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Рост числа клинических случаев обнаружения новых штаммов бактерий, резистентных к антибио-
тикам, делает необходимым поиск альтернативных путей решения проблемы множественной ле-
карственной устойчивости. Одним из таких путей, по крайней мере при местном применении в те-
рапии инфекционно-осложненных поражений слизистых оболочек и кожных покровов, может
стать коллоидное серебро, стабилизированное различными соединениями, в том числе проявляю-
щими собственную биологическую активность. В представленном обзоре обобщены результаты
экспериментальных исследований механизмов антибактериального действия серебра в ионной и
нанодисперсной формах. При этом особое внимание уделено работам последнего десятилетия, це-
лью которых являлось сопоставление различий в действии ионного и коллоидного серебра на мо-
лекулярном уровне. В результате проведенного анализа литературы показано, что наночастицы се-
ребра достоверно обладают дополнительным фактором бактерицидности за счет эффективного
связывания с мембраной бактерии и нарушением ее структуры, что приводит к существенному уве-
личению внутриклеточной концентрации ионов Ag+.

Ключевые слова: коллоидное серебро, наночастицы серебра, ионы серебра, бактерицидное действие,
множественная лекарственная устойчивость, антибактериальный эффект, цитоплазматическая
мембрана
DOI: 10.31857/S0555109921060052

Известно, что серебряные сосуды использова-
лись для хранения и обеззараживания питьевой во-
ды еще в античные времена [1]. В средневековье
люди стали применять соединения серебра в меди-
цине, например, кристаллический нитрат серебра
(называемый тогда “лунный каустик” или “адский
камень”) был очень популярен в терапии ожоговых
и раневых поражений кожи, при хирургических
вмешательствах, удалении кожных новообразова-
ний и др. [2]. В XIX веке области медицинского
применения серебра существенно расширились –
помимо хирургии, 1–2%-ные водные растворы
нитрата серебра стали использовать в качестве ан-
тисептика для предотвращения гонорейной оф-
тальмии у новорожденных [3]. Этот протокол лече-
ния, предложенный выдающимся немецким аку-
шером французского происхождения К. Креде,
был разрешен в клиниках Германии вплоть до
1992 г. В 1897 г. его сын Б. Креде впервые предло-
жил использовать водный раствор стабилизиро-
ванного желатином коллоидного серебра (Collar-
gol) в качестве антимикробного агента в терапии
инфицированных ран вместо растворов нитрата

серебра, обладающих нежелательными побочны-
ми эффектами [4]. Максимальное распростране-
ние применение серебра и его соединения в ме-
дицинских целях, особенно в офтальмологии,
урологии, гинекологии и дерматологии, получи-
ли в первые десятилетия ХХ века [5]. С внедрени-
ем в широкую медицинскую практику сульфона-
мидов в 1930 гг. и наступлением эры антибиоти-
ков, когда в 1942 г. в США были запущены первые
производственные мощности по наработке пени-
циллина, применение соединений на основе се-
ребра в медицинской практике сошло на нет [2], за
исключением ожоговой медицины. Действитель-
но, сульфадиазин серебра, вошедший в медицин-
скую практику в 1960 гг., и по сей день считается
одним из наиболее эффективных лекарственных
средств в терапии ожоговых инфицированных ран.
Однако, повсеместное использование антибиоти-
ков в последней четверти ХХ и начале XXI в. приве-
ло к появлению больничных штаммов бактерий с
лекарственной устойчивостью, в том числе к анти-
биотикам последнего поколения [6–10], и научный
интерес к серебру вспыхнул с новой силой [11].
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В результате современных исследований с помо-
щью молекулярных методов было обнаружено,
что катионы серебра обладают сильным антибакте-
риальным эффектом за счет одновременного дей-
ствия на большое количество молекулярных мише-
ней в бактериальной клетке, а выработка бактерия-
ми устойчивости к их действию затруднена [12, 13].
Развитие резистентности бактерий к ионному се-
ребру хорошо задокументировано [14, 15], однако в
сравнении с антибиотиками существенно затруд-
нено в связи с одновременным действием серебра
на большое число молекулярных мишеней. Кати-
оны серебра (Ag+) воздействуют на мембранные
белки и ферменты дыхательной цепи, что приво-
дит к образованию избыточного количества ак-
тивных форм кислорода (АФК) вблизи мембраны
и внутри бактериальной клетки, непосредствен-
но связываются с ДНК, ингибируют процессы
трансляции и инициируют развитие других пато-
логических для клетки механизмов.

В свою очередь, развитие науки в области син-
теза, стабилизации, химического поверхностного
модифицирования и инструментальных методов
исследования наноматериалов в последние 20 лет
стимулировало взрывной рост числа научных ра-
бот, посвященных изучению биологической ак-
тивности нанодисперсного серебра и композит-
ных материалов на его основе [16–21]. Оказалось,
что наночастицы (НЧ) серебра обладают набором
новых уникальных свойств по сравнению с ионной
или макроскопической формой металла [22–24].
НЧ серебра демонстрируют высокую антибактери-
альную [25–31], умеренную фунгицидную [32, 33] и
противовирусную [34–37] активности in vitro в от-
ношении широкого спектра патогенов [38], в том
числе обладающих множественной лекарственной
устойчивостью [39–41]. Кроме того, в умеренных
дозах НЧ серебра не проявляют выраженной
острой и хронической токсичности при различ-
ных путях поступления, не обладают мутаген-
ным, канцерогенным, нейротоксическим и эм-
бриотоксическим действием [42–45]. Серебро,
будучи тяжелым металлом с высоким сродством к
сере, не является кумулятивным ядом для тепло-
кровных, в отличие от кадмия, ртути, свинца и
других металлов. Этот факт находит объяснение в
химическом сродстве серебра и меди, и наличии у
эукариотических клеток теплокровных животных
эффективных механизмов связывания и эффлюкса
серебра с помощью специальных низкомолекуляр-
ных белков с высоким содержанием цистеина –
металлотионеинов [46]. Подробно описанным в
медицинской научной литературе побочным эф-
фектом от действия на организм высоких доз се-
ребра является аргирия – изменение цвета кожи
на синий или голубовато-серый, обусловленное
отложением сульфида и селенида серебра [47].
Ярко выраженные антибактериальные свойства
содержащих НЧ серебра материалов позволили

им стать альтернативой антибиотикам в терапии
инфицированных бактериями ран [48, 49], ожо-
гов [50], язв и воспалений [51, 52], а также других
заболеваний слизистых оболочек и кожных покро-
вов бактериальной этиологии. Кроме того, НЧ се-
ребра активно используют в качестве материала
для покрытия медицинских изделий, например ка-
тетеров [53], в стоматологических амальгамах [54],
в составе лекарственных препаратов для ветери-
нарного применения [55]. Помимо этого НЧ сереб-
ра на сегодняшний день являются одним из самых
коммерчески успешных продуктов среди всех на-
номатериалов [56, 57] и используются в изготов-
лении широкого ассортимента товаров [58, 59],
таких как косметические, дезинфицирующие и
моющие средства, одежда [60], пестициды, агро-
химикаты и регуляторы роста растений [61–63],
упаковочные материалы для пищевой продукции
[64, 65], фильтры для очистки воды [66–68], ком-
поненты микроэлектронных схем и даже детских
игрушек [69].

Несмотря на массовое использование НЧ се-
ребра, до сих пор продолжаются дискуссии о ме-
ханизме их антибактериального действия [70, 71].
В частности, ведутся споры о наличии или отсут-
ствии у НЧ серебра уникальных, не связанных с
генерацией Ag+, механизмов действия на бакте-
рии [23]. Целью настоящего обзора стало сравне-
ние молекулярных механизмов, лежащих в основе
воздействия Ag+ и НЧ серебра на бактерии. Выво-
ды о таких механизмах во многом стали возможны,
в том числе, благодаря широкому использованию
транскриптомных и протеомных методов исследо-
вания последних лет.

МЕХАНИЗМ АНТИБАКТЕРИАЛЬНОГО 
ДЕЙСТВИЯ Ag+

Катионы серебра, являясь кислотой Льюиса,
обладают химическим сродством к основаниям
Льюиса – молекулам и группам, способным вы-
ступать донорами электронных пар. По этой при-
чине азот-, фосфор- и серосодержащие группы,
присутствующие в структурных элементах кле-
точной мембраны бактерий – белков, ферментов,
фосфолипидов и др., могут стать центрами элек-
трофильной атаки ионами Ag+. Так, было показа-
но, что ионы серебра способны практически не-
обратимо связываться с тиол-содержащими ци-
стеином [72] и глутатионом [73, 74], а также
флавиновыми группами [75], являющимися ком-
понентами мембранных белков. Воздействуя на
мембранные белки электронно-транспортной
цепи (ЭТЦ) [76], катионы серебра нарушают их
уникальную трехмерную структуру, выводят из
строя активные центры, препятствуя протеканию
мембранного фосфорилирования – важной со-
ставляющей метаболизма бактериальной клетки,
в том числе процесса синтеза АТФ. Другим след-
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ствием воздействия ионов серебра на белки цито-
плазматической мембраны (ЦПМ), является
увеличение ее проницаемости, в результате чего
происходит значительный приток протонов из
внешней среды в цитоплазматическое простран-
ство, что приводит к коллапсу протонной дви-
жущей силы [77], необходимой для осуществле-
ния трансмембранного транспорта. Помимо
этого, падение градиента концентрации прото-
нов приводит бактериальную клетку к необходи-
мости выводить большее число протонов через
дыхательную цепь, что вызывает стимуляцию ды-
хания и разобщение дыхательной цепи (незави-
симость дыхания от синтеза АТФ) [78].

Описанные нарушения в транспортной и мета-
болической функциях бактериальных клеток, пре-
пятствующие протеканию анаболических процес-
сов, а также изменения в структуре белков ЦПМ,
приводят к невозможности поддержания бактери-
альной клеткой целостности структуры своей обо-
лочки. С помощью просвечивающей электронной
микроскопии (ПЭМ) показано, что воздействие
ионов серебра на грамположительные и грамотри-
цательные бактерии приводит к нарушениям це-
лостности мембраны [79], повреждениям в клеточ-
ной стенке, ее отслоению от цитоплазматической
мембраны. Помимо этого, наблюдаются снижение
и гетерогенность электронной плотности в цито-
плазме, а также лизис.

Антибактериальная активность ионов сереб-
ра обусловлена не только действием на мем-
бранные белки и ферменты, но и внутриклеточ-
ным воздействием. В исследовании [12] методом
ПЭМ совместно с энергодисперсионной рентге-
новской спектроскопией среза клетки бактерии
показано, что ионы серебра способны прони-
кать внутрь клетки без повреждения клеточной
мембраны. В случае действия на грамотрица-
тельные бактерии, имеющие две клеточные
мембраны – внешнюю (ВМ) и цитоплазматиче-
скую, это происходит в две стадии. Показано, что
ионы серебра проникают через ВМ, проходя че-
рез расположенные в ней порины, являющиеся
структурными элементами каналов пассивного
транспорта, не обладающие высокой селективно-
стью. Например, Escherichia coli K12 (грамотрица-
тельная бактерия с устойчивостью к серебру, яв-
ляющаяся по этой причине модельным объектом
во многих микробиологических экспериментах с
ним) обладает поринами, как минимум, двух ти-
пов (OmpC и OmpF) с диаметром пор, превыша-
ющим размер ионов серебра [80]. Это позволяет
Ag+ проникать в периплазматическое простран-
ство бактериальной клетки. Механизм переноса
ионов серебра через ЦПМ исследован мало, од-
нако, есть основания полагать, что это происхо-
дит через активные транспортеры ионов Cu+,
изоэлектронных Ag+. Медь – жизненно важный

микроэлемент, являющийся кофактором многих
ферментов, необходимых для протекания про-
цессов электронного транспорта, дыхания, а так-
же участвующий в реакциях восстановления [81].
В то же время, окислительный потенциал меди
может являться причиной серьезных поврежде-
ний бактериальной клетки за счет образования
избыточного количества АФК при нарушениях
регуляции концентрации этого элемента. В связи
с этим, концентрация меди в цитоплазме тща-
тельно регулируется бактериальными клетками [82].
На схожесть путей поступления ионов серебра и
меди внутрь бактериальной клетки указывают ре-
зультаты работы [83], в которой описываются ме-
ханизмы эффлюкса ионов серебра и меди у грамот-
рицательных бактерий, а также способность эука-
риотических клеток поглощать Ag+ через медный
CTR1 транспортер [84]. Потенциальными канди-
датами на роль импортера меди в бактериальных
клетках могут быть белки, кодируемые генами сcoA
и hmtA. Ген сcoA кодирует транспортный белок из
суперсемейства MFS (major facilitator superfamily),
содержащий несколько мотивов, аналогичных
присутствующим в медных импортерах CTR-ти-
па у эукариот [85, 86]. HmtA является АТФ-азой
Р-типа, обеспечивающей транспорт тяжелых ме-
таллов, в частности меди и цинка, что подтвер-
ждается увеличением устойчивости бактерий к
действию этих металлов при делеции соответ-
ствующего гена [87].

Попадая внутрь бактериальной клетки, сереб-
ро потенциально может взаимодействовать с
огромным количеством биологических мишеней –
белков [72], ферментов [76], нуклеозидов и нук-
леотидов [88], РНК и ДНК [89], что, в свою оче-
редь, может влиять на протекание многих жиз-
ненно важных для клетки процессов. Например,
в исследовании [12] с помощью двумерного элек-
трофореза и масс-спектрометрии МАЛДИ было
показано, что при действии на E. coli ионов сереб-
ра, происходит снижение экспрессии S2 белка
30S субъединицы рибосом, играющей важнейшую
роль в биосинтезе белков. Предполагается, что это
вызвано денатурацией рибосом ионами серебра. В
свою очередь, снижение экспрессии белка S2 вы-
зывало снижение экспрессии других белков и
ферментов, например, CoA сукцинил-синтазы,
катализирующего внутриклеточное производ-
ство АТФ. В другой работе было обнаружено,
что попавшие внутрь бактериальной клетки ио-
ны серебра нарушают процессы образования ди-
сульфидных S–S связей в белках [90]. Важным эта-
пом в углублении понимания антимикробного
внутриклеточного механизма действия ионов Ag
стала работа [91]. В ней, с помощью изотермиче-
ского калориметрического титрования было пока-
зано, что ионы серебра и ДНК взаимодействуют
напрямую. Для изучения механизма взаимодей-
ствия ДНК и Ag+ авторы исследования использо-
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вали недавно разработанный метод изогнутых
молекул ДНК [92]. В этом методе две отдельные
нити ДНК разной длины (45 и 30 оснований) обра-
зуют кольцевую изогнутую молекулу, что создает
несколько экспериментальных преимуществ. Во-
первых, напряжения в полученной таким образом
ДНК, вызванные изгибом одного из двух сегмен-
тов, делают молекулу более склонной к взаимодей-
ствию с другими веществами, что упрощает обна-
ружение этих взаимодействий. Во-вторых, так как
гистоноподобные H-NS белки связываются с
изогнутой ДНК, способствуя соединению ее це-
пей [93], изогнутая ДНК может моделировать
естественную ДНК, с которой связываются H-NS
белки в живых бактериях, более эффективно, чем
линейная ДНК. При исследовании изогнутой мо-
лекулы ДНК методом гель-электрофореза, после
ее обработки Ag+, наблюдалось уменьшение ин-
тенсивности полосы изогнутой ДНК и появление
полосы, соответствующей одноцепочечной ДНК
состоящей из 45 оснований, что позволяет утвер-
ждать что ионы Ag+ приводят к дегибридизации
кольцевой изогнутой ДНК. Также, в этой работе с
использованием метода фотоактивированной ло-
кализационной микроскопии с отслеживанием
отдельных частиц (sptPALM) было обнаружено,
что действие ионов серебра на живые бактерии
приводит к увеличению подвижности гистонопо-
добного белка (H-NS protein). Данный белок яв-
ляется важнейшим для жизнедеятельности бакте-
рии, так как регулирует экспрессию многих генов
[94, 95], обеспечивает плотную упаковку ДНК
[96, 97] и влияет на клеточную защиту от АФК
[98]. С помощью анализа сдвига электрофорети-
ческой подвижности (EMSA) было показано, что
увеличение скорости диффузии этого белка вы-
звано ослаблением его связывания с ДНК при
действии на систему ионов серебра. Таким обра-
зом, было подтверждено, что ионы серебра спо-
собны воздействовать на процессы экспрессии
генов за счет нарушения структуры ДНК, а также
препятствуя ее связыванию с H-NS белками.

Другим механизмом внутриклеточного анти-
бактериального действия ионов серебра является
окислительный стресс, вызываемый увеличени-
ем концентрации АФК в цитоплазме, что приво-
дит к клеточным повреждениям [99]. В частно-
сти, известно, что генерация АФК приводит к по-
вреждениям белков, липидов и ДНК [100].

Установлено несколько механизмов генера-
ции АФК в бактериях при действии на них Ag+.
Во-первых, как было указано ранее, ионы сереб-
ра воздействуют на мембранные ферменты ЭТЦ,
что препятствует нормальному переносу электро-
нов к субстрату. В частности, известно, что ионы
серебра нарушают работу тиоредоксиновой (Trx)
и глутатионовой (GSH) редокс-систем [101, 102].
Вероятно, это происходит за счет действия Ag+ на

тиоредоксинредуктазы (TrxR) [103] и глутатион-
редуктазы (GR) [104], осуществляющие перенос
электронов от НАДФ к субстратам. Так как ос-
новной функцией этих тиол-содержащих анти-
окислительных систем является поглощение
АФК для поддержания окислительно-восстано-
вительного гомеостаза и защита клетки от окис-
лительного стресса, а нарушения в них приводят
к неспособности клетки своевременно обезвре-
живать вновь сгенерированные АФК и, следова-
тельно, их накоплению [105]. Во-вторых, так как
АФК являются естественным продуктом дыхания
бактерий, его стимуляция, вызванная упомяну-
той выше потерей трансмембранного градиента
концентрации протонов [106], также может при-
водить к увеличению их концентрации. В-тре-
тьих, установлено, что действие Ag+ вызывает
протекание в цитоплазматическом пространстве
реакции Фентона – катализируемого ионами же-
леза(II) разложения пероксида водорода на гид-
роксильный и гидропироксильный радикалы
(HO• и HOO•, соответственно). В работе [90]
показано, что это происходит за счет прямого
действия Ag+ на Fe–S кластеры, присутствующие
в большом количестве в ферментах дыхательной
цепи, и приводит к увеличению концентрации
ионов Fe2+ в цитоплазме. Кроме того, существует
еще непрямой механизм разрушения Fe–S кла-
стеров за счет действия на них АФК, таких как су-
пероксид-анион и пероксид водорода [76, 90], в
результате чего, генерация АФК может приобре-
сти автокаталитический характер.

Таким образом, ионы серебра способны оказы-
вать комплексное, многоуровневое действие на
бактерии. Однако, встает вопрос о величине вклада
того или иного механизма в суммарный антибакте-
риальный эффект. В работе [76] было показано, что
антибактериальная активность Ag+ не снижалась
при добавлении в систему эквимолярного количе-
ства ДНК или не содержащей серу аминокислоты
(глутамата). Напротив, эквимолярные количества
цистеина, содержащего тиольные группы, полно-
стью лишают Ag+ бактерицидных свойств. Таким
образом, по данным исследования, именно тиоль-
ные группы, являются основными мишенями
бактерицидной активности. Это, в свою очередь,
может указывать на то, что действие ионов сереб-
ра на мембранные ферменты ЭТЦ, содержащие
данные группы в большом количестве, является
основным фактором их токсического действия. С
другой стороны, в работе [106] с помощью вольт-
амперометрического измерения скорости изме-
нения концентрации ионов серебра в растворе
при взаимодействии Ag+ с живыми и мертвыми
бактериальным клетками, показано, что лишь
40% взаимодействующего с бактериями серебра
остается связанным на клеточной мембране, 60%
же проникает в цитоплазму, что может говорить о
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существенном вкладе внутриклеточных факторов
токсичности Ag+ в их общую антибактериальную
активность. Остается не до конца ясным и вклад
в антибактериальное действие окислительного
стресса. Несмотря на то, что механизм генера-
ции АФК всесторонне изучен, так как именно их
действием обусловлена антибактериальная ак-
тивность многих антибиотиков [107], проведено
сравнительно немного исследований, подтвер-
ждающих бактерицидные свойства АФК, сгене-
рированных внутри бактериальной клетки при
действии на нее ионов серебра. Одним из них ста-
ло исследование [108], в котором с помощью из-
мерения антибактериальной активности ионов
серебра, а также измерения активности суперок-
сид-сенсорного белка SoxR при действии Ag+ на
бактерии в аэробных и анаэробных условиях, бы-
ло показано, что бактерицидное действие ионов
серебра на E. coli и Staphylococcus aureus практически
наполовину обусловлено действием именно окис-
лительного стресса. Таким образом, было установ-
лено, что важнейшим фактором для проявления
окислительного стресса является доступ кислорода
к клеткам бактерий. Данный факт, а также несколь-
ко противоречивые результаты описанных экспе-
риментов, могут говорить о том, что ключевая ста-
дия антибактериального действия ионов серебра
значительно зависит от условий эксперимента.

Подводя итог, можно сказать, что ионы сереб-
ра способны оказывать губительное действие на
многие жизненно важные системы бактериаль-
ной клетки. За счет связывания с мембранными
белками и ферментами они вызывают резкое па-
дение мембранного потенциала, нарушают нор-
мальную работу ЭТЦ. Помимо этого, ионы се-
ребра проникают внутрь бактериальной клетки,
где взаимодействуют с ДНК и белковыми субъ-
единицами рибосом, что приводит к нарушениям
в экспрессии генов. В свою очередь, описанные
нарушения жизненно важных для бактериальной
клетки процессов приводят к невозможности
поддержания клеточной структуры и вызывают
морфологические изменения: нарушение целост-
ности мембраны, ее отслоение от клеточной стен-
ки. Кроме того, стимуляция дыхания, вызванная
воздействием ионов серебра, их взаимодействие с
ферментами ЭТЦ и высвобождение ионов Fe2+

приводит к генерации АФК внутри бактериаль-
ной клетки, что вызывает окислительные повре-
ждения. Представляется, что критическая стадия
антибактериального действия ионов серебра
определяется набором условий: видом бактерий,
концентрацией ионов серебра, типом питатель-
ной среды, присутствием/отсутствием достаточ-
ного количества питательных веществ, наличием
хелатирующих серебро соединений и др.

Механизм антибактериального действия НЧ се-
ребра. Антибактериальное действие НЧ серебра

тесно связано с описанным выше антибактери-
альным действием ионов серебра, выделяющи-
мися в две стадии c поверхности НЧ [109–111]. На
первой стадии металлическое серебро окисляется
под действием растворенного в среде кислорода, а
на второй происходит растворение образовавшего-
ся основного оксида в кислой среде [112]. Данный
процесс окислительного растворения можно пред-
ставить следующими уравнениями химических ре-
акций:

Выделяющиеся с поверхности НЧ серебра ио-
ны аналогично ионам Ag+, образующимся в ре-
зультате диссоциации в воде неорганических со-
лей серебра, действуют на тиольные группы мем-
бранных белков и ферментов [113], увеличивая
проницаемость мембраны и нейтрализуя ее заряд
[114], проникают внутрь бактериальной клетки
[115, 116], вызывают окислительный стресс [113,
117–119], а также повреждения в ДНК [120], что
приводит к морфологическим изменениям в бак-
териальной клетке – дезорганизации мембраны
[121], отслоению клеточной стенки, лизису [122],
и, в конечном итоге, ее гибели.

