продуктивная комбинация
культура-продуцент-гидролизат была отмечена при
использовании гидролизата рисового белка, со-
держащего 66 мкг пептидов, при которой про-
дукция мАт в конечной концентрации составила
185 мкг/мл среды, что указывало на конверсию

0.36 мкг пептидов/мкг белка в 1 мл среды культи-
вирования. Третья продуктивная культура содер-
жала гидролизат белков подсолнечника. В этом
случае при внесении 210 мкг пептидов продук-
тивность составила 176 мкг/мл, а конверсия со-
ставляла 1.193 мкг пептидов/мкг белка в 1 мл сре-
ды. Приведенные результаты не позволили сде-
лать однозначный вывод о том, что увеличение
количества гидролизата влияло на уровень про-
дукции мАт, экспрессируемых в среде. Однако
можно предположить, что большое значение име-
ли природа и источник гидролизатов. Примене-
ние дрожжевого экстракта в качестве контроля
позволило сравнить эффективность внесения в
среду культивирования гидролизатов, получен-
ных из растительных источников, ранее широко
используемых в качестве источников питатель-
ных веществ и аминокислот. Следует отметить,
что применение дрожжевого экстракта при куль-
тивировании клеток для получения специфиче-
ской продукции линии невозможно без дополни-
тельных исследований безопасности, поскольку
он в отличие от гидролизатов растительных бел-
ков может содержать и вредные неидентифици-
рованные компоненты различной природы, изу-
чение которых не входило в цели данной работы.

Таким образом, были разработаны эффектив-
ные комбинации рекомбинантных белков-доба-
вок и технология получения и применения гидро-
лизатов неживотного происхождения для созда-
ния на основе среды IMDM бессывороточной
среды культивирования. Совместное применение
разработанных добавок или компонентов позво-
лило получить среду для выращивания и эффек-
тивной экспрессии целевого белка в виде имму-
ноглобулинов IgG1, а также других рекомбинант-
ных белков.

Рис. 4. Продуктивность линии клеток при внесении гидролизатов неживотного происхождения (1, мАт мкг/мл), уве-
личение продуктивности культуры при внесении гидролизатов в среды культивирования по отношению к содержа-
нию в них пептидов (2, мкг/мл). К – контроль без внесения растворов гидролизатов, YE – внесение дрожжевого экс-
тракта в объеме равном 10% объема культуральной среды; 1–6 – добавки, как в табл. 4.
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Комбинация белков-добавок, входящая в со-
став разработанной среды, позволила повысить
продуктивность стабильной культуры-продуцен-
та рекомбинантных гуманизированных антител
на основе клеток линии CHO на 44% по сравне-
нию с используемой комплексной коммерческой
добавкой ITS (Insulin-transferrin-selenium). Внесе-
ние в измененную среду IMDM гидролизатов бел-
ков гороха и риса, содержащих пептиды с молеку-
лярной массой ниже 5 кДа, способствовало уве-
личению продуктивности линии в 3.9 и 4.5 раза
соответственно.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования Рос-
сийской федерации (Соглашение № 075-15-2019-
1391 от 19.06.2019, уникальный идентификатор
проекта RFMEFI60717X0177).
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Development of Serum Free Media
Based on the Optimum Combination of Recombinant Proteins

and Non-Animal Derived Hydrolysates to Produce Immunoglobulins
D. S. Balabashinа, *, E. N. Kaliberdaа, I. V. Smirnovа, Y. A. Mokrushinaа,

T. V. Bobikа, T. K. Alievа, b, D. A. Dolgikhа, с, and M. P. Kirpichnikovа, с

аShemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
bLomonosov Moscow State University, Faculty of Chemistry, Moscow, 119991 Russia

сLomonosov Moscow State University, Faculty of Biology, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: dbalabashin@mail.ru

In this work, we investigated the possibility of cultivating the stable cell line with specific product of recom-
binant immunoglobulins (IgG1) in the IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco Medium) culture medium with
the additional recombinant proteins and non-animal derived protein hydrolysates. To enrich the medium, re-
combinant insulin, human serum albumin produced by E. coli bacteria, and transferrin by Pichia pastoris
yeast were used. The combination of protein additives that is part of the developed medium allowed to in-
crease the productivity of a stable cell line of recombinant humanized antibodies based on CHO cells by
44% compared to the complex commercial supplement ITS (Insulin-transferrin-selenium) used. The addition
of pea and rice protein hydrolysates containing peptides with a molecular mass below 5 kDa into the modified
IMDM medium contributed to an increase in the line productivity by 3.9 and 4.5 times, respectively.