Необходимость окисления НЧ серебра с выде-
лением ионов Ag+ для проявления ими антибак-
териальной активности была показана в работах
[123, 124]. В этих работах синтезированные и ис-
пытанные в анаэробных условиях (и, потому, не
способные к окислительному растворению) НЧ
серебра, не проявляли антибактериальной актив-
ности. При этом, антибактериальные свойства
проявлялись этими же НЧ при наличии доступа к
кислороду воздуха.

Однако в ряде исследований [115, 116, 125] об-
наружено, что равновесная концентрация ионов
серебра, образующихся в результате высвобожде-
ния с поверхности НЧ при наличии у дисперсий
ингибирующего действия на бактерии, много
меньше ингибирующей концентрации ионов се-
ребра при действии на бактерии AgNO3 (табл. 1).
Это свидетельствует о существовании альтерна-
тивного, специфического для НЧ серебра меха-
низма антибактериального действия. В попытках
установить такие механизмы было обнаружено,
что некоторые НЧ серебра способны связываться
с бактериальной мембраной [30]. Это может про-
исходить за счет сродства НЧ к серосодержащим
белкам внешней мембраны и электростатическо-
го притяжения между положительно заряженны-
ми ионами Ag+, адсорбирующихся на поверхно-
сти НЧ [112], и отрицательно заряженной мем-
браной бактериальной клетки [126]. При этом,
связанные с поверхностью НЧ серебра нарушают
структуру мембраны [30]. Кроме того, можно по-

+ →0
2 21.  4Ag O 2Ag O

++ → +2 22.  2Ag O 4H 4Ag 2H O.
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лагать, что адгезия НЧ серебра к поверхности
мембраны может увеличивать локальную кон-
центрацию ионов Ag+, а также ускорять переход
НЧ в ионную форму за счет кислой среды, обу-
словленной трансмембранным градиентом кон-
центрации протонов и необходимой на стадии
растворения Ag2O. Совокупность этих факторов
приводит к повышенному притоку ионов Ag+ в
цитоплазматическое пространство клетки, созда-
вая дополнительный фактор токсичности НЧ се-
ребра (рис. 1), что и было показано в работе [115]
с помощью измерения концентрации ионов Ag+

внутри бактериальной клетки и в питательной
среде (табл. 1).

В некоторых работах заявлено о другом специ-
фическом механизме действия НЧ серебра, свя-
занном с их непосредственным проникновением
внутрь живой бактериальной клетки. Данное яв-
ление описано при действии НЧ серебра как на
грамположительные [127, 128], так и на и грамот-
рицательные [129] виды. Однако, в исследовани-
ях наличие НЧ внутри клетки обнаруживалось с
помощью двухмерных проекций ПЭМ, что остав-
ляет возможность неправильной трактовки ре-
зультатов. Кроме того, неверно интерпретирова-
но как присутствие наноматериала внутри клетки
[130] может быть и уранилацетатное окрашива-
ние, наблюдаемое в виде электронно-плотного
вещества [130]. Для решения этой проблемы, в ра-
боте [131] исследования ПЭМ проводились сов-
местно с элементным анализом. В результате, было
обнаружено, что НЧ серебра диаметром 10–50 нм

не проникают в грамотрицательные E. coli. На-
против, в работе [132] с помощью тех же методов
обнаружено, что НЧ диаметром 4–10 нм способ-
ны проникать в грамотрицательные Nitrosomonas
europaea, хотя и в ограниченном количестве. Так-
же наличие небольших (до 10 нм) НЧ было обна-
ружено внутри различных грамотрицательных
бактерий с помощью анализа элементного карти-
рования с использованием рентгеновской энер-
годисперсионной спектрометрии (EDS) в ПЭМ
[30]. Кроме того, авторы последнего из приведен-
ных исследований показали, что только связан-
ные с поверхностью мембраны НЧ серебра спо-
собны проникать внутрь бактериальной клетки. В
работах [115, 116] НЧ относительно больших раз-
меров также не были обнаружены внутри бактери-
альных клеток. Исходя из представленных экспе-
риментальных данных, был предложен возможный
механизм проникновения НЧ серебра внутрь клет-
ки: адгезия НЧ к поверхности мембраны вызывает
изменения в ее морфологии, влияет на нормаль-
ную работу трансмембранного транспорта, увели-
чивает проницаемость, что, в свою очередь, может
привести к поглощению НЧ. Однако, в таком слу-
чае встает вопрос о важности проникновения НЧ
внутрь бактериальной клетки с точки зрения про-
явления ими антибактериальной активности. У
прокариотических клеток отсутствуют механиз-
мы поглощения больших НЧ, а если проникнове-
ние происходит за счет пассивной диффузии НЧ
через разрушенную мембрану, то это говорит о
том, что данная бактериальная клетка уже под-
верглась необратимым изменениями в структуре,

Таблица 1. Концентрация ионов Ag+ в питательной среде и внутри клетки при воздействии на бактерии AgNO3
и НЧ серебра в ингибирующих рост концентрациях

Вид
бактерии

Метод оценки 
антибактериальной 

активности
Форма серебра

Концентрация Ag+ 
в питательной 

среде, мг/л

Внутриклеточная 
концентрация 

Ag+, мг/л
Ссылка

Pseudomo-
nas aerugi-
nosa

EC20
AgNO3 107.1 –

[125]Наночастицы(45 нм; стаби-
лизатор – цитрат) <0.20 –

E. coli
Анализ кривых 
роста числа КОЕ

AgNO3 3–9 –
[116]Наночастицы (142 нм;

без стабилизатора) 0.440 –

E. coli IC50

AgNO3 2 2

[115]

Наночастицы (9.1 нм; стаби-
лизатор – цитрат) 0.49 1.52

Наночастицы (17.9 нм; стаби-
лизатор – поливинилпирро-
лидон)

0.242 2.1

Наночастицы (23.3 нм; стаби-
лизатор – полиэтиленимин) 0.59 2.4
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лизису, и ее жизнеспособность представляется
маловероятной. Таким образом, можно полагать,
что проникновение НЧ серебра внутрь бактери-
альной клетки существенно затруднено, а если
оно и возможно, то его вклад в антибактериаль-
ную активность представляется весьма спорным.

Механизмы антибактериального действия НЧ
серебра были изучены и подтверждены с помощью
протеомных и транскриптомных исследований в
двух пионерских работах Маккуиллана с соавт.
[116, 133]. В них методом ПЦР в реальном времени
показано, что обе формы серебра воздействуют на
системы гомеостаза меди, что объясняется схоже-
стью путей метаболизма ионов меди и серебра.
Кроме того, с помощью технологии ДНК-микро-
чипа, позволяющей оценивать экспрессию генов,
был изучен полный транскриптомный ответ E. coli
K12 на действие AgNO3 и НЧ серебра. Было под-
тверждено, что обе формы серебра воздействуют
на E. coli K12 за счет нарушения трехмерной

структуры белков, а также окислительного стрес-
са. В частности, наибольший ответ был зареги-
стрирован в регуляции генов, ответственных за
контроль денатурации белков, наблюдалось по-
вышение регуляции генов системы soxRS (защита
от окислительного стресса и поддержание окис-
лительно-восстановительного гомеостаза), а так-
же isc и suf (кодируют белки, участвующие в сборке
железно-серных кластеров). В то же время наблю-
далось снижение регуляции генов трансляции, что
объясняется вызываемыми действием Ag+ наруше-
ниями процессов экспрессии генов и необходимо-
стью клетки выработать адаптивный ответ, прежде
чем использовать ресурсы для биосинтеза новых
белковых молекул. Схожие данные были получе-
ны при исследовании ответа на действие НЧ се-
ребра других видов бактерий. Например, в работе
[134] методом количественного протеомного ана-
лиза показано, что действие НЧ серебра на Pseu-
domonas aeruginosa также приводит к увеличению

Рис. 1 Схематическое изображение антибактериального действия НЧ серебра на примере грамотрицательной бак-
терии: 1 – окислительное растворение НЧ серебра, приводящее к образованию ионов Ag+ в окружающем клетку
пространстве; 2 – адгезия НЧ серебра к мембране; 3 – проникновение ионов Ag+ в периплазматическое простран-
ство через порины; 4 – воздействие Ag+ на ферменты ЭТЦ, приводящее к нарушениям метаболизма и генерации АФК;
5 – воздействие Ag+ на белки ЦПМ, вызывающее нарушения транспортной функции клетки; 6 – проникновение Ag+

в цитоплазму через активные транспортеры Cu+; 7 – воздействие Ag+ на внутриклеточные компоненты, такие как
рибосомы и ДНК, вызывающее нарушения в процессе экспрессии генов; 8 – окисление внутриклеточных компо-
нентов бактерии образовавшимися АФК; 9 – нарушения в структуре мембраны бактерии, возникшие в результате
адгезии к ней НЧ серебра и приводящие к увеличению внутриклеточной концентрации Ag+ и утечке внутриклеточ-
ных компонентов.

ЦПМ

ДНК

Рибосома

Цитоплазма

Периплазма

ВМ

Катионы серебра Ag+

НЧ серебра

1

6 7

9

5
4

8

3

2
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экспрессии генов, отвечающих за уменьшение
окислительного стресса и снижению регуляции
генов, кодирующих белки, необходимые для осу-
ществления метаболических процессов и био-
синтеза сложных макромолекул, а также струк-
турных составляющих рибосом. В другой работе
[135] механизмы действия НЧ серебра исследова-
лись методами секвенирования РНК и количе-
ственного ПЦР с обратной транскрипцией. В
нем в качестве объекта для изучения была вы-
брана грамотрицательная бактерия Klebsiella
pneumoniae MGH78578, принадлежащая к се-
мейству Enterobacteriaceae и обладающая множе-
ственной лекарственной устойчивостью. Как и в
упомянутых ранее работах, наблюдалась активация
систем, отвечающих за поддержание окислитель-
но-восстановительного гомеостаза. В частности,
наблюдалось увеличение экспрессии генов систем
soxS и oxyR – двух главных транскрипционных
факторов, отвечающих за окислительный стресс
в Enterobacteriaceae. Кроме того, наблюдалось
значительное увеличение экспрессии системы
эффлюкса ионов серебра silCFBA, кодирующей
трехкомпонентный SilCBA эффлюксный СВА
транспортер и мембранную эффлюксную АТФ-азу
P-типа SilP [14, 15], что объясняется попыткой
бактерии вывести токсичные ионы серебра из ци-
топлазматического пространства.

Транскриптомные и протеомные исследова-
ния также позволили сопоставить между собой
клеточные ответы бактерий на воздействие ион-
ной и нанодисперсной форм серебра, что позво-
лило обнаружить некоторые различия в механиз-
мах их антибактериального действия. В работе
[116] было показано, что ионы Ag+ в большей сте-
пени регулируют экспрессию генов, кодирующих
биосинтез поринов, а НЧ – системы эффлюкса,
что указывает на различные пути транспорта
ионов Ag+ внутрь бактериальной клетки при дей-
ствии этих двух форм. В работе [133] следствием
специфического действия НЧ, но не ионов сереб-
ра, на E. coli K12 являлось снижение регуляции ге-
нов биосинтеза липидов и жирных кислот, явля-
ющихся компонентами мембраны, что может
служить подтверждением факта специфического
действия НЧ на мембрану, обусловленного их ад-
гезией к ее поверхности. Кроме того, НЧ сильнее
воздействовали на регуляцию белков, ответствен-
ных за внутриклеточные процессы трансляции, в
то время как ионная форма серебра активнее вли-
яла на регуляцию транспортных мембранных
белков. Данный факт позволяет выдвинуть пред-
положение, что нанодисперсная форма серебра
сильнее влияет на внутриклеточные процессы в
бактериальной клетке, в то время как действие
ионной формы в основном обусловлено воздей-
ствием на мембранные белки и ферменты. Под-
тверждением данной гипотезы является работа
[125], в которой был изучен протеомный ответ

Pseudomonas sp. M1 на воздействие НЧ и ионов се-
ребра. Как и в работе [133], было обнаружено, что
НЧ сильнее влияют на внутриклеточный процесс
трансляции, что отражается в увеличении количе-
ства белков, входящих в структуру рибосом и/или
связывающихся с РНК. В свою очередь, ионы Ag+

активнее влияли на трансмембранный транспорт,
что выражалось в увеличении количества белков
ЦПМ, поринов и других белков внешней мембра-
ны, а также на процессы денатурации белков. Кро-
ме того, исследование активности антиокисли-
тельных ферментов, показало, что она возрастала
сильнее под действием Ag+, чем НЧ, что также
косвенно подтверждает ранее высказанное пред-
положение о том, что Ag+ более активно воздей-
ствуют на мембранные белки, в том числе фер-
менты ЭТЦ.

В другой важной работе [115] для определения
физиологических путей воздействия НЧ и ионов
серебра на бактерии, была исследована полноге-
номная библиотека E. coli, состоящая примерно
из 4000 мутантов, каждый с делецией одного
определенного гена. Как и в работах Маккуилла-
на с соавт., среди генов, экспрессия которых игра-
ет существенную роль при воздействии обеих форм
серебра, было большое количество генов, участву-
ющих в регуляции гомеостаза меди. В частности,
мутанты с делецией генов cueR (кодирует Cu+-за-
висимый транскриптомный регулятор) и cusS (яв-
ляющийся частью двухкомпонентной регулятор-
ной системы, ответственной за экспрессию cueR)
оказывались более чувствительными ко всем фор-
мам серебра, что, вероятно, связано с их ограни-
ченными возможностями эффлюкса токсичных
ионов Ag+ из цитоплазмы. К увеличению воспри-
имчивости к обеим формам серебра также приво-
дила делеция генов katE (кодирует каталазу, ин-
дуцируемую при высоких уровнях концентрации
пероксида) и recA (индуцируется повреждениями
ДНК), что подтвердило ранее описанный меха-
низм индуцирования ионами серебра окисли-
тельного стресса в бактериальной клетке, кото-
рый приводит к повреждениям ДНК. Кроме того,
среди генов, отсутствие которых приводит к уве-
личению чувствительности фенотипа к любой
форме серебра, были обнаружены некоторые ге-
ны, кодирующие биосинтез белков, связанных с
внутренней мембраной. Специфичным для НЧ
было увеличение эффективности их действия на
бактерии с делецией генов, ответственных за син-
тез липополисахаридов. Вероятно, это связано с
упрощением адгезии НЧ к бактериям, неспособ-
ным создать защитный липополисахаридный
слой на своей поверхности, что, в свою очередь,
приводит к увеличению токсичности НЧ за счет
повреждений мембраны и увеличения внутри-
клеточной концентрации ионов серебра. К тому
же, авторы работы отмечают, что различные НЧ
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(с различающимися размерами частиц и зарядом
поверхности) имели различную активность в от-
ношении бактерий с делецией того или иного ге-
на, что говорит о различиях в механизме антибак-
териального действия НЧ серебра с различными
физико-химическими параметрами.

Перспективными с точки зрения изучения ме-
ханизмов антибактериального действия различных
соединений, в том числе серебра, представляются
развивающиеся в последние годы хемометриче-
ские исследования, связанные с анализом большо-
го количества экспериментальных данных [136]. В
качестве примера можно привести работу [137], в
которой изучение механизма действия НЧ серебра
в отношении E. coli было выполнено комбинирова-
нием методов ИК-спектроскопии и хемометриче-
ских исследований. В частности, проводилось
сравнение характерных областей ИК-спектра по-
глощения E. coli, подвергшихся воздействию НЧ
серебра, и четырех классов антибиотиков с из-
вестным механизмом антибактериального дей-
ствия методами математической обработки и
классификации данных, такими как, разведоч-
ный и кластерный анализ [136]. По результатам
исследования, наибольшее сходство со спектром
поглощения E. coli, подвергшихся воздействию
НЧ серебра имели спектры поглощения бакте-
рий, подвергшихся воздействию сульфадиазина.
Механизм действия сульфадиазина заключается в
ингибировании фермента дигидроптероатсинта-
зы, отвечающего за каталитическое образование
фолиевой кислоты – ключевого предшественни-
ка в синтезе ДНК у бактерий [138]. Полученные
данные могут быть дополнительным косвенным
подтверждением установленного ранее внутри-
клеточного механизма воздействия НЧ серебра
на ДНК как ключевой мишени их антибактери-
ального действия, хотя его пути, вероятно, отли-
чаются от путей воздействия сульфадиазина. В
другой упоминаемой ранее работе [135] сравне-
ние механизмов НЧ серебра и различных анти-
биотиков было выполнено с помощью сопостав-
ления паттернов транскриптомного ответа при их
действии на K. pneumoniae MGH78578. По резуль-
татам исследования наибольшая схожесть в изме-
нении регуляции генов проявляется при дей-
ствии НЧ серебра и триклозана. Триклозан явля-
ется антимикробным агентом широкого спектра
действия, который воздействует на бактерии за
счет подавления синтеза жирных кислот [139]. О
наличии схожего механизма воздействия у НЧ се-
ребра говорит и значительное снижение в регуля-
ции генов fabA/H/D/G/F/B, ответственных за
биосинтез жирных кислот, установленное в этой
же работе. Примечательно, что аналогичные дан-
ные были получены в работе [133] при изучении
транскриптомного ответа E. coli K12 на действие
НЧ серебра, но не AgNO3, что косвенно подтвер-
дило специфичность взаимодействия нанодис-

персного серебра с мембраной бактерии, по срав-
нению с ионной формой этого металла. При этом,
данный механизм вносит существенный вклад в
общий антибактериальный эффект, что подтвер-
ждает выполненное в [135] исследование действия
НЧ серебра на K. pneumoniae MGH785781soxS с
ослабленной возможностью ответа на окислитель-
ный стресс. В нем было показано, что изменения в
гене soxS, отвечающего за защиту от окислительно-
го стресса, не приводят к значительному уменьше-
нию минимальной ингибирующей концентрации
НЧ серебра. Это, в свою очередь, указывает на то,
что окислительный стресс не вносит решающего
вклада в антибактериальный эффект. Последний,
очевидно, обусловлен сочетанием как окисли-
тельного стресса, так и специфичного только для
НЧ серебра ингибирования биосинтеза жирных
кислот.

В обзоре после рассмотрения основных меха-
низмов биологического действия ионов серебра на
бактериальные клетки, проведен сравнительный
анализ экспериментальных данных, полученных в
результате транскриптомных и протеомных иссле-
дований последних лет, целью которых являлось
установление различий в механизмах антибактери-
альной активности ионов и НЧ серебра. Действи-
тельно, НЧ оказывают свое ключевое воздействие
за счет ионов Ag+, выделяющихся с их поверхно-
сти при окислении серебра как в окружающей
среде, так и в непосредственной близости к кле-
точной мембране. Однако НЧ являются не только
резервуаром ионного серебра, но и проявляют
специфический механизм его доставки внутрь
бактериальной клетки. Ассоциируясь с мембра-
ной, вызывая нарушения ее структуры, а также
увеличивая локальную концентрацию ионов Ag+,
НЧ увеличивают внутриклеточную концентрацию
Ag+, что делает именно ее, а не концентрацию Ag+

в окружающей клетку среде, основным фактором
токсичности НЧ серебра. По этой причине, хотя
основные мишени в бактериальной клетке для
ионов и НЧ серебра совпадают, НЧ влияют, в
первую очередь, на внутриклеточные процессы, та-
кие как трансляция и синтез необходимых для под-
держания жизнедеятельности биомолекул, напри-
мер, жирных кислот. Ионная же форма серебра бо-
лее активно воздействует на мембранные белки и
ферменты, нарушая нормальную работу электрон-
но-транспортной цепи, трансмембранного транс-
порта, вызывая окислительный стресс и препят-
ствуя метаболизму бактерий.

Не до конца выясненными остаются вопросы,
связанные с величиной вклада той или иной ста-
дии механизма воздействия серебра в суммарный
антибактериальный эффект и ее зависимости от
внешних факторов, в частности типа используе-
мого стабилизатора НЧ. В свете продолжающего-
ся поиска новых антибактериальных агентов, эти
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вопросы представляются нам весьма актуальны-
ми и заслуживающими дальнейшего развития,
поскольку гибкое регулирование коллоидно-хи-
мических свойств НЧ и связанное с этим измене-
ние ключевой стадии их действия на бактерии по-
тенциально может привести к созданию новых
классов антимикробных препаратов, выработка
лекарственной устойчивости бактериями к дей-
ствию которых будет существенно затруднена.
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The rising number of clinical cases which reveal the new antibiotic resistant strains of bacteria makes it nec-
essary to search for alternative ways to solve the problem of multi-drug resistance. Use of colloidal silver sta-
bilized with different compounds, including those showing their own biological activity, is a promising ap-
proach to solve the antimicrobial resistance problem, at least when it is applied topically in the treatment of
infectious-complicated lesions of the mucous membranes and skin. This review summarizes the results of ex-
perimental studies of the mechanisms of the antibacterial action of silver in the ionic and nanodispersed
forms, paying special attention to the articles of the last decade that focus on the differences in the action of
ionic and colloidal silver at the molecular level. It is shown that silver nanoparticles certainly possess addi-
tional bactericidal qualities due to effective binding to the bacterial membrane and rupture of its structure,
which leads to a significant increase in the intracellular concentration of Ag+ ions.

Keywords: Colloidal silver, silver nanoparticles, silver ions, antimicrobial resistance, multidrug resistance,
antibacterial effect, bacterial membrane



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2021, том 57, № 6, с. 536–548

536

ОКСИД АЗОТА В МЕТАБОЛИЗМЕ ГРИБОВ (ОБЗОР)
© 2021 г.   С. Ю. Филиппович1, *, Г. П. Бачурина1

1Институт биохимии им. А.Н. Баха, Федеральный исследовательский центр
“Фундаментальные основы биотехнологии” Российской академии наук, Москва, 119071 Россия

*e-mail: syf55@yandex.ru
Поступила в редакцию 01.06.2021 г.

После доработки 21.06.2021 г.
Принята к публикации 02.07.2021 г.

В обзоре суммированы последние данные об идентификации и синтезе оксида азота у грибов, а так-
же механизмах действия NO у этих организмов, которые включают S-нитрозилирование и нитрова-
ние остатков аминокислот, инициирование разрывов ДНК, транскрипционную активацию генов и
цГМФ-зависимый сигнальный путь. Особое внимание уделено NO-зависимой регуляции таких
процессов как апоптоз и различные стрессовые ответы, прорастание спор, рост мицелия и диффе-
ренцировка грибов.
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дуктаза
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Оксид азота – соединение, которое легко диф-
фундирует через клеточные мембраны и обладает
высокой реакционной способностью. Время по-
лужизни молекулы внутри клеток составляет от 3
до 30 с в зависимости от начальной концентра-
ции, а затем в присутствии воды и кислорода она
превращается в нитрат и нитрит. Регулирующий
эффект NO реализуется, прежде всего, в непо-
средственной близости от места его происхожде-
ния. Действие NO может изменяться в зависимо-
сти от концентрации – при низких концентраци-
ях (несколько микромолей/кг ткани) соединение
функционирует как сигнальная молекула, в более
высоких концентрациях действует как защитный
агент или токсический продукт окислительного
метаболизма.