Keywords: protein hydrolysates, pea, sunflower, rice, soy, wheat, yeast extract, insulin, transferrin, sodium
selenite, HSA, CHO, antibody, DG44
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Разработан способ быстрого определения бактерий Escherichia coli в водопроводной воде с помощью
акустического датчика. Способ основан на регистрации изменений глубины и частоты пиков резо-
нансного поглощения на выходном сигнале датчика до и после инфекции микробных клеток
специфичным бактериофагом. Проведены контрольные эксперименты, исключающие неспеци-
фичное взаимодействие микробных клеток с бактериофагами. Предел определения бактерий соста-
вил ~103 кл./мл при времени анализа 5 мин. Отличительная особенность используемого датчика – на-
личие съемной жидкостной ячейки, что обеспечивало возможность ее многократного использова-
ния и облегчало процесс очистки ячейки от образца.

Ключевые слова: микробные клетки, бактериофаги, определение и идентификация бактерий, щелевая
акустическая мода, акустическая линия задержки, частотная зависимость полных потерь
DOI: 10.31857/S0555109920050074

Одной из важных задач своевременного предот-
вращения пищевых отравлений и массовых забо-
леваний является исследование микробного загряз-
нения воды. В биологическом (эпидемическом)
отношении безопасность питьевой воды опреде-
ляется полным отсутствием в ней болезнетвор-
ных бактерий, вирусов, простейших микроорга-
низмов, яиц гельминтов, вызывающих у человека
инфекционные заболевания. Пригодная для пи-
тья вода должна соответствовать определенным
физическим, химическим и микробиологиче-
ским стандартам. К наиболее распространенной
относится оценка безопасности воды по косвен-
ным бактериологическим показателям: степень
общего бактериального загрязнения или общее
микробное число, содержание кишечной палоч-
ки (Escherichia coli). Общее микробное число
представляет собой количество клеток микроор-
ганизмов в 1 мл воды, способных образовывать
видимые колонии после посева на плотные пита-
тельные среды. По существующим нормам в 1 мл
питьевой воды не должно содержаться более
100 микробов (сапрофитных аэробов и факульта-

тивных анаэробов). Это косвенный показатель
поступления в систему водоснабжения бактери-
ального загрязнения. Содержание в воде кишеч-
ной палочки определяется коли-индексом или
коли-титром. Коли-индекс – это количество кле-
ток E. coli, содержащихся в 1 л воды. Коли-титр –
это наименьший объем воды, в котором удается
обнаружить 1 кишечную палочку. Наличие ки-
шечной палочки является показателем фекально-
го загрязнения воды. К наиболее надежным мето-
дам определения бактерий в воде относят метод
прямого подсчета клеток и метод мембранной
фильтрации. Методом прямого подсчета опреде-
ляют количество микроорганизмов, вырастаю-
щих в виде колоний, что соответствует степени
загрязнения воды и характеризует ее состояние.
Общее количество микробов следует рассматри-
вать как существенный косвенный показатель са-
нитарного состояния воды. Метод мембранной
фильтрации основан на фильтрации определен-
ного объема воды через мембранные фильтры,
выращивании собранных клеток на дифференци-
ально-диагностической среде с последующей иден-

УДК 579.6
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тификацией колоний по культуральным и биохи-
мическим признакам. При использовании стан-
дартных методов для получения результата о
наличии/отсутствии обсемененности воды необ-
ходимо не менее 24 ч, поэтому актуально развитие
быстрых методов определения микробных клеток.

Использование биосенсорных систем для опре-
деления бактерий позволяет решить эту задачу.
Следует отметить, что большинство сенсорных
устройств не адаптировано к проведению измере-
ний в условиях высокой проводимости среды изме-
рения (выше 20 мкСм/см). Так, в работах [1–4] дана
краткая характеристика биосенсорых устройств
для определения микробных клеток в воде и от-
мечается необходимость адаптации биосенсоров
для определения бактерий в воде, используемой в
промышленности, муниципальных и коммерче-
ских учреждениях, удельная электрическая про-
водимость которой высокая за счет растворенных в
ней ионных соединений. В работе [5] описан спо-
соб обнаружения клеток E. coli (в течение 8 мин) в
питьевой воде с помощью биосенсора на основе
флуоресценции химерного белка (GFP-colS4).
Флуоресценция обеспечивается его субъединицей
GFP, которая ковалентно связывается с бакте-
риоцином, специфичным к E. coli, при линейном
диапазоне определения клеток от 20 до 103 коло-
ниеобразующих единиц (КОЕ). К сожалению, в
работе не приводятся данные о проводимости ис-
следуемого образца. В работе [6] описывается
микрожидкостное устройство, которое обеспечи-
вало определение микробных клеток непосред-
ственно в физиологических образцах с высокой
проводимостью и вязкостью (коровье молоко,
кровь). Однако в работе не приводятся сведения о
способах очистки устройства от измерительного
образца, содержащего бактерии. Среди электро-
физических методов анализа бактерий можно вы-
делить акустические методы, применение кото-
рых до недавнего времени носило, в основном,
описательный характер. Акустические датчики из-
меряют изменения в характеристиках акустических
волн (скорость и затухание) при их распростране-
нии в пьезоэлектрическом кристалле, контакти-
рующем с исследуемой средой. В предыдущих
работах [7–9] было показано, что в результате
инфекции микробных клеток специфичными бак-
териофагами происходит изменение измеряемых
электрофизических параметров суспензии (про-
водимость, вязкость), которые фиксируются аку-
стическими датчиками на основе резонатора с
поперечным электрическим полем и двухканаль-
ной линии задержки. При развитии методов опре-
деления бактерий важно учитывать возможность
проведения анализа в условиях повышенной про-
водимости среды измерения. Электрическая про-
водимость увеличивается с повышением содер-
жания примесей (ионов калия, натрия, хлора,
карбонатов, фосфатов и органических кислот, а

также белков и других органических соедине-
ний). Высокая проводимость среды значительно
затрудняет возможность индикации бактерий, по-
этому экспресс-анализ микробных клеток в жид-
костях с высокой проводимостью является весь-
ма актуальным направлением исследований.

Цель работы – экспресс-анализ бактерий при
их инфекции бактериофагами в водопроводной
воде с помощью акустического датчика.

МЕТОДИКА
Микробные клетки и условия их культивирова-

ния. В работе использовали микроорганизмы
Escherichia coli XL-1 (IBPPM 632) и Azospirillum li-
poferum Sp59b (IBPPM 173), полученные из кол-
лекции ризосферных микроорганизмов ИБФРМ
РАН (Россия) (http://collection.ibppm.ru/).

Для получения бульонных культур микроорга-
низмов использовали жидкую питательную среду
LВ следующего состава (г/л): NaCl – 5; дрожже-
вой экстракт – 10 и пептон – 5. Культивирование
проводили при интенсивном перемешивании на
шейкере (160 об./мин) в течение 18 ч при 30 ± 1°С.
Перед проведением измерений осуществляли
троекратную отмывку клеток используемых штам-
мов от культуральной среды центрифугировани-
ем (3354 g, 5 мин). Cуспензию клеток доводили
буферным раствором до оптической плотности
D540 = 0.40–0.42 и использовали для анализа. Кон-
центрацию клеток определяли на спектрофотомет-
ре “Specol-221” (“Carl Zeiss”, Германия). В работе
использовали стандартный 0.1 М (Na2HPO4 ⋅
⋅ 2H2O ⋅ KH2PO4) фосфатный буфер, pH 7.0, (про-
водимость 5, 10, 20, 30 и 50 мкСм/см), а также во-
ду с проводимостью 990 мкСм/см. Проводимость
растворов контролировали с помощью кондукто-
метра HI 8733 (“HANNA”, США).

Определение концентрации фаговых частиц.
Количество фаговых частиц определяли в Центре
коллективного пользования научным оборудова-
нием в области физико-химической биологии и
нанобиотехнологии “Симбиоз” ИБФРМ РАН на
приборе Specord BS-250 (“Analytik Jena”, Герма-
ния). Для расчета количества фаговых частиц ис-
пользовали уравнение: (A269 – A320) × 5 × 1014/15,
где A320 – оптическая плотность суспензии при
320 нм и A269 – при 269 нм [10].