NO является медиатором, регулирующим це-
лый ряд физиологических процессов у организ-
мов, принадлежащих к разным таксономическим
группам. У человека и животных NO участвует в
функционировании и образовании кровеносных
сосудов, гормональной регуляции, работе иммун-
ной системы и нейротрансмиссии [1, 2]. У высших
растений NO влияет на прорастание семян, созре-
вание плодов, работу устьиц, развитие корневой
системы, цветение, защиту от патогенов и апоптоз
[3]. У бактерий NO участвует в регуляции денит-
рификации, вирулентности, подвижности, а так-
же в образовании биопленок, восстановлении
повреждений, вызванных УФ-радиацией, погло-
щении железа и адаптации к окислительному
стрессу [4, 5]. Гораздо меньше изучена роль NO в

метаболизме грибов, но в последнее время число
публикаций, посвященных этой теме, возросло
[6–8].

ИДЕНТИФИКАЦИЯ NO У ГРИБОВ
Образование NO в митохондриях [9] или клет-

ках [10] дрожжей можно исследовать методами
амперометрии, с использованием NO-чувстви-
тельного электрода Кларка, однако этот метод не
получил широкого распространения для других
грибов.

Для идентификации и функциональной оценки
эндогенного оксида азота в клетках грибов приме-
няют методы с использованием различных флуо-
ресцентных индикаторов – 4-амино-5-метил-
амино-2',7'-дифлуоресцеин диацетата (DAF-FM
DA) [11–16] и диаминородамина (DAR-4M) [17].
Флуоресцентный краситель DAF-FM очень чув-
ствителен к NO (предел обнаружения – 3 нМ), а
DAF-FM DA способен пассивно диффундиро-
вать через клеточные мембраны и, проникнув в
клетку, превращается эстеразами в DAF-FM [18].

Эффект, наблюдаемый после добавления доно-
ров оксида азота, а также ингибиторов NO-синта-
зы млекопитающих и скавенджеров NO, является
показателем синтеза оксида азота в клетках грибов
[11–13, 19–22]. В качестве соединений, генериру-
ющих оксид азота в растворах (доноров NO), ис-
пользуют молсидомин [23], нитропруссид натрия
(SNP) [12, 20, 21, 24–26], S-нитрозо-N-ацетилпе-
нициламин (SNAP) [25], S-нитрозоцистеин

УДК 577.21
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(SNC) [27], S-нитрозо-N-ацетилцистеин (SNAC)
[27], S-нитрозоглутатион (GSNO) [27–29], диэти-
лентриамин (DETA) [30], 2,2-(гидроксинитрозо-
гидразино)-бисэтанамин [31] и диэтилентриа-
мин-NO-ат [32]. При низких значениях рН доно-
ром NO может служить нитрит натрия, при этом
нитрозирующим агентом является протониро-
ванная азотистая кислота (pKa 3.4) [27]:

NO доноры – гетерогенная группа молекул,
способная выделять NO или его производные, та-
кие как нитроксильный анион или катион нитро-
зония. Учитывая тот факт, что многие NO доноры
в определенных концентрациях нетоксичны для
клеток млекопитающих, в последнее время для
борьбы с микотоксинами и токсикогенными гриба-
ми внимание исследователей привлекли наномате-
риалы, выделяющие это соединение [33]. Примене-
ние оксида азота в комбинации с наночастицами
повышает стабильность, улучшает адресную до-
ставку и контролируемое и долгосрочное высво-
бождение NO [34].

Для ингибирования NO-синтазной активно-
сти, ответственной за реакцию взаимодействия
кислорода и L-аргинина с образованием оксида
азота и L-цитруллина, у грибов применяют нит-
ро-L-аргинин [11, 21, 29], метил-L-аргинин аце-
тат (L-NMMA) [11], аминогуанидин [20, 36], ме-
тиловый эфир N-нитро-L-аргинина (L-NAME)
[10, 12, 20, 35], L-N6-(1-иминоэтил)-лизин (L-NIL)
[35], 1-[2-(трифтор-метил)фенил]имидазол (TRIM)
[13]. Скавенджерами NO могут служить оксиге-
моглобин Fe(II) [27] и 2-(4-карбоксифенил)-
4,4,5,5-тетраметилимидазолин-1-оксил-3-оксид
(cPTIO) [16, 36, 37].

УЧАСТИЕ NO В ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ
И БИОХИМИЧЕСКИХ ПРОЦЕССАХ

У ГРИБОВ
Апоптоз и стресс. Избыточное количество ок-

сида азота может привести к повреждению клеток
и вызвать апоптоз. Получены свидетельства об
участии NO в апоптозе, индуцированном перок-
сидом водорода, у дрожжей Saccharomyces cerevisi-
ae [10, 38]. Для этого же гриба показано, что NO в
низких концентрациях оказывает цитопротек-
торный эффект при стрессе, вызванным повыше-
нием температуры или гидростатического давле-
ния [39]. В условиях гипоксии митохондрии
S. cerevisiae способны к NO2-зависимому синтезу
NO при участии флавогемоглобина YHb и цито-
хром-с-оксидазы [9], причем изоформы послед-
него фермента по-разному влияют на продукцию
NO в зависимости от концентрации кислорода
[40]. Получены также данные, свидетельствую-
щие о синтезе NO из Arg в клетках этих дрожжей
в ответ на тепловой стресс [41].

→ + +2 3 23HNO HNO 2NO H O.

NO способен защитить клетки шампиньона
двуспорового Agaricus bisporus от окислительного
стресса [31]. Обработка донором NO, 2,2-(гид-
роксинитрозогидразино)-бисэтанамином, умень-
шала окислительное повреждение в собранных
плодовых телах. При этом NO снижает содержа-
ние супероксид-радикала и H2O2, ингибирует по-
лифенолоксидазу и активирует такие антиокис-
лительные ферменты как каталаза, супероксид-
дисмутаза и аскорбатпероксидаза.

При тепловом стрессе оксид азота эффективно
уменьшает окислительное повреждение в мице-
лии вешенки степной Pleurotus eryngii var. tuoliensis
[14] и Trichoderma harzianum LTR-2 [37]. Обнару-
жено также при данном виде стресса увеличение
экспрессии генов, кодирующих белки теплового
шока, у Ganoderma oregonense [42].

NO может служить регулятором метаболизма
металлов у грибов, причем его действие зависит
от концентрации соединения. NO в низких кон-
центрациях защищает клетки S. cerevisiae от ток-
сичности ионов Cu2+, однако при обработке вы-
сокими концентрациями NO наблюдали проти-
воположный эффект [43]. При этом происходило
изменение активности Cu-зависимого фактора
транскрипции Ace1, что может свидетельствовать
об участии оксида азота в метаболизме Cu у этого
гриба. При добавлении NO к мицелию P. eryngii,
обработанному высокими концентрациями Cd2+,
отмечено увеличение биомассы [44]. На основа-
нии анализа секвенирования РНК установлено,
что увеличение толерантности к кадмию обуслов-
лено активацией ряда оксидоредуктаз, дегидроге-
наз, трансфераз и транскрипционных факторов в
присутствии экзогенного NO. Защитный эффект
оксида азота от токсичного Cd2+ выявлен также у
трутовика лакированного Ganoderma lucidum [45].
В мицелии этого гриба под действием кадмия
образуются H2O2 и  а также запускается пере-
кисное окисление липидов. Однако обработка
100 мM SNP (донор NO) предотвращает эти про-
цессы и активирует пероксидазу и каталазу.

Показано, что в условиях нитрозативного стрес-
са, вызванного присутствием NO, выделяющегося
при обработке клеток DETA паразита-некротрофа
Botrytis cinerea, основной системой детоксикации
NO служит флавогемоглобин BCFHG1 [30].
Флавогемоглобины являются NO-оксидоредук-
тазами, известными также как NO-диоксигена-
зы (КФ 1.14.12.17). Эти ферменты катализируют
превращение NO в  в присутствии НАДФH,
ФАД и O2.

Взаимодействие грибов. Оксид азота может
быть вовлечен в механизм взаимодействия раз-
личных видов грибов. Показано, что в ответ на
обработку элиситором, выделенного из аскоми-
цета Alternaria alternate, в клетках базидиомицета

−
2O ,

−
3NO
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Inonotus obliquus происходит генерация NO [36].
Очевидно, оксид азота является медиатором
элиситора, приводящего к активации фенилала-
нин-аммиак-лиазы и увеличению биосинтеза
антиоксидантных полифенолов у чаги скошен-
ной I. obliquus. Авторы предположили, что при
взаимодействии этих грибов NO участвует в сиг-
нальном пути, независимом от действия оксили-
пинов.

Прорастание спор и рост мицелия. NO подавля-
ет образование псевдомицелия у дрожжей Candi-
da tropicalis [23].

В диплоидных клетках аспергилла гнездового
Aspergillus nidulans NO, образованный донором
SNP, способен ингибировать рост мицелия при
концентрациях SNP от 40 до 320 μM. Процесс со-
провождался индукцией митотического кроссин-
говера [22].

При рН 4.5 обработка 2 мМ нитритом в тече-
ние 24 ч уменьшает прорастание спор патогенного
гриба Aspergillus fumigatus на 23%, а при увеличении
концентрации до 5 мМ через 16 ч наблюдается ги-
бель 100% спор [27]. Нитрозо-производные глута-
тиона, SNC, SNAP и SNAC также губительны для

Таблица 1. Участие оксида азота в физиологических процессах у грибов

Гриб Процесс, чувствительный к NO Ссылка

Saccharomyces cerevisiae H2O2-индуцированный апоптоз, гипоксия в мито-
хондриях, стресс

[10], [9], [40],
[39], [28]

Agaricus bisporus Окислительный, тепловой, нитрозативный стресс [31]
Pleurotus eryngii var. tuoliensis [14]
Botrytis cinerea [30]
Trichoderma harzianum LTR-2 [37]
Ganoderma oregonense [42]

Pleurotus eryngii Толерантность к кадмию [44]
Ganoderma lucidum [45]
S. cerevisiae Толерантность к меди [43]

Candida tropicales Образование псевдомицелия [23]

Взаимодействие между различ-
ными видами грибов

Генерация NO клетками базидиомицета в ответ на 
обработку элиситором из аскомицета

[36]

NO-индукция биосинтеза стирилпирона [81]

Aspergillus nidulans Выживание и прорастание спор, рост мицелия [22]
Candida albicans [25]
Aspergillus fumigates [27]
Colletotrichum coccoides [11]
Aspergillus niger, Monilinia fructicola, 
Penicillium italicum

[46]

Penicillium expansum [26], [74]
Magnaporthe oryzae [17]
Puccinia striiformis [47]
Westend f. sp. tritici

Phycomyces blakesleanus Дифференцировка [19]
Flammulina velutipes [20]
Coniothyrium minitans [12], [21]
Botrytis cinerea [30]
Aspergillus nidulans [22], [32], [51], [53]
Blastocladiella emersonii [13]
Neurospora crassa [24], [52], [29], [35], [16]
Schizosaccharomyces pombe [75]
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этих спор, но в меньшей степени. В противополож-
ность этому GSNO не обладал фунгицидным дей-
ствием, а наоборот, стимулировал прорастание
спор.

Фунгицидную активность газообразного NO
сравнили в опытах in vitro с патогенными гриба-
ми, развивающимися на растениях после сбора
урожая. Обработке подвергали такие грибы как
Aspergillus niger, Monilinia fructicola (возбудитель
бурой гнили косточковых плодов) и Penicillium
italicum (поражает плоды цитрусовых) [46].
Кратковременная обработка оксидом азота (50–
500 мкл/л) ингибировала прорастание спор и
рост мицелия, что позволило предложить NO в
качестве природного фунгицида при хранении
фруктов и овощей. Сходные результаты получены
для Penicillium expansum, другого патогенного гри-
ба, также поражающего фруктовые плоды [26].
Оксид азота, выделяющийся при действии 6 мМ
SNP, ингибировал рост мицелия. Авторы обнару-
жили, что экзогенный NO в высоких концентра-
циях индуцирует образование активных форм
кислорода (АФК), которые способны вызвать
окислительное повреждение белков, необходи-
мых для прорастания спор этих грибов. Вместе с
тем, при индукции внутриклеточного синтеза NO
у S. cerevisiae, вызванного добавлением синтетиче-
ского фунгицидного гесапептида PAF26, аккуму-
ляции АФК не наблюдалось [15]. В присутствии
ингибитора NO-синтазы, L-NAME, происходило
частичное восстановление роста дрожжей, обрабо-
танных PAF26.

В опытах in vitro NO, образованный донорами
SNP и SNAP, активировал прорастание, но умень-
шал жизнеспособность бластоконидий у Candida
albicans [25], причем действие NO на споры было
более заметным при кислых, чем при щелочных
рН. Примечательно, что бластоконидии оказались
более чувствительными к действию NO, чем гифы
мицелия.

АФК и NO координированно регулируют про-
растание спор и последующий рост зародышевых
трубок ржавчинного гриба, Puccinia striiformis
Westend f. sp. tritici [47]. По-видимому, в контроле
прорастания трубок NO действует только сов-
местно с АФК, так как повышение или снижение
уровня одного из компонентов оказывает нега-
тивное влияние на процесс, тогда как накопление
высокого уровня и NO, и АФК обеспечивало нор-
мальный рост гриба. Очевидно, что для регулиро-
вания прорастания необходим определенный ба-
ланс NO и АФК. При достижении этого баланса
как NO, так и АФК предпочтительно локализу-
ются в порах и апексе растущих зародышевых
трубок и влияют на их полярный рост.

Обработка аскомицета Trichophyton rubrum ин-
тенсивным импульсным светом с длиной волны
420 нм приводила к увеличению уровня NO в

клетках и ингибированию их роста по сравнению
с контролем in vitro [48].

Аккумуляция NO выявлена на всех стадиях
прорастания конидий Colletotrichum coccoides, вы-
зывающего антракноз у томатов [11]. Вместе с
тем, добавление экзогенного NO ингибировало
прорастание спор этого гриба, а обработка инги-
биторами нитро-L-аргинином и L-NMMA в раз-
ной степени ускоряла процесс, указывая на регу-
ляторную роль NO в прорастании спор.

Применение флуоресцентного красителя
DAR-4M и NO-скавенджеров позволило выявить
синтез NO при прорастании и на ранних стадиях
развития Magnaporthe oryzae, аскомицета, вызыва-
ющего гниль риса [17]. Вместе с тем, делеция ряда
генов, кодирующих ферменты, потенциально от-
ветственные за синтез этого соединения, не сказы-
вается на генерации NO. Флуоресцентные сигна-
лы, обнаруженные после действия DAF-FM DA,
также свидетельствовали о возможности вовлече-
ния NO в процесс прорастания спор и созрева-
ния аппрессориев у этого гриба [49].

Обработка Fusarium oxysporum f. sp. fragariae до-
нором NO SNP приводила к дозо-зависимому
уменьшению прорастания конидий и увеличе-
нию скорости роста мицелия [50]. Регуляция ро-
ста мицелия оксидом азота сопровождалась изме-
нением образования супероксид аниона.

Дифференцировка грибов. В литературе приво-
дятся данные о действии NO как сигнальной моле-
кулы, контролирующей дифференцировку грибов,
принадлежащих к различным таксономическим
группам.

NO при участии L-Arg и cGMP влияет на ко-
нидиогенез митоспорового гриба Coniothyrium
minitans [12, 21], паразитирующего на склероциях
грибов – нитроаргинин ингибирует образование
пикнидий, а добавление SNP приводит к образо-
ванию спор у дефицитного по конидиогенезу му-
танта. Наибольшая концентрация NO выявлена в
мицелии на стадии инициации пикнидий (72 ч
постинокуляции).

Майер с соавт. [19] изучили действие SNP –
донора NO, и L-NAME – ингибитора NO-син-
тазной активности, на образование спорангиофо-
ров у зигомицета Phycomyces blakesleeanus. Указан-
ные соединения действовали противоположным
образом на формирование микро- и макроспоран-
гиофоров: под действием SNP отмечено увеличе-
ние числа макроструктур и уменьшение числа мик-
роструктур, а в присутствии L-NAME выявлена об-
ратная зависимость, причем процесс был гораздо
сильнее выражен при макроспорангиогенезе.

Корейские исследователи обнаружили стиму-
ляцию образования плодовых тел в присутствии
SNP у базидиомицета Flammulina velutipes и по-
давление процесса при добавлении L-NAME и
аминогуанидина [20].
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Виера с соавт. [13], используя флуоресцентный
индикатор DAF-FM DA, выявили образование
∙NO при споруляции водного хитридиомицета
Blastocladiella emersonii. Если обработку клеток флу-
оресцентным детектором проводили в присутствии
NO-синтазного ингибитора L-NAME, то интен-
сивность зеленого флуоресцентного сигнала резко
снижалась. Применение количественного хеми-
люминесцентного анализа подтвердило, что при
индукции образования подвижных зооспор проис-
ходило увеличение внутриклеточных продуктов,
являющихся производными NO, почти в 3 раза.

В работе Пенгкита с соавт. [16] для идентифи-
кации и функциональной оценки эндогенного
NO у аскомицета Neurospora crassa также был ис-
пользован метод с этим же флуоресцентным ин-
дикатором. Степень флуоресценции, показываю-
щая уровень внутриклеточного содержания окси-
да азота, сильно возрастала в гифах мицелия при
росте в погруженной культуре, а также в кони-
диофорах при конидиогенезе в поверхностной
культуре. Авторы также показали, что обработка
мицелия NO-скавенджером, сPTIO, приводила к
резкому уменьшению уровня транскрипции ге-
нов con-10 и con-13, экспрессия которых возрас-
тает при конидиогенезе. Авторы предположили,
что оксид азота образуется внутри молодых расту-
щих гиф и участвует в формировании конидий.

Под действием NO, генерированного донором
SNP, происходило уменьшение образования ко-
нидий у аскомицета A. nidulans [22]. Позднее было
показано, что у этого гриба синтез эндогенного
NO возрастал на ранних стадиях дифференци-
ровки, при переходе от вегетативного роста к ко-
нидиогенезу и добавление экзогенного NO слу-
жило индуктором этого перехода [51]. Уровень
NO определял баланс между бесполым и поло-
вым циклами A. nidulans – искусственное повы-
шение концентрации NO приводило к уменьше-
нию конидиогенеза и индукции образования
плодовых тел, клейстотециев, содержащих аскос-
поры [32, 51].

Грибы могут обладать разной чувствительно-
стью к NO в зависимости от стадии дифференци-
ровки. Так, обработка клеток Bacillus cinerea [30]
экзогенным NO, образованным донором DETA,
приводит к изменению экспрессии гена, ответ-
ственного за синтез флавогемоглобина в мицелии
и спорах. Установлено, что данный белок участ-
вует в детоксикации NO, превращая активный
NO радикал в нитрат. При обработке NO макси-
мальная экспрессия гена, кодирующего этот бе-
лок, отмечена в прорастающих конидиях B. cine-
rea, но отсутствовала в растущем и активно ветвя-
щемся мицелии.

В связи с тем, что свет является важным регу-
ляторным фактором целого ряда жизненных цик-
лов грибов, особый интерес представляет изуче-

ние роли оксида азота в трансдукции фотосигна-
ла у P. blakesleeanus [19], F. velutipes [20], N. crassa
[16, 24, 52] и A. nidulans [53].

Синий свет ингибирует образование микро-
спорангиофоров, но стимулирует формирование
макроспорангиофоров у P. blakesleeanus [19]. До-
нор NO SNP способен замещать эффект активиру-
ющего действия света при макроспорангиогенезе,
а ингибиторы NO-синтазной реакции подавлять
его. Вместе с тем, свет индуцирует образование
цитруллина из аргинина в наиболее важных для
развития фазах роста – логарифмической фазе ро-
ста мицелия и при созревании макроспорангиофо-
ров. Ингибирование биосинтеза тетрагидробио-
птерина BH4, кофактора NO-синтазы (NOS),
приводило к ингибированию фотоморфогенеза.
При дифференцировке поверхностной культуры
P. blakesleeanus значения удельной активности
фермента в экстрактах мицелия и скорость образо-
вания NO в клетках гриба, измеренная хемилюми-
несцентной детекторной системой, были сходны и
составляли от 1 до 10 пмоль ∙ мин–1 ∙ мг белка–1. Ха-
рактерно, что образование цитруллина и эмиссия
NO стимулировались светом и ингибировались
при росте гриба на среде с 2,4-диамино-6-гидрок-
сипиримидином, ингибитором биосинтеза BH4.
Авторы предположили, что NOS участвует в пе-
редаче светового сигнала при формировании спо-
рангиев.

Перед образованием плодовых тел в освещен-
ном мицелии опенка зимнего F. velutipes NO-син-
тазная активность возрастала в 72 раза [20], тем не
менее оценить вклад действия света в этот про-
цесс сложно, так как авторы не исследовали тем-
новые контроли и, кроме того, одновременно с
освещением культур изменили температурный
режим с 18 до 10°С.

Результаты, полученные при действии SNP,
экзогенного донора NO и специфических инги-
биторов NOS, позволили предположить, что NO
ингибирует светостимулируемое образование ко-
нидий у аскомицета N. сrassa [24]. Наряду с этим,
авторы, измерив превращение 3H-L-аргинина в
3H-L-цитруллин, выявили наличие NO-синтазной
активности в клетках гриба. Следует отметить, что
роль оксида азота в фотопроцессах N. сrassa можно
оценить по присутствию конечных продуктов рас-
пада NO, нитрата и нитрита, в мицелии и среде
культивирования, используя определенные мутан-
ты гриба [29, 52]. Клетки дикого типа N. сrassa и
других высших грибов обладают высокой актив-
ностью нитратредуктаз (НР) и нитритредуктаз
(НиР), что позволяет им утилизировать нитрат и
нитрит. В связи с этим измерение выхода этих
ионов из клеток дикого типа невозможно, однако
трудности можно избежать, используя мутанты,
лишенные данных ферментов. Так, при исполь-
зовании nit-6 штамма N. сrassa, в котором отсут-
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ствует НиР, но осуществляется каталитическое
превращение нитрата в нитрит, выход  мож-
но рассматривать как показатель суммарного со-
держания  и  вне клетки. Анализ дина-
мики выхода ионов нитрита из мицелия в ходе
фотоиндуцированного каротиногенеза [52] и фо-
тостимулируемого конидиогенеза [29] nit-6 штам-
ма N. сrassa свидетельствовал о возможном участии
NO-генерирующего механизма в трансдукции фо-
тосигнала гриба. Введение в среду культивирова-
ния донора оксида азота, GSNO, ингибировало, а
ингибитора NOS, нитро-L-аргинина, стимулиро-
вало фотоконидиогенез N. сrassa, что указывает на
участие NO в данном процессе. Вместе с тем, от-
сутствие выхода  из мицелия этого же штамма
в ходе светозависимого развития протоперитециев,
предшественников женских половых структур,
свидетельствует о малой вероятности вовлечения
NO в половой процесс гриба. Таким образом, в за-
висимости от природы трех светорегулируемых
процессов (индукция каротиногенеза, стимуляция
бесполого или полового циклов) роль NO-генери-
рующего механизма в трансдукции фотосигнала
N. crassa может отличаться. Вместе с тем, светозави-
симые изменения удельной активности NOS, опре-
деленные измерением превращения 3H-L-аргини-
на в 3H-L-цитруллин, в фотокаротиногенезе и фо-
токонидиогенезе N. сrassa выявлены не были [35].