Описание датчика и проведение анализа. Ос-
новным элементом датчика для определения мик-
робных клеток являлась линия задержки, изго-
товленная из пластины Y–X ниобата лития толщи-
ной 200 мкм [11]. На одной из сторон пластины
были нанесены встречно-штыревые преобразо-
ватели для возбуждения и приема акустической
волны с поперечно-горизонтальной поляризаци-
ей. На противоположной стороне пластины с не-
которым зазором помещался жидкостный кон-
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тейнер, основание которого было выполнено из
пластины ниобата лития Z–X + 30°, среза толщи-
ной 500 мкм. Зазор между дном контейнера и по-
верхностью пьезопластины обеспечивался с по-
мощью полосок алюминиевой фольги толщиной
16 мкм. Скорость акустической волны, распро-
страняющейся в такой структуре, изменяется при
изменении проводимости жидкости, находящей-
ся в контейнере. Изменение скорости волны при-
водит к изменению выходных параметров датчи-
ка (глубины и частоты пиков резонансного по-
глощения на частотной зависимости полных
потерь акустической линии задержки) [12].

При помощи разработанного датчика экспе-
риментально исследовалось специфическое и не-
специфическое взаимодействие бактериальных
клеток и бактериофагов непосредственно в жид-
кой фазе. Для этого датчик подключался к изме-
рителю S–параметров E5071C (“Agilent”, США) в
режиме измерения полных потерь выходного сиг-
нала устройства. Первоначально измерялись ха-
рактеристики датчика с контейнером без внесе-
ния жидкости, при этом было показано наличие
ярко выраженных резонансных пиков на частот-
ной зависимости полных потерь, связанных с воз-
буждением щелевой моды в исследуемой структу-
ре [13]. Затем жидкостный контейнер заполнялся
буферным раствором с заданной проводимостью
(5–50 мкСм/cм) или водопроводной водой (про-
водимость 990 мкСм/см) и измерялись частотные
зависимости полных потерь датчика.

Далее жидкостный контейнер очищали, про-
сушивали, добавляли в него суспензию микроб-
ных клеток в буфере и измеряли параметры дат-
чика. Измерения проводились для концентрации
клеток 106, 104 и 103 кл./мл. Затем в контейнер до-

бавляли специфичный к клеткам бактериофаг и
вновь проводили измерение частотной зависимо-
сти полных потерь датчика. Во всех измерениях
использовали одинаковое количество бактерио-
фага, выбранное на основании ранее проведенных
экспериментов [7]. Аналитическим сигналом слу-
жило изменение глубины и частоты резонансных
пиков при специфичном и неспецифичном взаи-
модействии бактериальных клеток с бактериофа-
гом. Схема экспериментов представлена на рис. 1.

Все эксперименты проводились не менее пяти
раз. Относительная погрешность результатов из-
мерений составляла ±2%, т.е. при проведении не-
скольких экспериментов с одним и тем же взаи-
модействием суспензии клеток с бактериофагом
значение глубины резонансных пиков на частот-
ной зависимости полных потерь имели разброс
значений на любой частоте в пределах ±2%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно принятым стандартам для оценки
микробиологического качества воды проводят мо-
ниторинг бактерий группы кишечной палочки,
поэтому для исследований использовали клетки
представителя группы кишечной палочки E. coli.
В качестве тестовой системы использовали клет-
ки E. coli штамма XL-1 и специфичный им бакте-
риофаг М13К07. Выбор такой модельной системы
обусловлен тем, что бактериофаг М13К07 и про-
цесс инфицирования клеток штамма XL-1 хорошо
описан [14, 15]. Проведенные ранее исследования
показали возможность регистрации инфекции
клеток данным бактериофагом с помощью элек-
троакустического датчика [7, 8].

Рис. 1. Общая схема эксперимента.