Действие света на A. nidulans в присутствии
кислорода инициирует образование бесполых
спор, а темновые условия и гипоксия приводят к
образованию половых структур. Недавно у дан-
ного гриба выявлена светорегулируемая индук-
ция образования NO [53]. Уровень NO возрастал
при освещении мицелия, культивируемого на
нитрате или Arg, и уменьшался в темноте. Свет
активирует 2 гена, связанных с регуляцией уров-
ня NO, – fhbB, кодирующий флавогемоглобин, и
agaA, кодирующий аргиназу, контролирующую
уровень внутриклеточного аргинина. Флавогемо-
глобин превращает NO в безопасный нитрат, а
Arg может служить субстратом для NOS. Для све-
тозависимой индукции указанных генов необхо-
димо функционирование гена фитохрома fphA, а
ген lreA действует как репрессор в присутствии
Arg в среде. При дифференцировке гриба концен-
трация внутриклеточного Arg возрастает, причем
более заметно при индукции полового развития,
чем бесполого. Аргининовый метаболизм и свет
контролируют уровень конидиогенеза. Делеция
fhbB приводит к частичной потере световой регу-
ляции конидиогенеза на среде с Arg или нитра-
том, в то время как делеция fhbA влияет на свето-
вую регуляцию только на среде с нитратом. Авто-
ры предположили, что нитрат-регулируемый fhbA
и свето-регулируемый fhbB необходимы для кор-
ректной световой регуляции конидиогенеза A. nidu-
lans.

−
2NO

−
3NO −

2NO

−
2NO

СИНТЕЗ NO В КЛЕТКАХ ГРИБОВ
Вопрос о природе генерации NO у грибов в

значительной степени остается открытым. Синтез
NO может осуществляться неэнзиматически и эн-
зиматически. Неэнзиматически образование NO
происходит из  при низких значениях рН.

Известно, что у млекопитающих основным
ферментом синтеза NO является NO-синтаза
(КФ 1.14.13.396), представленная 3 формами, ней-
рональной (nNOS), индуцибельной (iNOS) и эн-
дотелиальной (eNOS), кодируемыми разными ге-
нами [54]. Естественно, что по аналогии с млеко-
питающими наиболее вероятным претендентом
на роль фермента, ответственного за синтез окси-
да азота у грибов, считался именно этот фермент.
Однако вопрос о существовании NO-синтазной
активности в клетках грибов до сих пор является
дискуссионным. Оказалось, что типичные пол-
ноценные гены, кодирующие NOS млекопитаю-
щих, в геноме большинства грибов, как и у выс-
ших растений, отсутствуют. В связи с этим для
обозначения энзима, осуществляющего функции
NOS у этих организмов, иногда даже использует-
ся термин NO-синтазоподобная (NOS-like) ак-
тивность. Вместе с тем, у некоторых из них актив-
ность фермента определяется изотопным мето-
дом, по превращению 3H- или 14C-L-аргинина в
3H- или 14C-L-цитруллин. Среди таких грибов –
N. crassa [24, 35], F. velutipes [20], P. blakesleeanus
[19], S. cerevisiae [10, 39], B. emersonii [13] и C. mini-
tans [21].

Показано, что подобно ферменту млекопита-
ющих, NOS F. velutipes использует в качестве ко-
факторов НАДФН, ФАД, ФМН и BH4, но в отли-
чие от него, не нуждается в ионах Ca2+ и кальмо-
дулине [20]. KM и Vmax для данного фермента
составляют 3.3 × 10–5 M и 2.4 × 10–4 μмоль/мин/мг
белка соответственно, энзим ингибируется нит-
ро-L-аргинином и аминогуанидином с величи-
нами Ki 2.9 × 10–4 и 3.3 × 10–4 M соответственно.
Авторы предполагают, что при действии этих ин-
гибиторов, благодаря их низкому сродству к фер-
менту, происходит лишь задержка образования
плодовых тел, но не полное ингибирование про-
цесса. NOS F. velutipes представлена димером с
молекулярной массой 100 кДа и имеет активность
>500 пмоль/мин/мг белка (плодовые тела).

Активность NOS возрастает после обработки
клеток дрожжей S. cerevisiae пероксидом водорода
[10]. Кроме того, при этом наблюдается 2-крат-
ное увеличение внутриклеточной концентрации
L-Arg, что может быть определяющим фактором
для синтеза NO при Н2О2-индуцированном апо-
птозе.

NO-синтазная активность выявляется в ходе
споруляции хитридиомицета B. emersonii [13], до-
стигая максимума через 150 мин после начала

−
2NO
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процесса и снижаясь при добавлении ингибито-
ров фермента, L-NAME и TRIM. Фермент явля-
ется Ca2+-зависимым, обнаруживая в этом сход-
ство с nNOS формой фермента млекопитающих.

Активность NOS гриба-паразита C. minitans до-
стигала максимального уровня 20 пмоль/мин/мг
белка на ранней стадии формирования пикнидий
(72 ч постинокуляции) [21]. Это время совпадало с
максимумом образования NO в клетках.

Данные о существовании различных форм
NOS грибов, аналогичных формам, обнаружен-
ным для фермента животных, немногочисленны.
NO-синтазная активность аскомицета N. crassa
по ряду свойств (чувствительность к ионам каль-
ция, действие специфических ингибиторов фер-
мента, Вестерн-блот анализ) сходна с iNOS фор-
мой фермента млекопитающих [35]. В работе ис-
пользовали поликлональные антитела против
iNOS изоформы фермента млекопитающих, им-
муногеном для которых был С-концевой пептид,
содержащий 14 аминокислот iNOS, полученный
из макрофагов мыши. Молекулярная масса фер-
мента составляет около 130 кДа, что близко к та-
ковой для iNOS животных [55]. Использование
моноклональных антител против nNOS позволи-
ло обнаружить конститутивную форму фермента
с молекулярной массой 60 кДа у дрожжей S. cere-
visiae [56, 57]. Домитрович с соавт. [39] выявили в
экспоненциальной фазе роста этого же организма
экспрессию nNOS, iNOS, и eNOS с молекулярны-
ми массами 160, 130 и 132 кДа, соответственно. Ин-
дуцированная NOS у этого гриба обладает изо-
формной специфичностью и зависит от метаболи-
ческого состояния клеток и ответа на стресс.
Молекулярная масса NOS I. obliquus, определенная
изоферментным методом, составила 85 кДа для
конститутивной и 110 кДа для индуцибельной
форм фермента [58]. Совместное культивирова-
ние базидиомицета I. obliquus и трутового гриба
Phellinus morii приводило к 5-кратному увеличе-
нию активности iNOS у первого гриба с последу-
ющим резким возрастанием образования NO
[58]. По мнению авторов эта форма фермента мо-
жет действовать как важный регулятор, влияю-
щий на продукцию метаболитов фенилпропано-
идов во время межвидовых взаимодействий меж-
ду грибами.

Как указано выше, у грибов не удалось найти
полноценный ген NOS животного типа. Вместе с
тем, в грибных геномах P. blakesleeanus и Mag-
naporthe grisea обнаружен по крайней мере один
фрагмент последовательности ДНК, сходный с
таковым для NOS млекопитающих [13]. Сходные
участки аминокислотных NO-синтазо-подобных
последовательностей обнаружены в ходе анализа
in silico у грибов Aspergillus oryzae, Glomerella gram-
inicola и Colletotricum gloeosporioides [59]. Исполь-
зуя этот же метод, авторы выявили консерватив-

ные аминокислотные NO-синтазо-подобные по-
следовательности у Macrophomina phaseolina. При
помощи биоинформационного анализа в геноме
базидиомицета I. obliquus были выявлены гены,
имеющие определенное сходство с аналогичны-
ми генами, кодирующими конститутивную и ин-
дуцибельную формы NOS млекопитающих [58].
Недавно [16] в геноме N. crassa обнаружен ряд ге-
нов, имеющих высокую степень гомологии с ге-
нами NOS у других грибов и человека. Основыва-
ясь на их свойствах, авторы предположили воз-
можность наличия различных путей синтеза NO
(зависимого и независимого от NOS) у данного
гриба.

У M. oryzae делеции ряда генов биосинтеза Arg,
субстрата для NOS [49], а также генов NO-синта-
зо-подобной активности [17] не влияли на синтез
NO, что также подтверждило возможность генера-
ции NO у грибов независимым от NOS способом.

У дрожжей S. cerevisiae Arg-зависимое образо-
вание NO опосредовано флавопротеином Tah18
[41]. При этом в ответ на действие таких стрессо-
ров как высокая температура, высушивание и за-
мораживание/оттаивание происходит активация
генов N-ацетилтрансферазы MPR1 и пролинок-
сидазы PUT1, что ведет к значительному увеличе-
нию содержания Arg, являющегося субстратом
NOS [41, 60]. Предполагают, что Tah18 белок го-
мологичен редуктазному домену NOS [61]. Уста-
новлено, что Tah18 переносит электроны от
НАДФН на Fe-S кластеры Dre2 белка через ФАД
и ФМН [62]. В условиях окислительного стресса
Tah18-Dre2-комплекс распадается, что приводит
к функциональному изменению Tah18 и электро-
ны от НАДФН используются для синтеза NO.
По-видимому, в условиях окислительного стрес-
са Tah18-Dre2-комплекс может использоваться в
качестве молекулярного переключателя для кон-
троля синтеза NO, индуцируя апоптоз или защи-
щая клетку дрожжей [61].

Корпас и Баррозо [63] в 2017 г. предложили
для высших растений гипотезу, согласно кото-
рой L-Arg-зависимая NO-синтазо-подобная ак-
тивность может быть результатом кооперативно-
го действия нескольких различных ферментов,
собранных в сложный комплекс. Предложенный
механизм синтеза NO может существовать и у
грибов.

Синтез NO может осуществляться не только
NOS. Маркос с соавт. [51] обнаружили, что при
дифференцировке A. nidulans синтез NO регули-
руется НР, причем ген niaD, кодирующий НР, ак-
тивируется при индукции конидиогенеза даже в
условиях репрессии азотом в присутствии аммо-
ния. Вместе с тем это не универсальный механизм,
так как с использованием мутантов, дефицитных
по НР и НиР, показано, что эти ферменты не
участвуют в синтезе NO у аскомицета M. oryzae [17].
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Установлено также, что НиР внутренней мембра-
ны митохондрий грибов при участии НАДН спо-
собна восстанавливать NO2– в NO [31]. Предпо-
лагают, что митохондриальные цитохром-с-ок-
сидаза и НиР обеспечивают образование NO в
условиях гипоксии или аноксии [9, 40].

Другими возможными кандидатами, ответ-
ственными за образование оксида азота у грибов,
могут быть также ксантиноксидоредуктаза [64],
p450:НАДФН-P450-редуктаза [17], некоторые
мембраносвязанные ферменты [64, 65] или это
может быть неэнзиматический синтез [66].

ПУТИ ДЕЙСТВИЯ NO У ГРИБОВ
Мишени для действия NO в клетках грибов

разнообразны (рис. 1).
Геном. Образующийся из оксида азота в клетке

пероксинитрит представляет собой сильный окис-
литель, который способен повреждать ДНК. Ре-
комбиногенный потенциал NO на клетки A. nidu-
lans оценивали по действию SNP, экзогенного до-
нора NO [22]. Это соединение стимулировало
возникновение разрывов ДНК в G2 периоде деле-
ния. Авторы предполагают, что изменения интен-
сивности конидиогенеза A. nidulans, вызванные
SNP, могут быть связаны с нарушением оксидом

азота транскрипционной активации структурных,
специфичных для споруляции генов.

У дрожжей Kluyveromyces lactis после действия
газообразного NO наблюдалось ингибирование
ДНК-связывающей активности транскрипци-
онного фактора LAC9, содержащего “цинковый
палец” [67]. Поскольку NO способен вызывать
S-нитрозилирование тиолов цинк-серных кла-
стеров, что приводит к обратимому разрушению
структур “цинковых пальцев”, это обеспечивает
молекулярный механизм для регулирования тран-
скрипции генов.

Обработка дрожжей S. cerevisiae GSNO, доно-
ром NO, вызывала мягкий окислительный стресс и
увеличение активности антиоксидантных фермен-
тов – супероксиддисмутазы и каталазы [28]. Пред-
полагают, что в транскрипционной активации син-
теза этих ферментов участвует Yap1p, ключевой ре-
гулятор ответа дрожжей на окислительный стресс.

Для выявления механизма действия NO, свя-
занного с повышением толерантности P. eryngii к
тяжелым металлам, Ли с соавт. [21] использовали
транскрипционный анализ. Авторы обнаружили
значительное увеличение экспрессии 45 генов,
кодирующих оксидоредуктазы, дегидрогеназы, ре-
дуктазы, трансферазы и факторы транскрипции, в
образцах, обработанных экзогенным NO, что спо-

Рис. 1. Основные пути синтеза, действия и детоксикации оксида азота у грибов.
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собствовало повышению устойчивости гриба к
чрезвычайно высокому уровню кадмия. Наиболее
многочисленными оказались гены, кодирующие
ферменты, участвующие в окислительно-восстано-
вительных процессах, включая предположительно
пиридиннуклеотид-дисульфид-оксидоредуктазы,
ацил-КоА-редуктазы, альдегиддегидрогеназу, суль-
фитредуктазу, оксалатдекарбоксилазу и формиат-
дегидрогеназу.

Насуно с соавт. [68] наблюдали у дрожжей S. cer-
evisiae под действием экзогенного NO индукцию
экспрессии Cu-регулируемых генов, находящихся
под контролем транскрипционного фактора Mac1,
включая ген CTR1, кодирующий высокоаффинный
транспортер меди. Оказалось, что NO усиливает
связывание Mac1 с промоторами генов-мише-
ней. Обработка оксидом азота в условиях высоко-
температурного стресса приводила к возраста-
нию ряда параметров – транскрипции гена CTR1,
внутриклеточной концентрации меди, активно-
сти Cu,Zn-супероксиддисмутазы и жизнеспособ-
ности клеток. Наряду с этим, NO не влиял на экс-
прессию гена MAC1, что, по мнению авторов,
свидетельствует об активации Mac1 за счет NO-
зависимой посттрансляционной модификации
путем S-нитрозилирования и/или фосфорилиро-
вания. Вместе с тем у этих же дрожжей NO ингиби-
ровал активность Cu-регулируемого транскрипци-
онного фактора Асе1, что приводило к ингибирова-
нию Cu-зависимой индукции гена CUP1 [69].
Предполагают, что под действием оксида азота
происходит модификация связывающих металлы
тиолов Ace1, уменьшающая способность фактора
связывать медь.

Чен с соавт. [42] сравнили транскриптом ми-
целия Ganoderma oregonense, подвергнутого тепло-
вому стрессу (32°C) и воздействию экзогенного
NO, с таковым, полученным в условиях регуля-
ции NO при нормальной температуре культиви-
рования. В дополнение к усилению регуляции ге-
нов, кодирующих белки теплового шока (HSP), в
условиях теплового стресса по сравнению с кон-
тролем, после обработки NО был выявлен ряд но-
вых HSP – HSP 78, HSP 70, HSP 104, HSP 30 и
HSP C4. Предполагают, что NO активирует HSP
для защиты G. oregonense от абиотического стрес-
са. Кроме того, тепловой стресс приводит к уве-
личению экспрессии генов, регулирующих ак-
тивность оксидазы D-аминокислот и оксидоре-
дуктазы.

S-Нитрозилирование и нитрование остатков
аминокислот. NO-зависимые пост-трансляцион-
ные модификации могут изменять функциональ-
ную активность белков, участвующих в сигналь-
ной трансдукции при разных физиологических и
стрессовых условиях. Взаимодействие NO с бел-
ками способно приводить к S-нитрозилирова-
нию Cys остатков или нитрованию остатков Tyr.

Выше уже упоминалось о том, что NO может быть
использован в ответах клеток грибов на разные
типы стресса. Так, на основании активации син-
теза NO и S-нитрозилирования глицеральдегид-3-
фосфат-дегидрогеназы, а также корреляции между
уровнем внутриклеточной концентрации суперок-
сидных анионов и образованием NO, Альмейда с
соавт. [10] предположили участие NO в передаче
сигнала при Н2О2-индуцированном апоптозе S. cer-

evisiae. Ингибирование синтеза NO при помощи
L-NAME привело к уменьшению S-нитрозили-
рования фермента, увеличению уровня АФК и
выживаемости клеток. Оксид азота, синтезиро-
ванный в митохондриях этих дрожжей, участвует в
передаче сигнала в других стрессовых условиях –
при гипоксии, вызывая увеличение уровня экс-
прессии гена гипоксии CYC7, которое сопровож-
дается возрастанием нитрования Tyr в белке [9].
Авторы обнаружили, что митохондрии дрожжей
продуцируют NO при концентрации растворенно-
го кислорода ниже 20 μМ. Процесс катализируется
цитохром-с-оксидазой и является рН-зависимым.
Предполагают существование механизма положи-
тельной обратной связи, при котором NO, образо-
ванный в митохондриях, индуцирует экспрессию
гена COX5b, кодирующего 5b-субъединицу цито-
хром-с-оксидазы, увеличивающую продукцию ок-
сида азота в условиях гипоксии [40].

Известно, что в противоположность S-нитро-
зилированию нитрование Tyr осуществляется не
оксидом азота, а продуктом его взаимодействия с
супероксидом  – пероксинитритом (ONOO–)
[70]. Предполагают, что нитрование Tyr изменяет
такие свойства аминокислоты как редокс-потен-
циал, объем, гидрофобность и pK(a) фенольной
группы, что в свою очередь, может привести к
глубоким изменениям структурных и функцио-
нальных свойств белка [71], определяя участие
NO в широком спектре сигнальных и регулятор-
ных процессов.

Использование двумерного гель-электрофо-
реза с последующим Вестерн-блот-анализом поз-
волило выявить нитрование цитозольных и мито-
хондриальных белков S. cerevisiae [72]. Среди
8 белков митохондрий, подвергшихся нитрова-
нию, 2 были идентифицированы как аконитаза и
изоцитратдегидрогеназа. Позднее Канг с соавт. [73]
изучили нитропротеомный профиль у этих же
дрожжей и нашли изменения в состояниях нит-
рования 14 белков, участвующих в передаче сиг-
нала спаривания – α-фактора. Показано, что во-
круг нитрованных остатков Tyr группировались
остатки таких аминокислот как Asp, Glu и His.
Предполагают, что остатки Tyr нитрируются лег-
че, когда остатки кислых аминокислот находятся
в непосредственной близости, а также что кон-
формационные изменения при нитровании при-

( )•−
2О
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водят к тому, что остатки нитротирозина оказы-
ваются спрятанными внутри молекулы белка.

Протеом. Лай с соавт. [74] использовали про-
теомный подход для оценки механизма действия
экзогенного NO при прорастании спор P. expan-
sum. Методами двумерного электрофореза и
масс-спектрометрии было показано, что после
обработки спор NO происходило увеличение ак-
тивности глутаминсинтетазы, амидогидролазы,
нитрилаз, диоксигеназы оксида азота и HSP 70,
а также уменьшение активности тетратрикопеп-
тидного структурного повтора, УДФ-N-ацети-
лглюкозамин пирофосфорилазы, энолазы, HSP 60
и K-гомологичного РНК-связывающего домена.

cGMP-зависимый сигнальный путь. NO спосо-
бен изменять физиологический ответ клеток че-
рез cGMP-зависимый сигнальный путь за счет
активации растворимой гуанилатциклазы [75].
Реализация данного пути обнаружена при кони-
диогенезе C. minitans [21] и биогенезе зооспор в
водной культуре B. emersonii [13]. При дифферен-
цировке C. minitans динамика изменения актив-
ности NOS была сходна с таковой для уровня cG-
MP, причем самая высокая активация наблюда-
лась на стадии пикнидиальной инициации [21].

При споруляции B. emersonii наряду с возраста-
нием уровня NO наблюдается стимуляция обра-
зования cGMP. При этом происходит активация
транскрипционного профиля генов, кодирую-
щих гуанилатциклазу и cGMP-фосфодиэстеразу
[13]. У дрожжей Schizosaccharomyces pombe эффект
действия потенциальных ингибиторов гуанилат-

циклазы и NOS свидетельствует о NO-регулируе-
мом спорообразовании через cGMP-зависимый
путь [76]. Очевидно, что cGMP действует в каче-
стве важного внутриклеточного вторичного мес-
сенджера в NO-опосредованном процессе обра-
зования спор у столь разных по таксономической
принадлежности грибов.

Флавогемоглобины, нитрозотионеин (iNT), S-нитро-
зоглутатионредуктаза (GSNO-редуктаза) и NO-ре-
дуктаза. При индукции конидиогенеза у A. nid-
ulans NO-метаболизирующие флавогемоглоби-
ны FhbA и FhbB участвуют в координированной
регуляции переключения от вегетативного роста
к размножению [51]. Экспрессия цитоплазмати-
ческого fhbA гена и гена НР niaD возрастала в те-
чение первых часов конидиогенеза (до 10 ч) и за-
тем снижалась, а увеличение экспрессии fhbВ ге-
на митохондрий наблюдалась в более поздний
период развития (в интервале от 24 до 120 ч). Важ-
но, что регуляция экспрессии первых 2 генов
определяется глобальным регулятором азотного
метаболизма AreA и специфичным регулятором
нитратного пути NirA. Считают, что у данного
гриба гомеостаз NO достигается за счет баланса
его синтеза, осуществляемого НР, и распада в ре-
зультате действия флавогемоглобинов. Установ-
лено также, что индуцибельный FhbA защищает
НР и НиР от повреждения высокими концентра-
циями NO [77].

Флавогемоглобины различных видов дрож-
жей: S. cerevisiae (ScYhb1), C. albicans (CaYhb1) и
S. pombe (SPAC869.02c), содержат 3 консерва-
тивных фрагмента – N-концевой гемовый,

Таблица 2. NOS грибов, выявленная изотопным методом

Гриб Факторы, влияющие
на активность NO синтазы

Стадии развития, чувствительные
к соединениям, влияющим

на NO-синтазу
Ссылка

Saccharomyces cerevisiae

(аскомицет)
Концентрация H2O2 H2O2-индуцированный апоптоз [10]

Blastocladiella emersonii

(хитридиомицет)
Концентрация кальция Образование зооспор [13]

Coniothurium minitans

(митоспоровый гриб)
Время роста Развитие пикнидий [21]

Phycomyces blakesleeanus

(зигомицет)
Синий свет (стимуляция NO 
синтазной активности in vivo

и in vitro)

Светостимулируемое образование мак-
роспорангиофоров (SNP заменяет свет; 
L-NAME ингибирует)

[19]

Flammulina velutipes

(базидиомицет)
Свет, понижение температуры Формирование плодовых тел (SNP сти-

мулирует; L-NAME и аминогуанидин 
ингибируют)

[20]

Neurospora crassa

(аскомицет)
Синий свет Бесполое развитие – светостимулируе-

мое образование конидий (SNP инги-
бирует; L-NAME и нитроаргинин 
стимулируют)

[24], [35]



546

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 57  № 6  2021

ФИЛИППОВИЧ, БАЧУРИНА

ФАД-связывающий и С-концевой НАД(Ф)-
связывающий домены [78]. У S. cerevisiae и
S. pombe флавогемоглобины кодируются одним
геном – ScYHB1 и SPAC869.02c соответственно, а
у C. albicans – тремя (CaYHB1, CaYHB4 и CaYHB5),
причем сходство последовательностей для первого
и трех последних составляет от 31 до 25%. Предпо-
лагают, что флавогемоглобины способны защитить
дрожжевые клетки как от внешних, так и внутрен-
них источников NO и активных форм азота (АФА).
Очевидно, что обнаруженные различия в составе
и функционировании соединений могут быть
обусловлены адаптацией к разным нишам обита-
ния указанных видов дрожжей.

Баланс синтеза и распада NO важен для регуля-
ции физиологических функций, так как избыток
NO может вызвать нитрозативный стресс благода-
ря высокой реактивности NO и АФА. У A. nidulans
в условиях нитрозативного стресса NO-индуци-
руемый 23-аминокислотный пептид нитрозотио-
неин (iNT) способен обезвреживать NO посред-
ством S-нитрозилирования Cys остатков [79].
Тиоредоксин и его редуктаза денитрозировали
S-нитрозилированный пептид, снижали клеточ-
ный S-нитрозотиол и обеспечивали толерантность
гриба к NO, что указывает на опосредованное пеп-
тидами каталитическое удаление NO.

GSNO рассматривают как одну из физиологи-
ческих форм хранения и транспорта оксида азо-
та в высших растениях [80]. Очевидно, такой
способ депонирования и детоксикации NO су-
ществует и в грибах. При совместном культиви-
ровании I. obliquus и P. morii наблюдается аккуму-
ляция оксида азота, который используется для
обратимого S-нитрозилирования фенилаланин-
аммиак-лиазы, 4-кумарат-КоА-лигазы и стирил-
пирон-синтазы, ферментов, участвующих в био-
синтезе стирилпирона [81]. При этом в регуляции
как специфичности, так и обратимости S-нитро-
зилирования белка у I. obliquus принимает участие
GSNO-редуктаза и тиоредоксин-подобные белки.

Удаление избыточно-токсичного NO из кле-
ток грибов также может осуществлять NO-редук-
таза – фермент, катализирующий образование
N2O из оксида азота [82]. Известно, что у грибов
для этого используется цитохром Р-450nor, кото-
рый передает электроны от НАДН без участия
электрон-транспортной цепи. При нитратной
диссимиляции у мутанта F. oxysporum, неспособ-
ного синтезировать NO-редуктазу и флавогемо-
глобин, отмечено нарушение работы дыхатель-
ной системы и ингибирование роста [83].

* * *

Основной метод, применяемый для иденти-
фикации и действия эндогенного оксида азота в
клетках грибов – использование флуоресцентных

индикаторов. В последнее время для оценки уча-
стия NO в различных физиологических процес-
сах этих организмов получило широкое примене-
ние доноров и скавенджеров NO, а также ингиби-
торов NO-синтазы млекопитающих. Достигнуты
значительные успехи в исследовании роли оксида
азота в регуляции у грибов апоптоза, различных
видов стресса, метаболизма металлов, мицели-
ального роста, прорастания спор и дифференци-
ровки. Уровень NO способен определять баланс
между бесполым и половым циклами этих орга-
низмов, причем в регуляции жизненных циклов
особое значение может приобретать участие ок-
сида азота в трансдукции фотосигнала. Это может
быть важно при разработке подходов к управле-
нию жизненными циклами промышленно-зна-
чимых грибов. Разнообразие NO-зависимых сиг-
нальных путей, задействованных в различных
биологических процессах грибов, свидетельству-
ет о сложности механизмов, регулируемых NO.
Это расширяет наши знания о проблеме регуля-
ции оксида азота у эукариот. Среди них – участие
оксида азота в S-нитрозилировании и нитрова-
нии остатков аминокислот, инициировании раз-
рывов ДНК, транскрипционной активации опре-
деленных генов и синтезе cGMP. Несмотря на от-
сутствие в геноме типичных полноценных генов,
кодирующих NOS млекопитающих, у ряда грибов
методом, основанным на превращении 3H- или
14C-L-аргинина в 3H- или 14C-L-цитруллин, выяв-
лен данный фермент. Представляется важным
дальнейшее подробное изучение ферментов, опре-
деляющих синтез NO, у этих организмов, а также
NO-метаболизирующих флавогемоглобинов и NO-
редуктазы.

Работа выполнена в рамках госзадания 0104-
2019-0024 для ФИЦ биотехнологии РАН.
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Изучена ассоциация стрессовых белков Hli (high light inducible proteins) c пигмент-белковыми ком-
плексами многоклеточной цианобактерии Arthrospira platensis. Согласно базе данных NCBI в геноме
A. platensis обнаружено три гена Hli, которые кодируют белки длиной 47, 64 и 69 аминокислотных
остатка (а.о.). Клетки A. platensis инкубировали в условиях светового стресса (500 мкмоль фото-
нов/м2 · с, 1 ч). Затем с помощью двумерного электрофореза и последующей масс-спектрометрией
изучали ассоциацию белков Hli с пигмент-белковыми комплексами тилакоидных мембран. С по-
мощью MALDI-TOF масс-спектрометрии в составе пигмент-белковых комплексов был идентифи-
цирован Hli 47 а.о. Показано, что белок Hli47 ассоциирован с фотосистемой II и является гомологом
белка HliC Synechocystis sp. 6803. С помощью биоинформатического анализа установлено, что ами-
нокислотная последовательность идентифицированного белка обнаруживала более высокую сте-
пень гомологии с белками многоклеточных цианобактерий и меньшую с аминокислотной последо-
вательностью Hli белков одноклеточных цианобактерий.

Ключевые слова: фотосистема II, световой стресс, светоиндуцируемые стрессовые белки, белки Hli
(high light inducible proteins)
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В последнее время цианобактериям уделяется
большое внимание в связи с возможностью их
широкого применения в производстве биотопли-
ва и биоремедиации [1]. Они хорошо адаптируют-
ся к разнообразным условиям, включая экстре-
мальные, синтезируя мало изученные стрессовые
белки и вторичные метаболиты [2]. Идентифика-
ция и характеристика таких белков необходима
как для изучения адаптации клеток к стрессам,
так и для повышения их устойчивости к стрессам
при практическом применении цианобактерий.
Особый интерес представляют белки светового
стресса, так как одним из основных стрессовых
воздействий на клетку является избыточный свет.
Свет необходим для фотосинтеза, однако избы-
ток световой энергии может нарушать работу фо-
тосинтетического аппарата в результате процес-
сов фотоингибирования и фотодеструкции [3].
Когда абсорбированная энергия не может полно-
стью использоваться, в реакциях электронного
транспорта происходит увеличение образования
синглетного кислорода и других АФК. Для дисси-
пации избыточно поглощенной энергии в фото-
синтезирующих организмах образовались различ-
ные защитные механизмы [4]. Cреди защитных ме-

ханизмов фотосинтеза отдельного рассмотрения
заслуживают стрессовые белки, индуцированные
интенсивным светом. К ним относятся стрессо-
вые белки Hlips (high light inducible proteins) ци-
анобактерий с одной трансмембранной спира-
лью. Четыре белка Hli (HliA, HliB, HliC и HliD)
обнаружено у модельной цианобактерии Synecho-
cystis. Белки Hlips необходимы для поддержания
нормальной жизнедеятельности клетки. Предпо-
лагают, что белки Hli принимают участие в таких
важных процессах, как: регуляция биосинтеза
хлорофилла; транспорт и связывание молекул
хлорофилла; тушение синглетного кислорода;
сборка и репарация фотосистемы 2; нефотохими-
ческая диссипация абсорбированной световой
энергии [5]. Белки Hli ассоциированы с фотоси-
стемой II и по-видимому с фотосистемой I [6, 7].
Однако основная функция этих белков пока не яс-
на, а данные о белках Hli других видов цианобакте-
рий практически отсутствуют в литературе.

Большой интерес вызывают цианобактерии,
имеющие длинноволновые формы хлорофилла.
Это обусловлено предположением об их участии
в защите фотосинтетического аппарата от фото-
деструкции [8]. В работе использовали нитчатую
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многоклеточную экстремофильную цианобакте-
рию Arthrospira platensis, содержащую данные фор-
мы хлорофилла [8]. Длинноволновый хлорофилл с
полосой флуоресценции при 760 нм был обнару-
жен также у других нитчатых цианобактерий –
Pseudoanabaena sp., Phormidium uncinatum и Nostoc
muscorum, но не у одноклеточных цианобактерий
Synechocystis sp. и Synechococcus elongatus, часто ис-
пользуемых для исследований по физиологии и
биохимии фотосинтеза [8]. В этой связи нами была
выдвинута гипотеза, что отличие фотозащиты фо-
тосинтетического аппарата одноклеточных и
многоклеточных цианобактерий, различающих-
ся по наличию длинноволновых хлорофиллов,
отразилось и на составе стрессовых белков Hli.

Цель работы – идентификация и изучение ло-
кализации белков Hli в пигмент-белковых ком-
плексах тилакоидов многоклеточной экстремо-
фильной цианобактерии A. platensis и определение
их структурных и функциональных особенностей с
помощью биоинформатических программ.

МЕТОДИКА
Объект исследования. Объектами исследова-

ния служили многоклеточная цианобактерия Ar-
throspira platensis (Nordst.) Geitl. IPPAS B-256 и од-
ноклеточная цианобактерия Synechocystis sp. PCC
6803 (далее по тексту Synechocystis). Клетки ци-
анобактерий выращивали при интенсивности
освещения 50 мкмоль фотонов/м2 ⋅ с, температуре
30°С и аэрацией воздухом до середины логарифми-
ческой фазы роста [6, 7]. Часть клеток подвергалась
воздействию светового стресса (500 мкмоль фото-
нов ⁄ м2 ⋅ с, в течение 1 ч).

Выделение тилакоидных мембран и фракциони-
рование хлорофилл-белковых комплексов. Выде-
ление тилакоидных мембран из клеток цианобак-
терий проводили методом, описанным ранее [6, 7].
Для экстракции нативных комплексов фотоси-
стем из тилакоидных мембран использовали мяг-
кий неионный детергент n-додецил-β-D-мальто-
зид (β-DM). Детергент добавляли к тилакоидным
мембранам в соотношении детергент–хлорофилл
15 : 1 и инкубировали при 4°С в течение 30 мин.
Лизат мембран центрифугировали при 18000 g в
течение 10 мин. Осадок тилакоидных мембран
использовали для дальнейшего анализа.

Содержание хлорофилла а в образцах опреде-
ляли в этаноловом экстракте по формуле: [Chla]
(мг/мл) = 1.21А664 – 0.17 × А625 [9], где А664 – погло-
щение при длине волны 664 нм, А625 – поглоще-
ние при длине волны 625 нм.

Фракционирование пигмент-белковых и белко-
вых комплексов тилакоидных мембран. Фракцио-
нирование проводили с помощью электрофореза
в нативном неокрашенном полиакриламидном
геле (ПААГ) [10]. К лизату тилакоидных мем-

бран A. platensis добавляли десятикратный бу-
фер (200 мМ BisTris рН 7.0; 75% сахароза, 1.0 М
6-аминокапроновая кислота) в соотношении 10 : 1.
Для электрофореза в первом направлении ис-
пользовали градиентный ПААГ (4–12%). Элек-
трофорез в первом направлении проводили на
приборе фирмы “Hoefer” (США) при напряже-
нии 100 В, в течение 2.5 ч. После окончания элек-
трофореза гелевую пластину фотографировали, а
затем одну полосу использовали для электрофо-
реза во втором направлении в денатурирующих
условиях в присутствии додецилсульфата Na
(ДДС-Na). Электрофорез белков проводился в
трис-глициновом буфере (25 мМ трис, 250 мМ
глицин, 0.1%-ный ДДС-Na, pH 7.5) при постоян-
ной силе тока 120 мА в течение 2 ч в 12.5%-ном
ПААГ. Затем гель окрашивали Кумасси R-250 в
течение ночи.

Идентификация белков с помощью масс-спек-
трометрии MALDI-TOF. Триптический гидролиз
белка в полиакриламидном геле, окрашенном
Coomassie Brilliant Blue, проводили следующим об-
разом: кусочек геля размером 3–4 мм3 дважды про-
мывали для удаления красителя в 100 мкл 40%-ного
раствора ацетонитрила в 0.1 М NH4HCO3 в течение
20 мин при 37°С. После удаления раствора для де-
гидратации геля добавляли 100 мкл ацетонитри-
ла. Затем удаляли ацетонитрил, высушивали кусо-
чек геля и добавляли к нему 3.5 мкл раствора моди-
фицированного трипсина (“Promega”, США) в
0.05 М NH4HCO3 с концентрацией 15 мкг/мл.
Гидролиз проводили в течение 3 ч при 37°С, затем
к раствору добавляли 5.25 мкл 0.5%-ной трифтор-
уксусной кислоты (ТФУ) в 50%-ном растворе вод-
ного ацетонитрила и тщательно перемешивали.
Гидролизат использовали для получения MALDI-
масс-спектров. Подготовка образцов для масс-
спектрометрии проводилась следующим образом:
на мишени смешивали по 1.5 мкл раствора образца
и 0.5 мкл раствора 2,5-диоксибензойной кислоты
(“Aldrich”, США, 10 мг/мл в 20% водном ацетонит-
риле, 0.5% ТФУ), полученную смесь высушивали
на воздухе. Идентификацию белков осуществля-
ли при помощи программы Mascot (www.matrix-
science.com). Масс-спектры были обработаны с
помощью программного пакета FlexAnalysis 3.3
(“Bruker Daltonics”, Германия). Оборудование и
программное обеспечение для масс-спектромет-
рии использовали на базе Центра коллективного
пользования “Промышленные биотехнологии”
ФИЦ Биотехнологии РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Фракционирование хлорофилл-белковых ком-

плексов тилакоидных мембран цианобактерий. Хло-
рофилл-белковые комплексы цианобактерий Syn-
echocystis и A. рlatensis фракционировали с помо-
щью нативного электрофореза в ПААГ (рис. 1).
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При фракционировании пигмент-белковых ком-
плексов в нативном геле обнаружены следующие
компоненты тилакоидных мембран: тримеры и
мономеры фотосистемы I, димеры и мономеры
комплекса фотосистемы II, НАДФ-оксидоредук-
таза, цитохромный комплекс b6-f и белки, не
включенные в комплексы (зона свободных бел-
ков). Показано сходство состава пигмент-белко-
вых комплексов одноклеточной цианобактерии
Synechocystis и многоклеточной A. platensis.

Локализация белков Hli в хлорофилл-белковых
комплексах тилакоидных мембран A. platensis. Гели
с фракционированными комплексами подверга-
ли электрофорезу во втором направлении, в дена-
турирующих условиях. Фракционирование бел-
ков хлорофилл-белковых комплексов A. platensis в
денатурирующих условиях представлено на рис. 2.

Для определения локализации белков в хлоро-
филл-белковых комплексах на геле второго на-
правления были выбраны окрашенные кумасси
участки геля, в которых могли быть обнаружены
белки Hli. Выбор производился с учeтом окраши-
вания белков Кумасси, молекулярной массы бел-
ка Hli и его наиболее вероятной локализации в
хлорофилл-белковых комплексах цианобакте-
рии. Выбранные образцы геля были проанализи-
рованы с помощью масс-спектрометрического
анализа МАЛДИ-ТОФ. В образцах 1, 2 и 3 был
идентифицирован белок Hli длиной 47 амино-
кислотных остатков (а.о.). В этих образцах кроме
белка Hli47 были обнаружены белки фотосисте-
мы II. Из полученных данных следует, что иден-
тифицированный белок Hli47 A. platensis, ассоци-
ирован с фотосистемой II.

Белок Hli A. platensis, идентифицированный с
помощью масс-спектрометрии, был найден в базе
данных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/
WP_00661948923.02.19. 23.02.19. г.) [11]. С помощью
биоинформатического анализа проведено описа-
ние некоторых структурных и функциональных
особенностей идентифицированного белка Hli47.

Используя программу Smart Blast [https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/blast/smartblast/], была проведена
оценка степени филогенетического родства иден-
тифицированного белка с белками Hli других ор-
ганизмов. Показано, что аминокислотная после-

Рис. 1. Электрофореграмма пигмент-белковых ком-
плексов тилакоидных мембран Synechocystis (а) и
A. platensis (б) в ПААГ в нативных условиях: 1 – три-
меры ФСI; 2 – мономеры ФСI; 3 – димеры ФСII;
4 – мономеры ФСII; 5 – НАД(Ф)Н-оксидоредуктаза;
6 – цитохром b6/f, 7 – зона свободных белков.
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Рис. 2. Электрофореграмма белков тилакоидных
мембран A. platensis в ПААГ c Na-ДДС (1-5 – поряд-
ковые номера белков, идентифицированных с помо-
щью масс-спектрометрии): 1–3 – белок Hli47; 4 – бе-
лок Psb27 фотосистемы II; 5 – α-субъединица фико-
цианина.
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довательность идентифицированного белка Hli
A. platensis имеет высокую степень идентичности
с белками Hli других многоклеточных цианобакте-
рий (Hlip 47 а.о., Leptolyngbya sp. – 89%; Hlip 47 а.о.,
Geitlerinema sp. – 87%). В то же время с аминокис-
лотная последовательность белка Hli одноклеточ-
ной Synechocystis sp. идентифицированный белок
имеет значительно меньшее сходство, всего – 55%
(приведено ниже на рис. 4).

Филогенетически наиболее родственными
Hlip 47 а.о. A. platensis, являются белки Hli других
многоклеточных (нитчатых) цианобактерий.
Ближайшие соседи – Limnospira indica, Plankto-
thrix agardhii содержат белки Hli, имеющие ами-
нокислотную последовательность, практически
аналогичную Hlip 47 а.о. A. platensis. Полученный
результат согласуется как с данными, полученны-
ми с помощью программы Smart Blast, так и с ли-
тературными данными [12]. Род Limnospira был
совсем недавно выделен в отдельную группу от
рода Arthrospira, а Planktothrix является близко-
родственным для Arthrospira [12]. Белки Hli одно-
клеточной цианобактерии Synechocystis филоге-
нетически менее сходны с Hli 47 а.о. A. platensis.
При поиске аминокислотных последовательно-
стей, идентичных Hlip 47 а.о. A.platensis, програм-
ма Smart Blast практически не находит таковых у
одноклеточных цианобактерий.

Для определения сходства белков Hli Synecho-
cystis sp. и A. platensis с помощью программы Uni-
Prot (https://www.uniprot.org/) было проведено
выравнивание их аминокислотных последова-
тельностей. Показано, что их общая идентич-
ность составляет всего 15.5% (рис. 3). Парное
сравнение каждой из последовательностей бел-
ков Hli Synechocystis sp. с последовательностью
идентифицированного белка Hli 47 а.о. A. Platen-
sis показало, что аминокислотная последователь-
ность белка HliC Synechocystis sp. наиболее гомоло-
гична последовательности идентифицированного
белка Hli A. platensis 47 a.о. Их общая идентичность
составляет 55% (рис. 4а).

Ранее белок HliC был выделен из цианобакте-
рии Synechocystis sp. и охарактеризованы некото-
рые его структурные и физико-химические свой-
ства [13]. Полученные структурные данные позво-
лили предположить, что с белком HliC связывается
по меньшей мере четыре молекулы хлорофилла и
две молекулы β-каротина. Это указывало на уча-
стие этих белков в фотозащите и на их способ-
ность связывать вредоносные молекулы свобод-
ного хлорофилла, вызывающие фотодеструкцию.

Чтобы составить более полное представление
о степени гомологии первичной структуры бел-
ков Hli Synechocystis sp. и A. platensis, было прове-
дено парное сравнение каждой из последователь-

Рис. 3. Выравнивание аминокислотных последовательностей белков Hli Synechocystis и A. platensis с помощью програм-
мы UniProt. Выделено темно-серым (*) – полное совпадение а.о., серым (:) – близкие по свойствам а.о., светло-серым
(.) – сходные по свойствам а.о.
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Рис. 4. Выравнивание аминокислотных последовательностей белков Synechocystis. и A. platensis: а – HliC Synechocys-
tis и идентифицированного белка Hli 47 a.о. A. platensis; б – белка HliD Synechocystis и белка Hli 64 а.о. A. platensis;
в ‒ белка HliА Synechocystis и белка Hli 69 а.о. A. platensis. Выделено темно-серым (*) – полное совпадение а.о., се-
рым (:) – близкие по свойствам а.о., светло-серым (.) – сходные по свойствам а.о.
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ностей белков Hli Synechocystis sp. с последова-
тельностями белков Hli 64 и 69 а.о. A. platensis. В
результате такого сравнения было показано, что
Hli 64 а.о. A. platensis имел наиболее высокий про-
цент сходства с последовательностью белка HliD
Synechocystis sp. – 55% (рис. 4б). Аминокислотная
последовательность Hlip 69 а.о. A. platensis имела
наибольшее сходство с HliA Synechocystis sp. –
56% (рис. 4в). Гомология между представленны-
ми парами белков напрямую зависит от длины их
аминокислотной последовательности. Также сле-
дует отметить, что даже самый большой процент
сходства аминокислотных последовательностей
между белками Hli Synechocystis sp. и A. platensis,
не превышал 56%. Таким образом, в составе бел-
ков Hli A. platensis обнаружены гомологи охарак-
теризованных ранее белков Synechocystis: Hli64 –
гомолог HliD; Hli69 – гомолог HliA и Hli47 гомо-
лог HliC. Гомолог HliB отсутствовал в геноме
A. platensis.

С помощью программы EMBOSS Pepwindow
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_pep-
window/, 28.10.19. г.) был построен график гидро-
фобности белка Hli 47 а.о. A. platensis (рис. 5). Из
полученного графика следует, что идентифици-
рованный белок Hli 47 а.о. содержал достаточно
протяжённый гидрофобный участок, характер-
ный для трансмембранных доменов и являлся
мембранным белком.

Для выяснения функций идентифицированного
белка Hli 47 а.о. A. platensis, а также понимания про-
странственного расположения молекулы и ее лока-
лизации в клетке, с помощью программы I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER,
29.10.19. г.) была построена трёхмерная модель бел-
ка (рис. 6). Моделирование I-TASSER [14–16] начи-
нается с поиска шаблонов структур в библиотеке
PDB (Protein Data Bank). В качестве наиболее
удачного шаблона для построения модели белка
Hli 47 а.о. A. platensis программа выбрала модель
кристаллической структуры фотозащитного бел-
ка PsbS шпината (Spinacia oleracea). Это хлоро-
пластный мембранный белок, локализован в фо-
тосистеме II шпината, мол. масса 22 кДa и содер-
жит четыре трансмембранных спирали. Этот белок
PsbS фотосистемы II играет важную роль в нефото-
химическом тушении [17], которое защищает рас-
тения от фотоповреждений в условиях избыточ-
ного освещения [18].

Таким образом, полученные с помощью биоин-
форматических методов данные свидетельствуют,
что Hlip 47 а.о. A. platensis – трансмембранный од-
носпиральный белок, компонент клеточной мем-
браны цианобактерий. Анализ структуры белка
подтвердил наличие сайтов связывания лигандов,
среди которых хлорофилл a является наиболее зна-
чимым. Возможно, что белок участвует в нефото-

химическом тушении избыточно поглощённой
световой энергии.

Метаболизм азотистых соединений входит в
число биологических процессов, в которых пред-
положительно участвует идентифицированный
белок. В исследованиях, проведенных ранее на
Synechocystis, было обнаружено, что содержание
белка HliC в клетке значительно повышается в
условиях дефицита азота. При этом содержание
остальных белков Hli остается на низком уровне
[19]. Первичная структура HliC, как было отме-
чено, имеет значительное сходство с Hli 47 а.о.
A. platensis.