Подготовка микробных
клеток

Внесение микробных клеток
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Измерения проводили с помощью акустиче-
ского датчика на основе щелевой моды в линии
задержки с поперечно-горизонтальной волной
нулевого порядка. Как уже отмечалось, при изме-
рении характеристик датчика с пустым контейне-
ром были обнаружены ярко выраженные пики
резонансного поглощения на частотной зависи-
мости полных потерь (α) датчика (рис. 2а). По-
явление этих пиков связано с распространением
и пере-отражением щелевой акустической вол-
ны в структуре из двух пьезоэлектрических пла-
стин, разделенных воздушным зазором [11–13].
Добавление буферного раствора (с проводимо-
стью 5–50 мкСм/см) в контейнер приводило к
значительному уменьшению глубины резонанс-
ных пиков. Это свидетельствовало о том, что дан-
ное устройство чувствительно к присутствию жид-
кости. На рис. 2б в качестве примера представлены
частотные зависимости полных потерь (α) датчи-
ка при добавлении в контейнер буферного рас-
твора с проводимостью 50 мкСм/см. Дальнейшее
добавление к нему микробных клеток практиче-
ски не влияло на характеристики датчика. В про-
цессе исследований концентрация микробных
клеток составляла 106, 104 и 103 кл./мл На рис. 2в
в качестве примера приведены частотные зависи-
мости полных потерь датчика при добавлении
клеток E. coli (106 кл./мл) (кривая 2) к буферному
раствору с проводимостью 50 мкСм/см (кривая 1).

При последующем добавлении в контейнер бак-
териофага, специфичного для клеток E. coli XL-1,
наблюдалось значительное уменьшение глубины
резонансных пиков и сдвиг их частоты по сравне-
нию с контейнером, загруженным только буфе-
ром с клетками. На рис. 2г в качестве примера
представлены частотные зависимости полных
потерь датчика, в случае заполнения контейнера
буферным раствором проводимостью 50 мкСм/см с
клетками E. coli XL-1 (концентрация – 106 кл./мл)
до (кривая 3) и после (кривая 4) добавления спе-
цифичного бактериофага М13К07.

Полученные результаты свидетельствовали о
чувствительности используемого датчика к реги-
страции инфекции микробных клеток специфич-
ным бактериофагом. Причина регистрируемых
изменений заключалась в следующем. При до-
бавлении к суспензии клеток специфичного им
бактериофага ее электрическая проводимость
возрастала вследствие адсорбции фага на поверх-
ности бактерий и повреждения клеточной мем-
браны. Нарушение целостности бактериальных
мембран сопровождалось частичным выходом в
суспензию компонентов клеточной цитоплазмы,
что приводило к увеличению электрической про-
водимости суспензии. Это вызывало изменение
скорости акустической волны в датчике, состоя-
щем из двух разделенных зазором пьезоэлектри-
ческих пластин ниобата лития, одна из которых

Рис. 2. Частотные зависимости полных потерь (α) датчика: пустой контейнер (а), контейнер с буферным раствором
с проводимостью 50 мкСм/см (б), контейнер с буферным раствором до (1) и после (2) добавления микробных кле-
ток E coli XL-1 (в), контейнер с буферным раствором и микробными клетками до (3) и после (4) добавления специ-
фичного бактериофага (г).
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контактирует с исследуемой суспензией. Измене-
ние скорости волны приводило к изменению вы-
ходных параметров датчика (глубина и частота
пиков резонансного поглощения на частотной
зависимости полных потерь датчика).

Для контроля полученных результатов прово-
дили эксперименты, в которых применяли мик-
робные клетки других штаммов и бактериофаг
М13К07. В качестве балластных культур исполь-
зовали клетки A. lipoferum Sp59b. Выбор клеток
A. lipoferum обусловлен тем, что они имели близ-
кие размеры с клетками кишечной палочки, но
отличались таксономическим положением. Изме-
рения проводились для тех же буферных раство-
ров, что и в случае специфичного взаимодействия
(5–50 мкСм/см) при количестве клеток в контей-
нере 106, 104 и 103 кл./мл. Полученные результаты
показали (рис. 3), что добавление к суспензии
клеток A. lipoferum Sp59b бактериофага М13К07 не
приводило к изменениям глубины и частоты ре-
зонансных пиков на частотной зависимости пол-
ных потерь датчика при любой проводимости буфе-
ра. Максимальное изменение глубины пика вблизи
частоты 2.8 МГц составило всего – 0.5 дБ для бу-
ферного раствора проводимостью 50 мкСм/см.