На основании сходства аминокислотных по-
следовательностей белка Hli 47 а.о. A. platensis и

Рис. 5. График гидрофобности белка Hli 47 а.о.
A. platensis. На оси х – номера аминокислотных остат-
ков (а.о.), на оси у – гидрофобность аминокислот,
входящих в состав белковой последовательности.
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Рис. 6. Структурная модель низкомолекулярного све-
тоиндуцируемого белка Hli 47 а.о. A. platensis. Модель
рассчитана на основании кристаллической структу-
ры фотозащитного белка PsbS шпината (Spinacia oler-
acea, http://www.rcsb.org/) Приведено пространствен-
ное расположение молекулы белка в тилакоидной
мембране относительно стромы клетки и люмена ти-
лакоида.
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белка HliC Synechocystis sp., можно предположить,
что в цианобактериальных клетках они выполня-
ют сходную фотозащитную функцию, связывая
фототоксичные свободные молекулы хлорофил-
ла. Белки Hli, связывая свободный хлорофилл,
препятствуют образованию активных форм кис-
лорода [20].

Семейство стрессовых светоиндуцируемых бел-
ков Hli цианобактерий рассматривается как эволю-
ционные предшественники хлорофилл a/b связыва-
ющих белков светособирающего комплекса LHC
растений и водорослей [4]. Большинство иссле-
дований этих важных белков выполнено на клет-
ках цианобактерии Synechocystis. В настоящей ра-
боте впервые изучены Hli белки многоклеточной
цианобактерии A. platensis. Согласно базе данных
NCBI в геноме A. platensis обнаружено три гена Hli,
которые кодируют белки длиной 47, 64 и 69 а.о.
В то время как в полностью секвенированном ге-
номе цианобактерии Synechocystis были иденти-
фицированы четыре гена, кодирующих белки Hli:
HliB, HliC, HliD. Кроме того, Hli-домен был об-
наружен на С-конце фермента феррохелатазы
[21, 22]. В геноме A. platensis не содержится гена
белка, гомологичного белку HliB Synechocystis sp.

В ассоциации с пигмент-белковыми комплек-
сами у А. platensis участвует Hli47 – гомолог белка
HliC. Доказательство связывания других белков
Hli А. platensis c пигмент-белковыми комплекса-
ми ФСI и ФСII требует дальнейших исследований.
С помощью биоинформатического анализа уста-
новлено, что аминокислотная последовательность
белка Hli47 обнаруживает более высокую гомоло-
гию с белками многоклеточных цианобактерий и
меньшую степень гомологии с аминокислотной
последовательностью Hli белков одноклеточных
цианобактерий.

Проведенное сравнение состава белков Hli у
одноклеточной цианобактерии Synechocystis и
многоклеточной экстремофильной цианобакте-
рии A. platensis, содержащей длинноволновые фор-
мы хлорофилла [8], показало различия в содержа-
нии белков Hli в составе пигмент-белковых ком-
плексов фотосистем. Не исключено, что различия
в составе белков Hli одноклеточной и многокле-
точной цианобактерий отражают особенности
механизма фотозащиты этих цианобактерий.

Изучение механизмов фотопротекции у раз-
ных видов цианобактерий позволяет расширить
знания о фотозащитных функциях односпираль-
ных светоиндуцируемых белков Hli. Эти исследо-
вания открывают новые возможности селекции
устойчивых к избыточному освещению и высоко-
урожайных сортов и гибридов, фотосинтетиче-
ский аппарат которых позволит эффективнее ис-
пользовать абсорбированную световую энергию.
Механизм функционирования стрессовых белков

может быть использован также при создании си-
стем искусственного фотосинтеза.

Работа частично поддержана Российским
фондом фундаментальных исследований (грант
№ 190400798).
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Identification of the Stress Protein Hli
in the Pigment-Protein Complexes of Arthrospira platensis
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In this work, Hli proteins of the multicellular cyanobacterium Arthrospira platensis were studied. According
to the NCBI database, three Hli genes were found in the A. platensis genome, which encode proteins 47, 64,
and 69 a.a. A. platensis cells were incubated under light stress (500 μmol photons/m2 s, 1 h). Then, the asso-
ciation of Hli proteins with pigment-protein complexes of thylakoid membranes was studied using two-di-
mensional electrophoresis and subsequent mass spectrometry. Only Hli 47 a.o. was detected in the composi-
tion of pigment-protein complexes using MALDI-TOF mass spectrometry. The identified Hli47 protein was
shown to be associated with photosystem II and to be a homolog of the HliC protein Synechocystis sp. Bioin-
formatic analysis has shown that the amino acid sequence of the identified protein shows a higher homology
with the proteins of multicellular cyanobacteria and a lower degree of homology with the amino acid se-
quence of Hli proteins of unicellular cyanobacteria.

Keywords: photosystem II, light stress, light-induced stress proteins, Hli proteins (high light inducible pro-
teins)
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Глубокие эвтектические растворители (ГЭР) являются альтернативой традиционным органиче-
ским растворителям для проведения ферментативных реакций между соединениями с плохой раство-
римостью. Проведена биокаталитическая полимеризация флавоноида (+)-катехина (КХ) с использо-
ванием лакказы из культуральной жидкости базидиального гриба Trametes hirsuta в ГЭР-буферной сме-
си (бетаин/глицерин 60 об. % – буфер 40 об. %). Подобраны условия синтеза олигомеров катехина
(олигоКХ), растворимых в органических растворителях. По данным высокоэффективной жидкостной
хроматографии олигоКХ имели среднечисленную молекулярную массу 10620 и 2540 г/моль с индек-
сом полидисперсности 1.1 и 1.09, соответственно. Исследованы физико-химические свойства полу-
ченных олигомеров методами УФ-видимой, FTIR, H1 и C13 ЯМР спектроскопии. Полученные оли-
гоКХ ингибировали активность α-глюкозидазы (IC50 ~ 8 мкг/мл).

Ключевые слова: (+)-катехин, лакказа, глубокие эвтектические растворители, ферментативная по-
лимеризация, олигомеры катехина, ингибирование α-глюкозидазы
DOI: 10.31857/S0555109921060064

Катехины относятся к растительным флавоно-
идам и обладают антиканцерогенными, антибак-
териальными, антиоксидантными, кардиопро-
текторными и хелатирующими свойствами, а так-
же ингибируют активность различных ферментов
[1–6]. Биологические свойства катехинов сильно
зависят от их химической структуры. В отличие
от полифенольных соединений с низкой молеку-
лярной массой, их полимерные и олигомерные
производные обладают улучшенными физиоло-
гическими характеристиками и более продолжи-
тельным временем жизни in vivo [7]. В литературе
описано получение олигомеров/полимеров КХ
ферментативной полимеризацией мономера с
использованием лакказ и пероксидазы [8–10],
фотополимеризацией [11] и HCl-катализируемой
полимеризацией [12]. В связи с плохой раствори-
мостью катехинов в водных растворах, их поли-
меризацию обычно проводят в водно-органиче-
ских смесях. Катехины и их олигомеры проявля-

ют ингибиторную активность по отношению к α-
амилазе и α-глюкозидазе [8, 13, 14]. Эти фермен-
ты играют значительную роль в гидролизе поли-
сахаридов, способствуя уменьшению уровня глю-
козы в крови и, таким образом, влияют на развитие
сахарного диабета 2 типа – хронического заболева-
ния для многих людей во всем мире. Одним из на-
правлений лечения этого заболевания является
уменьшение скорости разложения полисахаридов
путем ингибирования активности α-амилазы и
α-глюкозидазы. Таким образом, олиго-/полика-
техины, обладающие большей стабильностью по
сравнению с мономером КХ, могут являться
перспективной субстанцией для лечения диабета
2 типа.

Лакказа (п-дифенол:кислород оксидоредукта-
за, КФ 1.10.3.2) относится к “голубым” оксида-
зам, катализирует окисление различных органиче-
ских соединений, включая полифенолы, метокси-
замещенные фенолы, полиамины молекулярным

УДК 557.152.192.3
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кислородом. При ферментативном окислении фе-
нольных субстратов образуются радикальные
продукты, которые вступают в реакции сочетания
с образованием олигомерных/полимерных со-
единений [15, 16]. Этот фермент привлекает боль-
шое внимание в качестве катализатора для тонко-
го органического синтеза [17, 18] и может быть
использован для полимеризации различных орга-
нических соединений.

В последние годы появился новый класс рас-
творителей, названных глубокими эвтектически-
ми растворителями (ГЭР) [19], которые имеют
большое преимущество перед традиционными
органическими растворителями, а именно, не-
токсичность, невоспламеняемость, биодегради-
руемость и др. Они рассматриваются как “зеле-
ные” растворители. Как правило, ГЭР получают
простым термическим смешиванием как мини-
мум двух компонентов, в результате которого об-
разуется эвтектический раствор с температурой
плавления ниже, чем у отдельных компонентов
[19–21]. Компоненты ГЭР обычно представляют
собой органические соединения, одно из которых
является акцептором, а другое донором водород-
ных связей. ГЭР или их смеси с буферным раство-
ром могут использоваться в различных областях,
в том числе для проведения биокаталитических
реакций [22]. В литературе описано весьма огра-
ниченное количество примеров использования
оксидоредуктаз для синтеза соединений в ГЭР-
буферных смесях [23, 24].

Цель работы – проведение окислительной по-
лимеризации (+)-катехина с участием грибной
лакказы Trametes hirsuta в ГЭР-буферной смеси и
исследование структуры и свойств полученных
продуктов.

МЕТОДИКА
Лимонная кислота, NaH2PO4, KH2PO4, NaOH –

производства “Riedel-de Haën” (Германия),
2,2'-азино-бис(3-этилбензтиазолин-6-сульфонат
(АБТС), α-глюкозидаза из Saccharomyces cerevisiae,
N-нитрофенил-α-D-глюкопиранозид (ПНФГ) –
“Sigma-Aldrich” (США), тетрагидрофуран (ТГФ),
диметилформамид (ДМФА), ацетонитрил, бетаин
моногидрат “Acros Organics”(США), (+)-катехин
(≥96%) – “Carl Roth GmbH” (Германия), диме-
тилсульфоксид (ДМСО) – “Marbiopharm” (Рос-
сия), ДМСО-D6 (“Aldrich”), глицерин 99% “Pan-
reac” (Испания), уксусная кислота высшей степе-
ни очистки производства “Химмед” (Россия) были
использованы без дополнительной очистки.

Лакказа была выделена из культуральной жид-
кости базидиального гриба Trametes hirsuta (Wulfen)
Pilát (штамм T. hirsuta 56) согласно методу [25].
Фермент был гомогенен по данным ДДС-электро-
фореза и имел удельную активность 163 МЕ/мг
белка. Активность фермента определяли спектро-
фотометрически, используя в качестве хромоген-

ного субстрата 1 мМ раствор АБТС (λ = 420 нм;
ε = 36000 M–1 см–1) в 0.1 М Na-цитратно-фосфат-
ном буфере, рН 4.5. За единицу активности при-
нимали количество фермента, катализирующего
превращение 1 мкмоль АБТС за 1 мин при темпе-
ратуре 22°С. Концентрация белка, измеренная со-
гласно методу [26], составляла 7.8 мг/мл.

Все растворы готовили с использованием во-
ды, очищенной на установке Simplicity (“Milli-
pore”, США).

ГЭР бетаин-глицерин получали термическим
смешиванием компонентов с молярным соотно-
шением 1 : 2 при 45°С. Смесь ГЭР/буфер с соот-
ношением 60 : 40 об. % готовили добавлением со-
ответствующего объема 0.1 М Na-цитратно-фос-
фатного буфера, рН 4.5, к ГЭР.

Ферментативную полимеризацию КХ прово-
дили следующим образом: 15 мг КХ растворяли в
1.8 мл ГЭР, добавляли 1.2 мл буферного раствора и
интенсивно перемешивали. Концентрация КХ в
реакционной среде была 17 мМ. Полимеризацию
инициировали добавлением фермента (удельная
активность в реакционной смеси 1.05 МЕ/мл).
Синтез проводили в аэробных условиях при ком-
натной температуре (21–22°С) и постоянном пере-
мешивании со скоростью 400 об./мин на магнит-
ной мешалке RT-10 (“IKA®-Werke GmbH & Co”,
Германия) в течение 24 ч. Затем прозрачный рас-
твор разбавляли в 5 раз деионизированной водой,
образовавшийся осадок отделяли центрифугиро-
ванием (7000 g, 20 мин) с использованием цен-
трифуги Eppendorf 5804 R (Австрия), много-
кратно промывали 3%-ным раствором этанола,
высушивали при 37°С до постоянного веса и ис-
пользовали в дальнейших экспериментах. Вы-
ход продукта рассчитывали, как процентное от-
ношение массы полученного олигоКХ к массе
исходного мономера.

Среднечисленную молекулярную массу и ин-
декс полидисперсности олигоКХ определяли ме-
тодом гель-проникающей хроматографии на хро-
матографе высокого давления “Waters” (США),
оснащенном колонкой Styragel HR 1Е, 300 × 7.8 мм
(“Waters”, США), УФ- и рефрактометрическим
детекторами. В качестве элюента использовали
ТГФ, скорость потока 1 мл/мин, объем вводимой
пробы 40 мкл. Калибровку системы проводили по
полистирольным стандартам.

УФ-видимые спектры регистрировали на спек-
трофотометре UV1240 mini (“Shimadzu”, Япония),
ИК спектры образцов в таблетках KBr на спектро-
метре Frontier FT-IR/FIR (“PerkinElmer Inc.”,
США). Спектры ЯМР 1H и 13С регистрировали в
ДМСО-D6 при температуре 303K на спектрометре
AV-600 (“Bruker”, США) с рабочей частотой
600.03 МГц для ядер 1Н. Для отнесения сигналов
ядер 1Н и 13С использовали данные двумерных
экспериментов COSY, HSQC и HMBC [27]. По-
лученные параметры спектров мономера КХ
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ХЛУПОВА и др.

ЯМР 1Н: 2.354 (1H, dd, J = 15.96; 8.12, H4b); 2.660
(1H, dd, J = 15.96; 5.36, H4a); 3.812 (1H, ddt, Jd =
= 7.49; 8.12, Jt = 5.25, H3); 4.482 (1H, d, Jd = 7.49,
H2); 4.836 (1H, d, Jd = 5.17, 3-OH); 5.691 (1H, d, Jd =
= 2.29, H8); 5.889 (1H, d, Jd = 2.29, H6); 6.597 (1H,
dd, Jd = 2.05, 8.02 H6'); 6.686 (1H, d, Jd = 8.02 H5');
6.725 (1H, d, Jd = 2.05 H2’); 8.774 (1H, s, 4’-OH);
8.822 (1H, s, 3'-OH); 8.906 (1H, s, 7-OH); 9.139 (1H,
s, 5-OH); ЯМР 13С: 27.91 (С4); 66.39 (С3); 81.07 (С2);
93.94 (С8); 95.21 (С6); 99.14 (С10); 114.60 (С2'); 115.15
(С5'); 118.48 (С6'); 130.69 (С1'); 144.90 (С3' & C4');
155.42 (С9); 156.23 (С5); 156.52 (С7). Химические
сдвиги приведены в м.д., константы спин-спино-
вого взаимодействия (КССВ) – в Гц, s – синглет,
d – дублет, dd – дублет дублетов, ddt – дублет дуб-
летов триплетов.

Активность α-глюкозидазы определяли по гид-
ролизу субстрата фермента ПНФГ, продукт гидро-
лиза которого имеет максимум поглощения при
400 нм. Определение ингибирования α-глюкозида-
зы проводили по методу [28] с минимальными из-
менениями. В реакционную смесь: 100 мкл α-глю-
козидазы (0.5 МЕ/мл) и 600 мкл 0.1 M фосфатного
буфера (pH 6.9) вносили 50 мкл раствора исследуе-
мого вещества в ДМСО в концентрации 31.25, 62.5,
125, 250, 500 и 1000 мкг/мл. Затем смесь инкубиро-
вали при 37°C в течение 15 мин. Реакцию иници-
ировали добавлением 100 мкл 5 мМ раствора
ПНФГ в 0.1 M фосфатном буфере (pH 6.9) и ин-
кубировали при 37°C в течение 15 мин. Затем ре-
акцию останавливали добавлением 400 мкл 0.2 М
раствора Na2CO3 и измеряли поглощение при
400 нм при комнатной температуре. Ингибирова-
ние фермента рассчитывали по формуле:

где D0 – контроль (поглощение раствора без ис-
следуемого вещества); D – поглощение раствора в
присутствие КХ или олигоКХ. Влияние ДМСО на
фермент учитывали в контроле. Определение ин-
гибирующего действия мономера КХ проводили
аналогично в диапазоне концентраций 1–20 мг/мл
ДМСО.

Эффективность ингибирования оценивали по
значению IC50, которое определяли из графика
зависимости ингибирования (%) от концентра-

= ×0

0

% ингибирования 100,D  –D 
D  

ции исследуемого вещества. IC50 – концентрация
вещества, необходимая для ингибирования 50%
активности фермента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 представлена структурная формула

(+)-катехина, использованного в данной работе.
Согласно литературным данным, ГЭР сохраняют
свои свойства в составе водных смесей при содер-
жании ГЭР выше 50 вес. %. При меньшем содер-
жании ГЭР, смесь ГЭР/вода нужно рассматри-
вать как водный раствор отдельных компонентов
[29]. Ферментативную полимеризацию КХ про-
водили в смеси ГЭР/буфер, содержащей 40 об. %
(~35 вес. %) буфера. Были подобраны условия по-
лимеризации КХ (активность фермента в реакци-
онной среде, время реакции) для получения про-
дуктов полимеризации, растворимых в ацетонит-
риле, ДМСО, ТГФ и ДМФА. Обнаружено, что
для получения растворимых в органических рас-
творителях олигоКХ, активность лакказы в реак-
ционной среде должна быть 1.05 МЕ/мл, а время
синтеза – 24 ч. Выход продуктов в этих условиях
составлял 32%. При увеличении активности фер-
мента продукты полимеризации КХ были не рас-
творимы в указанных выше растворителях, что
препятствовало их исследованию.

По данным гель-проникающей хроматогра-
фии в результате ферментативной полимериза-
ции КХ в смеси ГЭР/буфер образовывалось два
продукта со среднечисленной молекулярной мас-
сой 10620 и 2540 г/моль и индексом полидисперс-
ности 1.1 и 1.09 соответственно. Таким образом, в
результате ферментативной полимеризации КХ в
смеси ГЭР/буфер образуется 2 олигомера со сте-
пенью полимеризации 24 и 6.

УФ-видимые спектры мономера КХ и оли-
гоКХ в ДМСО представлены на рис. 2. Острый
пик при 280 нм на спектре КХ соответствует π-π*
переходам ароматических фрагментов мономера.
Продукты ферментативной полимеризации КХ,
растворимые в ДМСО, поглощают в широком
диапазоне длин волн, вплоть до 600 нм. На спек-
тре олигоКХ помимо максимума при 280 нм вид-
ны максимумы при 260, 330 и 370 нм.

На рис. 3 представлены ИК-Фурье спектры
КХ и олигоКХ. На спектре мономера (рис. 3, кри-
вая 1) присутствуют полосы, соответствующие
валентным колебаниям связи О–Н (широкий
максимум в области 3200–3550 см–1), валент-
ным колебаниям C=С и С–С связей ароматиче-
ских колец (1430–1625 см–1) и С–O фенолов и
простых эфиров (1100–1310 см–1), деформаци-
онным колебаниям С–ОН (1330–1390 см–1) и
C–H (650–900 см–1) связей ароматических колец
[30]. Характерные области адсорбции для этих
групп отмечены на рис. 3 горизонтальными лини-
ями. На спектре олигоКХ также присутствовали

Рис. 1. Структурная формула (+)-катехина и нумера-
ция атомов в молекуле.
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полосы, характерные для валентных колебаний
групп О–Н, С=С, С–С и С–O (рис. 3, кривая 2),
однако их интенсивность снижена по сравнению
со спектром КХ. Наиболее существенные разли-
чия наблюдались в низкочастотной области спек-
тров: на спектре олигоКХ отсутствовали полосы,
соответствующие колебаниям связи Саром–Н.
Можно предположить, что при ферментативной
полимеризация КХ происходило замещение аро-
матических протонов.

Для структурного анализа олигоКХ была ис-
пользована спектроскопия ЯМР на ядрах 1Н и 13С
(рис. 4, 5). Было проведено отнесение всех сигна-
лов в спектрах ЯМР 1Н и 13С мономера КХ (нуме-
рация атомов показана на рис. 1). Опорными
служили сигналы протонов Н4a и H4b, имеющие
характерную мультиплетность (рис. 4а). Для от-
несения сигналов в спектрах ЯМР 1Н и 13C также
использовали данные двумерных спектров ЯМР
COSY, HSQC и HMBC. В настоящей работе с ис-
пользованием двумерных спектров HMBC впер-
вые было проведено отнесение сигналов прото-
нов всех гидроксильных групп. Значения пара-
метров спектров ЯМР мономера КХ приведены в
экспериментальной части.

Следует отметить характерную особенность
структуры КХ: кольцо С этой молекулы является
неплоским. Наибольший выход из плоскости на-
блюдается для атомов углерода С2, С3 и С4. Со-
гласно нашим оценкам, эти отклонения состав-
ляют от 0.2 до 0.4 Å. При этом протон Н4b, арома-
тическое кольцо В и гидроксильная группа 3-ОН
занимают псевдоэкваториальное положение, а
протоны Н2, Н3 и Н4a – псевдоаксиальное [31].

Сравнительный анализ спектров ЯМР 1H и 13C
олигоКХ и мономера КХ показал, что всем сигна-
лам в спектрах мономера соответствуют группы
сигналов в спектрах олигоКХ, что свидетельству-
ет о сохранении углеродного скелета КХ в про-
цессе ферментативной олигомеризации. В спек-
тре ЯМР 1Н олигоКХ (рис. 4б) видны уширенные
сложные мультиплеты в областях 6.3–7.4 и 5.6–
6.3 м.д., которые соотносятся с протонами арома-
тических колец В (H2', H5', H6') и А (Н6 и Н8), со-
ответственно. При этом суммарная интегральная
интенсивность протонов кольца А олигоКХ почти
в 3 раза ниже, чем интенсивность протонов коль-
ца В, хотя в мономере КХ общий интеграл прото-
нов кольца А меньше общего интеграла протонов
кольца В всего в 1.5 раза. В области 4.3–5.5 м.д.
находятся сигналы протона Н2 и гидроксильного
протона 3-ОН, а в диапазоне 3.6–4.3 м.д. – сигнал
протона Н3. Интегральные интенсивности сиг-
налов этих протонов также сильно снижены по
сравнению со значениями для мономера КХ. В
области 2.2–3.0 м.д. находятся сигналы протонов
Н4а и H4b СН2-группы с интегралом, близким к
значению для мономера. В слабопольной части
спектра ЯМР 1Н олигоКХ наблюдались уширен-

ные сигналы в области 8.0–11.3 м.д. с общей инте-
гральной интенсивностью, соответствующей
трем протонам, которые соответствуют феноль-
ным гидроксилам. Важно отметить, что интен-
сивность уширенных сигналов протонов Н4а и
H4b при С4 соответствует интенсивности двух
протонов. Это однозначно свидетельствует о том,
что в олигоКХ не происходит образование связей
в положении С4. Однако в литературе ранее отме-
чалось, что образование димеров и тримеров КХ
природного происхождения может происходить за
счет окислительного кросс-сочетания с образова-
нием связей между атомами С4 одной молекулы с
атомом углерода С6 или С8 другой молекулы фла-
воноида [32]. Очевидно, что механизм “сшива-
ния” молекул флавоноидов может существенно
различаться в зависимости от условий реакций.

Рис. 2. УФ-видимые спектры мономера КХ (1) и
олигоКХ (2) в ДМСО.
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Рис. 4. Спектры ЯМР 1Н мономера КХ (a) и олигоКХ (б).
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Анализ спектров ЯМР 1Н олигоКХ позволяет
обоснованно предположить, что при фермента-
тивной полимеризации сохраняется углеродный

скелет молекулы КХ (кольца A, B и C), при этом
один из протонов кольца А (H6 и/или H8) заме-
щается на алкоксильную или арилоксильную
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группу, образованную из другой молекулы КХ.
Также при отрыве атома водорода от 3-ОН груп-
пы кольца С под действием лакказы помимо об-
разования алкокси-радикала происходит частич-
ное окисление 3-ОН до карбонильной группы.

Анализ спектров ЯМР 13С (рис. 5) показал, что
всем сигналам атомов углерода кольца В мономе-
ра КХ соответствуют уширенные интенсивные
сигналы в спектре олигоКХ. При замещении
протона в бензольном кольце арилокси- или ал-
кокси-группой химические сдвиги всех атомов
углерода в кольце должны заметно измениться
(до 10 м.д.). Однако при ферментативной поли-
меризации КХ таких изменений в кольце В не
наблюдается.

Сигналы углерода C2 и C3 в спектре олигоКХ
(рис. 5б, 5в) представляют собой группы уширен-
ных сигналов, занимающих довольно широкие
области спектра 77–82 м.д. и 64–66 м.д. соответ-
ственно. Поскольку в процессе ферментативной
полимеризации КХ не происходило замещение
протонов кольца B, т.е. структура кольца В сохра-
нялась, на изменение химических сдвигов C2, по-
видимому, существенное влияние оказывали из-
менения при атоме C3. Сигналы углеродов С6 и
С8 лежат в области 90.0–96.0 м.д. и имеют сильно
пониженную для сигналов СН-групп интенсив-
ность. При этом к четвертичному атому углерода
С10 помимо основного сигнала при 98.3 м.д. от-
носятся еще несколько сигналов при 88.3 м.д.,
94.1 м.д. и широкий сигнал при 102.0–104.0 м.д.
Такое разнообразие сигналов атома С10 олигоКХ
обусловлено эффектами, связанными с замеще-
нием атомов водорода в кольце А, и частичным
окислением 3-OH группы до карбонильной груп-
пы. Те же эффекты приводят к появлению много-
численных сигналов четвертичных углеродов в
области 157.0–165.0 м.д. Эти сигналы относятся
как к атомам углерода С5, С7, С9 кольца А, так и к
сигналам четвертичных углеродов С6 и С8, воз-
никающим в процессе замещения атома водорода
на арилокси- или алкокси-группы. Подтверждени-
ем образования продукта, содержащего карбо-
нильную группу при С3, служит характеристичный
сигнал четвертичного углерода при 193.6 м.д. и по-
явление сигнала СН2-группы при 44.0 м.д., кото-
рый оказывается смещенным в слабое поле отно-
сительно основного сигнала при 26.0–29.0 м.д.

Таким образом, анализ спектров ЯМР 1Н и 13С
олиго КХ и мономера КХ позволяет заключить,
что при ферментативной полимеризации сохра-
няется углеродный скелет молекулы КХ, а в обра-
зовании активных радикальных частиц участвуют
все пять гидроксильных групп мономера. Образу-
ющиеся радикалы атакуют углерод С6 и/или С8
кольца А другой молекулы КХ, в результате чего
происходит замещение протона на алкокси- или
арилокси- группу. Также при отрыве атома водо-
рода от гидроксила в положении С3 под действи-

ем лакказы параллельно происходит окисление
3-OH группы до карбонила. Количество звеньев,
содержащих карбонильную группу, в олигоКХ
составляет 15–20% от общего количества моно-
мерных звеньев.

Важно отметить, что механизм ферментатив-
ной полимеризации КХ, описанный в данной ра-
боте, подобен механизму лакказа-катализируе-
мой полимеризации дигидрокверцетина в смеси
ГЭР/буфер [33]. В обоих случаях это двухстадий-
ный процесс. Первая стадия – это ферментатив-
ное окисление гидроксильных групп с образова-
нием радикалов. Вторая стадия – радикальная
атака активных частиц на ароматическую систему
другой молекулы флавоноида. Однако, структура
олигоКХ существенно отличается от структуры
олигомера дигидрокверцетина. При полимериза-
ции КХ атака происходит по атомам углерода С6
и С8 кольца A, в то время как при полимеризации
дигидрокверцетина атака идет исключительно по
атому углерода С6' кольца B. Согласно проведен-
ным нами квантовохимическим расчетам, причи-
ной этого являются существенные различия в
электронной структуре этих флавоноидов. Нали-
чие в молекуле дигидрокверцетина карбонильной
группы в положении С4 существенно дестабили-
зирует энергию переходного состояния при ради-
кальной атаке по атомам С6 и С8 дигидроквер-
цетина. В случае КХ этой дестабилизации нет, а
согласованный эффект трех кислородсодержащих
заместителей кольца А оказывается сильнее, чем
аналогичный эффект двух заместителей кольца В,
поэтому радикальная атака в КХ идет по кольцу А.

Синтезированные олигоКХ были протестиро-
ваны на ингибирование активности α-глюкози-
дазы. Концентрация олигоКХ, необходимая для
ингибирования 50% активности фермента (IC50) с
использованием в качестве субстрата ПНФГ со-
ставляла ~8 мкг/мл, в то время как для мономера
КХ IC50 – ~980 мкг/мл.

Таким образом, олигомеры катехина, синте-
зированные с использованием грибной лакказы
T. hirsuta в ГЭР-буферной смеси, являются эф-
фективными ингибиторами α-глюкозидазы и
могут быть перспективной субстанцией для ле-
чения сахарного диабета 2-го типа.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке Российского Фонда Фундаменталь-
ных исследований (проект № 20-08-00104а).
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Deep eutectic solvents (DES) are an alternative to traditional organic solvents for carrying out enzymatic re-
actions of compounds with poor solubility. Biocatalytic polymerization of the f lavonoid (+)-catechin (CC)
was carried out using laccase from the fungus Trametes hirsuta in DES-buffer mixrure (betaine/glycerol
60 vol % – buffer 40 vol %). The conditions for the synthesis of catechin oligomers (oligoCC) soluble in or-
ganic solvents, have been selected. OligoCC had a number average molecular weight of 10620 and 2540 g/mol
and a polydispersity index of 1.1 and 1.09, respectively, according to the data of high performance liquid chro-
matography. The physicochemical properties of the oligomers obtained were studied by UV-visible, FTIR
and H1, C13 NMR spectroscopy. The resulting oligoCCs had α-glucosidase inhibitory activity with an IC50
value of 8 μg/mL.

Keywords: (+) catechin, laccase, deep eutectic solvent, enzymatic polymerization, catechin oligomers, char-
acterization, α-glucosidase inhibition
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АЛКАЛОФИЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ Alkalicaulis satelles И Aliidiomarina sp., 
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Изучена пептидазная активность в культуральной среде алкалофильных протеолитических бакте-
рий Alkalicaulis satelles G-192T и Aliidiomarina sp. P-156, выделенных из системы гиперсоленых ще-
лочных озер Танатар (Алтайский край, Россия). Обнаружено, что секретируемые пептидазы штам-
мов G-192 и P-156 способны гидролизовать п-нитроанилидные субстраты, проявляя максимальную
активность при гидролизе аминопептидазного субстрата LpNa. Анализ частично очищенных препа-
ратов пептидаз из штаммов G-192 и P-156 показал, что исследуемые ферменты отличались наиболь-
шей активностью и стабильностью при рН от 8.4 до 11. Ферменты штаммов G-192 и P-156 были вы-
сокостабильными по отношению к NaCl, сохраняя активность при 220 и 70 г/л NaCl соответственно.
Данные ингибиторного анализа и субстратной специфичности внеклеточных ферментов указывают
на их принадлежность к классу металлопептидаз аминопептидазного типа. Щелочные пептидазы по-
казали значительную устойчивость к поверхностно-активным веществам тритон X-100, ДДС-Na и
окислителю H2O2 и могут быть использованы при разработке новых моющих средств.

Ключевые слова: алкалофильные бактерии, стабильные щелочные пептидазы, биотехнологический
потенциал, детергенты
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Пептидазы (EC 3.4.21) обнаружены у всех
групп живых организмов и представляют собой
отдельную подгруппу гидролитических фермен-
тов, способных к гидролизу пептидных связей в
белках и пептидах. Эти ферменты разнообразны
по структуре и свойствам, выполняют множество
сложных биологических функций и участвуют в
биогеохимическом цикле углерода и азота [1].
В коммерческом отношении пептидазы бактерий
являются наиболее ценной группой ферментов,
на долю которых приходится 60% общемировых
продаж промышленных ферментов [2]. Щелоч-
ные пептидазы уникальны по стабильности в ши-
роком диапазоне температур, pH и концентраций
NaCl и широко используются в пищевой и кор-
мовой промышленности, в медицине, а также
при переработке органических отходов [3, 4]. Од-
ним из основных применений этих пептидаз яв-
ляется производство моющих средств, поскольку

pH стиральных порошков находится в диапазоне
рН 7–11. Щелочные пептидазы используются в
различных составах моющих средств вместе с
другими гидролитическими ферментами в каче-
стве добавок для облегчения расщепления и вы-
свобождения белковых загрязнений [5].

Важным источником щелочных ферментов яв-
ляются алкалофильные бактерии из местообита-
ний с высоким значением рН. К таким, в частно-
сти, принадлежат содовые озера, представляющие
естественную среду обитания алкалофилов, отно-
сящихся к экстремальным микроорганизмам. Ис-
следование секреции внеклеточных пептидаз у но-
вых представителей экстремофильных бактерий
дает возможность выявлять природные штаммы с
различным спектром секретируемых пептидаз, об-
ладающих высокой ферментативной активностью.
Потенциал пептидаз бактерий из содовых озер рас-
смотрен в работах [6, 7]. Показано, что щелочные
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пептидазы бактерий рода Bacillus, – благодаря
высокому уровню их стабильности и способности
к разложению широкого спектра субстратов, до-
минируют на коммерческом рынке. Секвениро-
вание и аннотирование геномов позволило вы-
явить высокий потенциал секретируемых ще-
лочных пептидаз у этой группы бактерий для
практического применения [8].

Однако в связи с непрерывным развитием тех-
нологий и ужесточением экологических норм по-
иск новых видов алкалофильных бактерий из
природных местообитаний, способных продуци-
ровать стабильные щелочные ферменты, остается
актуальным направлением в современной микро-
биологии. В последние годы внимание исследова-
телей привлечено к таксономическим группам
бактерий, выделенным из содовых озер и способ-
ным активно секретировать щелочные пептидазы:
Microbacterium, Arthrobacter, Geomicrobium, Salipalu-
dibacillus, Brachybacterium, Bacillus, Brevibacterium,
Halomonas и Alkalibacillus [9–13].

Цель работы – поиск и характеристика вне-
клеточных щелочных пептидаз у двух штаммов
новых алкалофильных бактерий родов Alkalicaulis
и Aliidiomarina, оценка возможности их примене-
ния в составе синтетических моющих средств (де-
тергентов).

МЕТОДИКА
Культивирование штаммов-продуцентов. Штамм

G-192 культивировали на среде следующего со-
става (г/л): NaHCO3-13, Na2CO3 – 46, KH2PO4 – 0.3,
MgSO4⋅7H2O – 0.12, CaCl2⋅2H2O – 0.015, дрожжевой
экстракт – 0.1 и 1.0 мл раствора микроэлементов
[15]. Рост штамма Р-156 поддерживали на среде сле-
дующего состава (г/л): NaCl – 30, NaHCO3 – 7,
NaHCO3 – 23, KH2PO4 – 0.3, MgSO4⋅7H2O – 0.12,
CaCl2⋅2H2O – 0.015, дрожжевой экстракт – 0.1 и
1.0 мл раствора микроэлементов [15]. В качестве
индуктора пептидаз в среды добавляли казеинат
натрия – 2.0 г/л. Штаммы выращивали в 250 мл
среды в конических колбах без перемешивания при
рН 9. Инкубацию проводили в течение 48–72 ч при
температуре 35°С. После окончания роста клетки
отделяли от среды центрифугированием 10000 g в
течение 5 мин при 4°С и отбрасывали. Собран-
ную бесклеточную культуральную жидкость хра-
нили в холодильнике при 4°C для дальнейшей ра-
боты.

Определение протеолитической активности. Вне-
клеточную протеолитическую активность фермен-
тов, содержащихся в полученных супернатантах
определяли согласно методу Эрлангера [16]. В ра-
боте использованы следующие п-нитроанилид-
ные субстраты, специфичные для эндопептидаз
определенного типа или класса): GlpAALpNA
(пироглутамил-аланил-аланил-лейцин-n-нитро-

анилид) – для субтилизин-подобных пептидаз;
BzRpNA (N-бензоил-L-аргинил-n-нитроанилид) –
для трипсин-подобных пептидаз; GlpFpNA (пиро-
глутамил-фенилаланил-n-нитроанилид) – для хи-
мотрипсин-подобных пептидаз; GlpFApNA (пиро-
глютамил-фенилаланил-аланил-n-нитроанилид) –
для цистеиновых пептидаз. Субстраты для ами-
нопептидаз: LpNA (L-лейцил-п-нитроанилид);
FpNA (L-фенилаланил-п-нитроанилид).

Эти субстраты содержат аналог пептидной
связи, которая расщепляется под действием про-
теолитических ферментов. В результате расщеп-
ления выделяется п-нитроанилин, окрашиваю-
щий раствор в желтый цвет. Все субстраты вноси-
ли в концентрации 5 мМ.

Для измерения активности пептидаз в ячейку
микропланшета вносили 160 мкл 0.1 М фосфат-
ного буфера, рН 7.0, добавляли 10–20 мкл культу-
ральной жидкости, 5 мкл соответствующего суб-
страта и измеряли оптическое поглощение рас-
твора в начальный момент времени. Затем
поглощение измеряли через 12 ч инкубации при
37°С. Количество образовавшегося п-нитроани-
лина определяли спектрофотометрически при
405 нм на микропланшетном фотометре StatFax
2100 (“Awareness Technology”, США), используя
дифференциальный фильтр 405 нм. За 1 единицу
активности (U) принимали изменение оптиче-
ской плотности (ОП) опытных растворов относи-
тельно контрольных на 0.01 за 12 ч при 405 нм и
37°С. В качестве контроля использовали ОП ре-
акционной смеси, измеренную сразу после до-
бавления субстрата. Концентрацию белка опре-
деляли спектрофотометрически при 280 нм. При
определении активности цистеиновых пептидаз
к реакционной смеси дополнительно добавляли
5 мкл свежеприготовленного раствора дитиотре-
итола с концентрацией 10 мг/мл.

Очистка пептидаз. Щелочные пептидазы штам-
мов G-192 и Р-156 очищали, используя осаждение
сульфатом аммония с последующей ионообмен-
ной хроматографией и гель-фильтрацией. На пер-
вом этапе белок из супернатанта культуральной
жидкости осаждали сульфатом аммония, внесен-
ного до насыщения 60%. Растворы оставляли при
4°С на ночь, чтобы обеспечить более полное оса-
ждение белка. После этого осадок отделяли цен-
трифугированием при 10000 g в течение 15 мин,
затем растворяли в небольшом объеме 0.1 М фос-
фатного буфера рН 7.0. Полученный раствор
обессоливали диализом против 0.1 М фосфатного
буфера при 4°С в течение 24 ч, определяли содер-
жание белка и анализировали наличие активно-
сти пептидаз.

Ионообменную хроматографию осуществля-
ли на колонке Mono Q (FPLC), уравновешенной
0.01 М фосфатным буфером, рН 7.0. Белок, сор-
бировавшийся на колонке, элюировали градиен-



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 57  № 6  2021

ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЫСОКОСТАБИЛЬНЫЕ ЩЕЛОЧНЫЕ ПЕПТИДАЗЫ 565

том NaCl (0–1 М) со скоростью 1 мл/мин. Фрак-
ции (1 мл) собирали, анализировали на содержа-
ние белка и протеолитическую активность.
Активность измеряли по выбранным субстратам
при 405 нм. Фракции, проявляющие протеоли-
тическую активность, объединяли. Объединен-
ные фракции подвергали гель-фильтрации с ис-
пользованием колонки, заполненной Superdex
75, 60 × 1 см (“Pharmacia”, Швеция). Элюирова-
ние проводили 0.01 М фосфатным буфером, рН 7,
со скоростью 1 мл/мин. Все фракции были про-
анализированы на протеолитическую активность
и содержание белка.

Определение оптимума pH-активности и рН-
стабильности фермента. При определении pH оп-
тимума секретируемой пептидазы по отношению
к синтетическим субстратам был использован
универсальный буфер в диапазоне рН 2–11 с ша-
гом 1. В состав буфера входили: 0.02 М H3PO4,
0.02 M CH3COOH, 0.02 M H3BO3. Необходимое
значение рН получали, добавляя к смеси кислот
0.02 М NaOH. После инкубации 10 мкл препарата
фермента с 20 мкл буфера определенного рН и
5 мкл субстрата при 37°С к каждой пробе добав-
ляли 160 мкл 0.1 М фосфатного буфера рН 7.5 и
измеряли поглощение как описано выше.

Для определения рН стабильности фермент-
ный препарат инкубировали 4 ч при 37°С в универ-
сальном буферном растворе с рН от 2 до 11, затем
образцы доводили до рН 7.5 с помощью 0.1 М фос-
фатного буфера, рН 7.5 при рН от 8.0, либо 0.1 М
NaOH в при рН до 8.0. Активность ферментов
определяли по методу, описанному выше.

Определение температурного оптимума и ста-
бильности фермента. Определение температурно-
го оптимума фермента проводили в диапазоне
температур от 5 до 65°С. Для изучения темпера-
турной стабильности раствор фермента инкуби-
ровали при тех же температурах в течение 4 ч, за-
тем приводили к комнатной температуре и опре-
деляли активность при 37°С, как указано выше.

Определение оптимума концентрации хлорида
натрия для исследуемого фермента. При определе-
нии оптимума концентрации хлорида натрия для
проявления активности секретируемой пептида-
зы были подготовлены солевые растворы с кон-
центрацией от 0 до 300 г/л (0, 10, 30, 50, 80, 100,
150, 200, 250, 300 г/л). Фермент инкубировали в
растворах хлорида натрия и определяли актив-
ность, как указано выше. Для определения ста-
бильности пептидазы выдерживали в течение 4 ч
при 37°С при различных концентрациях хлорида
натрия, а затем добавляли специфичный п-нит-
роанилидный субстрат и определяли активность.

Определение влияния специфических ингибито-
ров на ферментативную активность. Ингибитор-
ный анализ проводили с очищенными фермент-
ными препаратами и с культуральной жидкостью.

В работе использовали специфические ингибито-
ры: – ФМСФ (фенилметилсульфонилфторид)
для сериновых пептидаз; ЭДТА (этилендиамин-
тетраацетат натрия) для металлопептидаз; ЙАА
(2-йодацетамид) для цистеиновых пептидаз.

К 50 мкл раствора фермента добавляли 5 мкл
раствора ингибитора определенной концентрации
(0.01 и 0.1 М) и выдерживали смесь 50–60 мин при
комнатной температуре. Затем добавляли 700 мкл
фосфатного буфера (0.1 М, рН 8) и 10 мкл раство-
ра соответствующего п-нитроанилидного субстра-
та и определяли остаточную активность пептидазы.
Ферментативную активность в отсутствие ингиби-
торов использовали в качестве контроля.

Для приготовления растворов ингибиторов
ЭДТА и ЙАА растворяли в фосфатном буфере
(0.1 М, рН 8), а ФМСФ в этаноле; в тех случаях,
когда используемый ингибитор был растворен в
спирте, в качестве контроля к раствору фермента
добавляли 5 мкл спирта.

Влияние поверхностно-активных веществ и
окислителя на стабильность пептидаз. Влияние не-
которых поверхностно-активных веществ (ПАВ),
таких как тритон X-100 (неионное ПАВ), ДДС-Na
(анионное ПАВ) и окислителя (пероксид водоро-
да) на стабильность фермента изучали путем инку-
бации ферментов в течение 4 ч при 37°С с указан-
ными добавками. После инкубационного периода
измеряли остаточную активность пептидазы в
стандартных условиях анализа. Активность фер-
мента без добавок принимали за 100%.

Концентрации тритон X-100 и ДДС-Na со-
ставляли 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0% и 0.1, 0.2, 0.4, 0.6,
0.8% соответственно. Пероксид водорода добав-
ляли в концентрациях 0.5, 1.0 и 3.0%.

Статистический анализ. Эксперименты прово-
дили в трех повторностях, результаты обрабаты-
вали с использованием программного пакета Mi-
crosoft Excel 2013. Для полученных результатов
рассчитывали среднее значение и стандартное от-
клонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Штаммы – продуценты. Штаммы новых аэроб-

ных алкалофильных бактерий, использованных в
работе, были выделены из разных щелочных био-
ценозов. Штамм G-192 был выделен из лаборатор-
ного консорциума галоалкалофильной цианобак-
терии Geitlerinema sp. Z-T0701 с ее естественными
хемоорганотрофными спутниками [15]. Синтез
протеолитических ферментов у этого штамма, ве-
роятно, связан с обитанием в природном микроб-
ном консорциуме за счет утилизации отмираю-
щих клеток или прижизненных белковых выделе-
ний цианобактерии, являясь деструктором (или
редуцентом, в современной терминологии) био-
массы первичного продуцента. Учитывая место
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штамма G-192 в трофической цепи, представляло
интерес выяснить, какими пептидазами распола-
гает деструктор для выполнения своей роли в ал-
калофильном микробном сообществе. По таксо-
номическому положению штамм G-192 образовал
новый род и вид – Alkalicaulis satelles G-192T gen.
nov., sp. nov. в составе нового семейства Maricaula-
ceae fam. nov. (ВКМ B-3306T, ККТК 72746T) [15].
Штамм Р-156 был выделен из прибрежных осад-
ков озера Петуховское (Алтайский край, Россия),
из мест, где наблюдалось спонтанное разложение
альго-цианобактериальной биомассы. Так же,
как и штамм G-192, штамм Р-156 был выделен
как протеолитик для выяснения его роли в алка-
лофильном микробном сообществе. На основа-
нии филогенетического анализа штамм Р-156
оказался в кластере Aliidiomarina (семейство Idi-
omarinaceae), где он, по-видимому, образует но-
вый вид.

Субстратная специфичность внеклеточных пеп-
тидаз. Использование п-нитроанилидных субстра-

тов для определения класса секретируемых пепти-
даз штаммов G-192 и Р-156 выявило присутствие
субтилизин-подобной пептидазы (по субстрату Gl-
pAALpNa) и аминопептидазы (по субстрату LpNa)
(рис. 1). Оба штамма проявили наибольшую актив-
ность в отношении субстрата, специфичного для
аминопептидаз – LpNa. Высокая активность по
этому субстрату приходилась на экспоненциаль-
ную фазу роста бактерий (48–96 ч) и к 192 ч роста
активность заметно снижалась.

Из рис. 1 видно, что максимальная активность
пептидазы штамма G-192, наблюдалась на 72 ч
культивирования и составляла 91 U/мл при опре-
делении с субстратом LpNa. У пептидаз штамма
P-156 уровень активности по тому же субстрату
был максимальным на вторые сутки и составил
94.8 U/мл. При использовании в качестве суб-
страта GlpAALpNa для субтилизин-подобных пеп-
тидаз определяемые активности были значительно
ниже. Изученные штаммы не гидролизовали суб-
страты, специфичные для химотрипсин-подоб-
ных, трипсин-подобных и цистеиновых пептидаз.