Таким образом, датчик позволял разграничи-
вать инфицирование бактериальных клеток спе-
цифичными бактериофагами, от контрольных экс-
периментов, когда такое инфицирование не про-
исходило.

Одним из основных вопросов при разработке
датчиков для определения микробных клеток яв-
ляется проведение исследований в реальных (или
приближенных к реальным условиям) образцах.
Анализ микробных клеток в воде, используемой в
промышленности, муниципальных и коммерче-
ских учреждениях и больницах, представляет су-

щественную проблему, поскольку удельная элек-
трическая проводимость воды в этих случаях
очень высока за счет растворенных в ней ионных
соединений. Для оценки чувствительности датчи-
ка при работе с реальными образцами жидкости
были проведены исследования специфичного вза-
имодействия микробных клеток E coli XL-1 с фа-
гом М13К07 и неспецифического взаимодействия
микробных A. brasilense Sp7 с этим же фагом в во-
допроводной воде с проводимостью 990 мкСм/см.
Методика проведения данного цикла экспери-
ментов была аналогична описанной ранее. На
рис. 4 (а, в) представлены частотные зависимости
полных потерь датчика с контейнером, наполнен-
ным водопроводной водой с проводимостью
990 мкСм/см и клетками E coli XL-1 при их специ-
фичном взаимодействии с бактериофагом М13К07.
На рис 4 (б, г) представлены эти же частотные за-
висимости при неспецифичном взаимодействии
клеток A. brasilense Sp 7 и бактериофага М13К07.
Использовались суспензии клеток с концентра-
цией клеток 103 кл./мл (рис. 4a, 4б) и 106 кл./мл
(рис. 4в, 4г). Кривые 1 соответствуют водной сус-
пензии клеток без бактериофагов, кривые 2 –
водной суспензии клеток с добавлением бакте-
риофагов. Видно, что даже при такой высокой
проводимости воды в случае специфичного взаи-
модействия микробных клеток с бактериофагом
наблюдается изменение глубины и частоты резо-
нансных пиков на частотной зависимости пол-
ных потерь датчика. Максимальное изменение
глубины резонансного пика на частоте 2.8 MHz
составляло 2.9 дБ.

Очевидно, что регистрируемое изменение ана-
литического сигнала суспензии клеток при их ин-
фицировании бактериофагом связано с наличием
жизнеспособных бактерий. В табл. 1 в качестве при-
мера представлены данные высева на среды E. coli
XL-1 (начальная концентрация клеток 103 кл./мл)
после воздействия используемого раствора различ-
ной проводимости и результаты изменения глуби-
ны резонансного пика вблизи частоты 2.8 МГц
после специфичного взаимодействия клеток и бак-
териофага M13K07. Аналогичные результаты по-
лучены для всех резонансных пиков и использу-
емых концентраций клеток. Установлено, что
проводимость среды не оказывала влияния на жиз-
неспособность бактерий.

Устойчивость микробных клеток к воздей-
ствию высокой проводимости среды может быть
обусловлена тем, что бактерии выделяли внут-
ренние ионы, а также различные метаболиты [16].
Клетки в условиях повышенной проводимости
среды активируют открытие механико-чувстви-
тельных каналов для восстановления естествен-
ного тургора и проводят выброс осмолитов без
лизиса клеток [17]. Таким образом, в этих услови-
ях клетки остаются жизнеспособными. Однако

Рис. 3. Частотные зависимости полных потерь (α)
датчика с контейнером, залитым буферным раство-
ром с проводимостью 50 мкСм/см и клетками A. li-
poferum Sp59b до (1) и после (2) добавления неспеци-
фичного бактериофага М13К07.
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на практике исследуемый образец может содер-
жать смесь живых и мертвых клеток и способ-
ность различать такие клетки имеет решающее
значение для практического применения. Это ста-
новится возможным при использовании бакте-
риофагов в качестве селективного агента. При
добавлении в исследуемую суспензию клеток спе-
цифичных бактериофагов можно не только опре-
делить микробные клетки, но и сделать вывод об
их жизнеспособности, поскольку бактериофаги
не инфицируют нежизнеспособные клетки.

Разработанный датчик на основе щелевой мо-
ды, представляет собой новую сенсорную плат-
форму для быстрой регистрации взаимодействия
микробных клеток с бактериофагами с целью об-
наружения бактерий в воде. Как уже отмечалось,
датчик основан на создании щелевой моды между
двумя пьезоэлектрическими пластинами ниобата
лития с зазором между ними. Верхняя пластина
служит дном жидкостного контейнера, который
заполнялся исследуемой суспензией клеток. По-
сле добавления специфичного бактериофага про-
водимость суспензии увеличивалась и, соответ-
ственно, изменялась скорость акустической волны,
распространяющейся в такой структуре. Измене-
ние скорости волны приводило к изменению вы-
ходных параметров датчика. По изменениям в
выходных параметрах датчика для суспензии кле-
ток до и после биологического взаимодействия
можно было сделать заключение о наличии (или

отсутствии) исследуемых бактерий в анализируе-
мой суспензии. Несомненное достоинство опи-
санной методики заключается в возможности про-
ведения анализа жидкости без дополнительной
иммобилизации компонентов сенсорной систе-
мы. Конструкция датчика, имеющего зазор меж-
ду пластинами, позволяет снимать жидкостный
контейнер и проводить его очистку от исследуе-
мого образца, что являлось важным условием при
работе с микроорганизмами. Наличие съемной
жидкостной ячейки позволяло использовать ее
многократно.

Рис. 4. Частотные зависимости полных потерь (α) датчика с контейнером, наполненным водопроводной водой прово-
димостью 990 мкСм/см при специфичном взаимодействии E coli XL-1 и бактериофага М13К07 (а, в) и при неспецифич-
ном взаимодействии A. brasilense Sp 7 и бактериофага М13К07 (б, г). Концентрация клеток – 103 (a, б) и 106 (в, г) кл./мл.
1 – вода с клетками без бактериофага, 2 – вода с клетками после добавления бактериофага.
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Таблица 1. Результаты микробиологического анализа
клеток E. coli XL-1 (начальная концентрация клеток
103 кл./мл) после воздействия раствора различной
проводимости и изменение глубины резонансного пи-
ка вблизи частоты 2.8 МГц вследствие специфичного
взаимодействия клеток с бактериофагом M13K07

Проводимость 
буфера, мкСм/см КОЕ/мл

Изменение глубины 
резонансного пика 

датчика, дБ

5 1.8 × 103 –8.9
10 2.2 × 103 –5.4
20 2.1 × 103 –5.8
30 1.7 × 103 –5.1
50 1.4 × 103 –4.9

990 1.5 × 103 –2.9
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Таким образом, проведенные эксперименты по-
казали возможность определения бактериальных
клеток в воде с высоким значением проводимо-
сти (вплоть до 990 мкСм/см) путем регистра-
ции специфичного взаимодействия бактериальной
клетки с бактериофагом с помощью датчика на
основе щелевой моды в акустической линии за-
держки с поперечно-горизонтальной волной нуле-
вого порядка. Установлен предел детекции клеток,
который оказался равным 103 кл./мл при времени
анализа 5 мин. Предварительный санитарный ана-
лиз воды с помощью биосенсорных устройств яв-
ляется необходимым дополнением к используе-
мым микробиологическим исследованиям. Разра-
ботанный метод позволяет проводить скрининг
большого количества образцов воды в краткие
сроки, выявлять источники микробиологической
опасности и оценивать риски заболевания. Полу-
ченные результаты могут служить основой для со-
здания соответствующей сенсорной системы опре-
деления бактерий в воде.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке гранта РФФИ (проекты №№ 19-07-
00300 и 19-07-00304).
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A method for the rapid determination of bacteria using as example E. coli cells in tap water by using a slot-
mode sensor in the acoustic delay line has been developed. The method is based on recording the changes in
the depth and frequency of resonance absorption peaks on the frequency dependence of the insertion loss of
the sensor before and after the infection of microbial cells with specific bacteriophages. The control experi-
ments excluding non-specific interaction of microbial cells with bacteriophages were carried out. The detec-
tion limit of bacteria turned out to be ~103 cells/mL with an analysis time of 5 min. A distinctive feature of
the used sensor is the presence of a removable liquid container, which allows to reuse it and facilitates the pro-
cess of cleaning the container from the sample.

Keywords: microbial cells, bacteriophages, detection and identification of cells, slot acoustic mode, acoustic
delay line, frequency dependence of insertion loss