Способность изученных бактерий секретиро-
вать пептидазы, активные на синтетических суб-
стратах LpNa и GlpAALpNa, возможно, указывает
на способность в выработке определенных типов
внеклеточных протеолитических ферментов в от-
вет на конкретные условия окружающей среды.
Причиной, вероятно, может быть специфическая
ниша обитания.

Очистка аминопептидаз. Поскольку аминопеп-
тидазы обоих штаммов показали более высокую
активность по сравнению с субтилизин-подобны-
ми ферментами, они были частично очищены с це-
лью дальнейшего описания их свойств (табл. 1). В
процессе очистки были получены аминопептида-
зы со степенью очистки 4.7, выходом 2.3% и удель-
ной активностью 96.4 U/мг для штамма G-192 и со
степенью очистки 9.7, выходом 1.8% и удельной
активностью 109.7 U/мг для штамма Р-156. Анало-
гичная хроматографическая процедура была при-

Рис. 1. Активность пептидаз (удельная активность,
U/мг белка) на разных субстратах: 1 – пептидаза
штамма G-192 на субстрате LpNa, 2 – пептидаза
штамма G-192 на субстрате GlpAALpNa, 3 – пептида-
за штамма Р-156 на субстрате LpNa, 4 – пептидаза
штамма Р-156 на субстрате GlpAALpNa.
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Таблица 1. Очистка щелочных аминопептидаз штаммов G-192 (1) и Р-156 (2)*

* Очистка на колонке с Mono Q для штамма Р-156 не проводили.

Стадия очистки
V, мл Активность, 

U/мл
Белок, 
мг/мл

Удельная активность, 
U/мг белка Выход, % Степень 

очистки

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

Культуральная жидкость 50 50 40.7 19.9 2.0 1.8 20.7 11.3 100 100 1 1

Осаждение сульфатом 
аммония (60%) 5 4 96.2 28.5 3.1 2.2 30.9 13.2 23.6 11.5 1.5 1.17

Ионообменная хроматогра-
фия (Mono Q) 4 – 9.8 – 0.2 – 46.7 – 1.9 – 2.3 –

Гель-хроматография 
(Superdex75) 3 5 16.0 3.62 0.2 0.03 96.4 109.7 2.3 1.8 4.7 9.7
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менена для пептидаз из Bacillus subtilis AU-2 [17],
алкалофильного штамма Salipaludibacillus agarad-
haerens AK-R [18], Staphylococcus sciuri [19], штам-
ма Aeribacillus pallidus C10 [20], галотолерантного
штамма Salinicoccus sp. UN-12 [21].

Физико-химические свойства выделенных пепти-
даз. Изучение физико-химических свойств фер-
ментов было проведено с использованием синте-
тического субстрата для пептидаз LpNa на очищен-
ных препаратах штаммов G-192 и Р-156.

Определение температурного оптимума и тер-
мостабильности пептидаз у изученных штаммов
проводили в диапазоне температур 5–65°С (рис. 2).
Показано, что температурный оптимум активно-
сти пептидаз находился в пределах 30–50°С, с
максимумом при температуре 35–37°С. Изучен-
ные ферменты были стабильны до температуры
50°С, повышение температуры до 65°С приводит
к снижению активности у штамма G-192 до 56% и
у штамма Р-156 до 34% от исходной активности.

Полученные нами результаты сопоставимы с
активностью и стабильностью внеклеточной
металлопептидазы морской бактерии Vibrio sp.
LA-05 [5], которая, как показано, была активна
и стабильна при 25–40°C.

Известно, что температурный оптимум и тер-
мостабильность пептидаз варьируют в зависимо-
сти от вида бактерий. В ранее проведенных иссле-
дованиях сообщалось, что щелочные сериновые
пептидазы бактерий Salipaludibacillus agaradhaer-
ens AK-R и Bacillus caseinilyticus SPT, выделенных
из щелочных озер Индии и Египта, имеют более
высокий температурный оптимум – 60°C [18, 22].
Термостабильность пептидазы у штамма Salipalu-
dibacillus agaradhaerens AK-R сохранялась при бо-
лее низких температурах 40–45°C.

Исследования рН оптимума ферментов были
проведены в диапазоне рН 2.5–11.5. Установлено,
что пептидазы активны в широком диапазоне
значений рН, при этом наибольшая активность
наблюдалась при рН от 8.4 до 11.0 (рис. 3) и следо-
вательно, они могли быть отнесены к классу ще-
лочных пептидаз. Пептидаза штамма G-192 про-
являла максимальную активность при рН 9.0, то-
гда как пептидаза штамма Р-156 при 10.1. Обычно
коммерческие микробные пептидазы имеют оп-
тимумы при pH от 7 до 11, хотя оптимумы могут
различаться в зависимости от использованных
субстратов [23].

Анализ рН-стабильности пептидаз показал,
что обе исследуемые аминопептидазы стабильны
в широком диапазоне рН от 4.5 до 11.5. При ще-
лочном рН (11.5) пептидаза штамма G-192 сохра-
няла более 51% от исходной активности, а пепти-
даза штамма Р-156 – 67.5% активности.

Следует отметить, что изученные нами пепти-
дазы имели более широкий диапазон рН-ста-
бильности от 4.5 до 11.5, чем ранее изученные
пептидазы бактерий [20].

Влияние хлорида натрия на активность ами-
нопептидаз представлено на рис. 4. Для фермента
штамма G-192 установлено, что аминопептидаза
была высокостабильной в широком диапазоне
концентраций NaCl от 10 до 220 г/л. При этом при
концентрации NaCl 270 г/л фермент сохранял
45% от максимальной активности. Аминопепти-
даза штамма Р-156 была стабильной при концен-
трации NaCl от 10 до 70 г/л, тогда как при 90 г/л
активность фермента снижалась в два раза.

Галотолерантность пептидаз является важной
характеристикой, поскольку NaCl входит в состав
ядра, используемого в процессе грануляции пеп-
тидазы перед ее включением в качестве добавки в
состав моющего средства [24]. Способность со-

Рис. 2. Температурный оптимум (а) и термостабильность (б) пептидаз штаммов G-192 (1) и Р-156 (2).
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хранять активность в условиях высоких концен-
траций солей очищенных пептидаз делает их
многообещающими для использования в каче-
стве экологичной, биологически активной и ста-
бильной добавки в составе детергентов.

Таким образом, определение физико-химиче-
ских свойств ферментов из штаммов G-192 и Р-156
показало, что исследуемые аминопептидазы име-
ли высокую активность и стабильность в широ-
ком диапазоне pH (от 4.5 до 11.5) и температуры
(5–60°С), а также демонстрировали устойчивость в
растворах с высоким содержанием соли (до 220 г/л).

Определение влияния ингибиторов на актив-
ность пептидаз. Ингибиторный анализ показал,
что активности пептидаз штаммов G-192 и Р-156
по субстрату LpNa ингибируются ЭДТА – специ-
фическим ингибитором металлопептидаз, тогда
как специфические ингибиторы сериновых пеп-
тидаз (ФМСФ) и цистеиновых пептидаз (ЙАА)
подавляли активность в заметно меньшей степе-
ни (табл. 2). Таким образом, по типу ингибирова-

ния выделенные пептидазы можно отнести к
классу металлопептидаз.

Влияние поверхностно-активных веществ и окис-
ляющего агента на стабильность щелочных пептидаз.
Поверхностно-активные вещества, окислители и
ферменты являются важными компонентами со-
временных моющих средств. Существует широкий
спектр анионных, неионных, катионных и амфо-
терных поверхностно-активных веществ и окис-
лителей, которые используются в составе детер-
гентов [25]. Обычно в их составе используются
смесь от двух до четырех ПАВ. Преобладающим
типом являются анионные ПАВ (например,
ДДС-Na), за которыми следуют неионные (три-
тон Х-100). Комбинация анионных и неионных
ПАВ позволяет в значительной степени преодо-
леть вредное воздействие анионных ПАВ на кон-
формацию ферментов. На активность фермента
также может влиять концентрация используемых
ПАВ и этот эффект проявляется по разному для
разных классов ферментов [26]. Для возможного
применения щелочных пептидаз в составе мою-
щих средств они должны функционировать и
быть стабильными в различных химически агрес-
сивных условиях.

Влияние некоторых ПАВ на стабильность пеп-
тидаз штаммов G-192 и Р-156 изучали путем пред-
варительной инкубации фермента с химическими
добавками различной концентрации. Показано,
что в присутствии тритон X-100 в концентрации от
0.5 до 4.5% остаточная активность пептидаз была
30–45% (табл. 3). Щелочные пептидазы штамма
G-192 сохраняли до 50% активности в присутствии
сильного анионного ПАВ ДДС-Na при его концен-
трации от 0.1 до 0.6%. Пептидаза штамма Р-156 со-
храняла активность на 47% при концентрации
ДДС-Na 0.5%. В присутствии H2O2 (3.0%) ис-
пользуемого для отбеливания, пептидаза штамма
G-192 сохраняла 50% активности, тогда как у пеп-
тидазы штамма Р-156 остаточная активность со-

Рис. 4. Активность внеклеточных пептидаз штам-
мов G-192 (1) и Р-156 (2) при различных концентра-
циях NaCl.
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Рис. 3. рН оптимум (а) и рН-стабильность (б) пептидаз у штаммов G-192 (1) и Р-156 (2).
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ставила 20%. Ингибирование активности от 20 до
50% некоторых щелочных пептидаз у алкалофи-
лов в присутствии 1–5% детергента тритон X-100
описано в работах [20, 21]. Следует отметить, что

в некоторых работах показана стимуляция про-
теолитической активности фермента при инкуба-
ции его в тритон X-100 в концентрациях 0.1, 1.0 и
5.0% [18, 19, 27]. Подавление активности фермен-
тов на 20–50% в присутствии малых концентра-
ций ДДС-Na описано также и в работах [18, 19].
Полученные результаты свидетельствуют о влия-
нии отдельных ПАВ на стабильность пептидазы,
что в дальнейшем должно быть учтено при разра-
ботке моющих средств с оптимальными характе-
ристиками.

Таким образом, было подтверждено, что одним
из потенциальных источников щелочных пептидаз
могут быть новые алкалофильные бактерии, спо-
собные расти в щелочных условиях. Секретируе-
мые пептидазы новых видов алкалофильных бакте-
рий были частично очищены и охарактеризованы.
Пептидазы продемонстрировали такие свойства,
как высокую стабильность при щелочных pH,
устойчивость к ПАВ и солености среды, что ука-
зывало на возможность их использования в каче-
стве добавок при разработке моющих средств.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта РФФИ № 18-04-00236, частично в рамках
госзадания АААА-А19-119020590109-3 для ФИЦ
Биотехнологии РАН и частично в рамках госза-
дания 0271-2021-0003 (FWSM-2021-0003) для
ФГБУН ИОЭБ CО РАН.
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Таблица 2. Влияние ингибиторов на активность аминопептидаз

Ингибиторы Концентрация, М
Остаточная активность пептидаз штаммов, %

G-192Т Р-156

Контроль – 100 100
ЭДТА 0.04 46.9 44.8
ЙАА 0.04 78.8 68.4
ФМСФ 0.04 84.8 73.5

Таблица 3. Влияние поверхностно-активных веществ
и окислителя на активность аминопептидаз из штам-
мов G-192 и Р-156

* За 100% принимали активность в контроле.

Реагент
Остаточная активность, % 

(вес/об.)*

G-192 Р-156

Тритон X-100, %
0.5 39.4 ± 1.5 41.5 ± 1.7
1 43.2 ± 1.3 43.5 ± 1.5
1.5 43.1 ± 1.7 45.7 ± 1.9
2 34.9 ± 0.9 40.2 ± 2.1
2.5 33 ± 2.0 41.2 ± 0.6
3 30 ± 1.9 40.7 ± 1.5
3.5 29.4 ± 1.3 42.7 ± 0.7
4 15.2 ± 0.7 42.5 ± 1.3
4.5 6.5 ± 1.8 38.4 ± 0.9
5 5 ± 1.5 12.8 ± 1.7
5.5 6.4 ± 0.9 14.1 ± 2.0
6 4.8 ± 1.7 8.5 ± 1.3

ДДС, %
0.1 74.5 ± 0.6 88.1 ± 1.1
0.2 62.2 ± 0.8 90.1 ± 1.6
0.3 58.4 ± 1.1 78.7 ± 2.1
0.4 55.7 ± 1.6 78.1 ± 0.6
0.5 52.6 ± 2.2 46.6 ± 0.4
0.6 50.8 ± 0.8 38.2 ± 0.7
0.7 22.9 ± 1.6 38.5 ± 1.1
0.8 23.5 ± 0.6 36.5 ± 0.8

H2O2, %
0.5 69.8 ± 0.9 80.4 ± 0.4
1.0 54.5 ± 1.4 57.6 ± 1.7
2.0 52.8 ± 1.3 32.2 ± 0.9
3.0 51.8 ± 0.7 19.8 ± 1.3
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Peptidase activity of alkaliphilic aerobic proteolytic bacteria Alkalicaulis satelles G-192T and Aliidiomar-
ina sp. P-156, isolated from the system of hypersaline alkaline lakes Tanatar (Altai Territory) was studied.
Strains G-192 and P-156 710 were shown to hydrolyze para-nitroanilide substrates, exhibiting the highest
activity hydrolyzing of the aminopeptidase LpNa substrate. Analysis of partially purified peptidase prepa-
rations showed that the enzymes were most active and stable in the alkaline pH range from 8.4 to 11. The
peptidases of strains G-192 and P-156 were highly stable in NaCl up to 220 and 70 g/L respectively. The
results on inhibitor analysis and substrate specificity of the studied extracellular enzymes suggested their
classification as metallopeptidases of the aminopeptidase type. The studied peptidases showed significant
resistance to the surfactants Triton X-100, SDS and the oxidizing agent H2O2. The isolated bacteria that
produce peptidases can be used as a source of proteolytic enzymes in the development of new detergents.

Keywords: alkalophilic bacteria, stable alkaline peptidases, biotechnological potential, detergents
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На основе моделирования белковой структуры α-субъединицы бифенил 2,3-диоксигеназы (BphA1)
(КФ 1.14.12.18), ключевого фермента деструкции бифенила и полихлорбифенилов (ПХБ), установ-
лено, что BphA1 Rhodococcus wratislaviensis КТ112-7(=ВКМ Ас-2623D) имела наибольший уровень
сходства с классическими бифенилдиоксигеназами (БДО) штаммов-деструкторов ПХБ рода Rhodo-
coccus, структура BphA1 Rhodococcus wratislaviensis CH628 – с нафталин диоксигеназой штаммов рода
Rhodococcus. Структура BphA1 Rhodococcus ruber P25(=ИЭГМ 896) была уникальной, так как не было
выявлено белковых молекул с высоким уровнем сходства. Показано, что все исследуемые штаммы,
несмотря на различия в строении BphA1, осуществляли диоксигенирование незамещенного цикла
в молекулах 3,4-дихлорбифенила (ПХБ 12) монохлорированных и моногидрокси-монохлорирован-
ных бифенилов (смесь Р). Уровень деструкции ПХБ 12 и смеси Р составил 95.4–100% при 30°С за
10 сут при начальной концентрации 0.1 г/л. Установлено, что изменение температуры (10–50°С)
оказывало наибольшее влияние на активность штамма R. ruber P25 (снижение в 3.1–3.9 раза). Штам-
мы R. wratislaviensis CH628 и R. wratislaviensis КТ112-7 эффективно разлагали ПХБ 12 в пределах 20–
40 и 10–30°С соответственно, при уровне деструкции 93.2–100%.

Ключевые слова: Rhodococcus, бифенил диоксигеназа, 3,4-дихлорбифенил, гидроксибифенил, темпе-
ратура, деструкция
DOI: 10.31857/S0555109921060027

Ремедиация объектов окружающей среды
(грунтов, воды и воздуха) с помощью бактериаль-
ных штаммов, обладающих способностью к де-
градации токсикантов, является актуальной зада-
чей современных биотехнологий. Из-за высокой
сорбционной способности наиболее проблем-
ным объектом для микробиологической очистки
(восстановления) является почва [1]. В то же вре-
мя, именно почвогрунт является благоприятной
средой обитания бактериальных сообществ, сре-
ди которых имеются потенциальные штаммы-
деструкторы, адаптированные к определенным
классам загрязняющих почву веществ и матери-
алов. Особо пристальное внимание разработчи-
ков новых биотехнологий приковано к пробле-
мам ремедиации природных объектов после их

загрязнения стойкими органическими загрязни-
телями (СОЗ), основную часть которых состав-
ляют соединения хлорароматической природы
(http://www.pops.int). Наибольший вклад в эту
группу хлораренов вносят полихлорбифенилы
(ПХБ), значительная доля которых (около 40%
от всех произведенных ПХБ) аккумулирована в
окружающей среде из-за неправильного обраще-
ния с этими материалами [2]. Установленная вы-
сокая токсичность ПХБ и их опасность для сло-
жившихся биот подкрепляется длительными пери-
одами полураспада этих хлоаренов, достигающих в
случае высокохлорированных соединений не-
скольких десятков лет [3].

Находясь в природных объектах, ПХБ в зависи-
мости от климатических условий могут подвергать-

УДК 579.222:577.217
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ся различным окислительным процессам, транс-
формируясь в первичные продукты окисления –
гидроксипроизводные (ПХБ-ОН) [4]. Соедине-
ния ПХБ-ОН, обладая более высокой гидрофиль-
ностью по сравнению с исходными ПХБ, являют-
ся и более доступными для микробов: бактерий,
грибов. Но даже самые развитые биотехнологиче-
ские методы и подходы не могут дать однознач-
ных схем превращений всех ПХБ, попавших в
природу, и предположить четкие направления
бактериальной деструкции ПХБ и ПХБ-ОН по
причине сложного состава технических ПХБ. Та-
ким образом, для более глубокого понимания
процессов трансформации ПХБ в окружающей
среде, необходимы комплексные исследования,
сочетающие методы химической модификации
ПХБ в ПХБ-ОН и микробной деструкции данных
соединений.

Первичная атака молекулы ПХБ и ПХБ-ОН
путем внедрения в молекулу двух гидроксильных
групп осуществляется ферментом бифенил-2,3-
диоксигеназой (BphA, БДО, КФ 1.14.12.18) [5].
BphA входит в семейство гидроксилирующих
диоксигеназ и состоит из трех α- больших
(BphA1) и трех β- малых (BphA2) субъединиц,
ферредоксина (BphA3) и ферредоксин-оксидо-
редуктазы (BphA4). За распознавание конгене-
ров ПХБ и связывание с ними отвечает α-субъ-
единица бифенил 2,3-диоксигеназы [6]. В связи с
этим особый интерес при изучении возможности
разложения ПХБ и ПХБ-ОН аэробными бактери-
ями представляет структура α-субъединицы данно-
го фермента у активных штаммов-деструкторов.

Восстановление территорий, загрязненных
ПХБ, осложняется нестабильными температур-
ными условиями в течение вегетационного се-
зона. Известно, что выход температуры окружа-
ющей среды за рамки оптимального диапазона
культивирования бактериальных штаммов нега-
тивно сказывается на их биодеградативном по-
тенциале [8]. Разложение ПХБ осуществляется
психрофильными, мезофильными и термофиль-
ными штаммами [8–12]. Температура, при кото-
рых описанные штаммы проявляли окислитель-
ную активность по отношению ПХБ, составляет
4–60°С. Однако, наиболее высокие показатели от-
мечены при температурах близких к 30°С [8–11].
Сведения о разложении ПХБ в неоптимальных
условиях ограничены.

Цель работы – моделирование первичной,
вторичной и третичной структуры α-субъедини-
цы бифенил диоксигеназы штаммов Rhodococcus
ruber P25, Rhodococcus wratislaviensis CH628 и Rhodo-
coccus wratislaviensis КТ112-7, а также анализ их спо-
собности к деструкции 3,4-дихлорбифенила и его
химически модифицированных производных при
различных температурах.

МЕТОДИКА
Бактериальные штаммы и условия культивиро-

вания. Штаммы рода Rhodococcus, использован-
ные в настоящем исследовании, выделены ранее
из почв на территории России, загрязненных хло-
рароматическими соединениями. Штамм Rhodo-
coccus ruber P25 выделен из почв в г. Пермь (Рос-
сия), депонирован в Коллекции алканотрофных
микроорганизмов ИЭГМ УрО РАН (=ИЭГМ 896)
[13, 14], Rhodococcus wratislaviensis CH628 – из
почв г. Чапаевска (Россия) [15, 16], Rhodococcus
wratislaviensis КТ112-7 – из почв г. Березники
(Россия), депонирован во Всероссийской коллек-
ции микроорганизмов (=ВКМ Ас-2623D) [17, 18].
Культивирование штаммов проводили в мине-
ральной среде К1 [19] с внесением бифенила в ка-
честве источника углерода (конечная концентра-
ция 0.5 г/л). Оптимальную температуру и пределы
сохранения жизнеспособности штаммов опреде-
ляли при культивировании в диапазоне темпера-
тур 4–60°С [13].

Ресурсы для моделирования структуры BphA1.
Нуклеотидную последовательность α-субъеди-
ницы бифенил 2,3-диоксигеназы штаммов
R. wratislaviensis KT112-7 и R. wratislaviensis CH628
получили при анализе результатов полногеном-
ного секвенирования и депонировали в между-
народную базу данных GenBank под номерами
MW070531 и MW070532, соответственно. Для
штамма R. ruber P25 использована нуклеотидная
последовательность гена bphA1, депонирован-
ная ранее в GenBank под номером КР985699.1
[20]. Первичную, вторичную и третичную струк-
туру α-субъединицы БДО моделировали на ос-
нове нуклеотидной последовательности гена
bphA1 с применением известных моделей фер-
ментов класса диоксигеназ с использованием про-
грамм MEGA X (https://www.megasoftware.net),
SwissDock (https://www.swissdock.ch), SwissModel
(https://www.swissmodel.expasy.org), UCSF CHIMERA
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/ download.html).

Синтез ПХБ 12. Для исследования использова-
ли 3,4-дихлорбифенил (ПХБ 12). Синтез осу-
ществляли по реакции Гомберга–Бахмана–Хея в
присутствии изо-амилнитрита [21] из бензола и
3,4-дихлоранилина. Все реагенты квалификации
х. ч. (ЗАО “НПО Экрос”, АО “Вектон”, Россия).
Для применения в микробиологических экспери-
ментах полученный 3,4-дихлорбифенил очищали
от остальных компонентов реакционной смеси
путем перегонки в вакууме.

Синтез производных ПХБ 12 (смесь Р). В колбу,
снабженную магнитной мешалкой, обратным хо-
лодильником и капельной воронкой, вносили
3.36 г (0.06 моль) KOH и 25 мл (25.55 г, 0.42 моль)
2-аминоэтанола. Содержимое колбы нагревали
при интенсивном перемешивании до образова-
ния мелкодисперсной суспензии. Затем вносили
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0.22 г (0.01 моль) ПХБ 12 и кипятили реакцион-
ную массу при перемешивании (~170°C) в тече-
ние 17 ч. По окончания массу охлаждали до ком-
натной температуры, вносили разбавленную соля-
ную кислоту до рН 1–2 и экстрагировали толуолом
(2 × 10 мл). Толуольный экстракт сушили CaCl2 и
анализировали методом ГХ-МС. Каждое взаимо-
действие проводили 3 раза. Для микробиологиче-
ских исследований толуольный экстракт упарива-
ли на воздухе, остаток высушивали под вакуумом
(5 мм рт. ст., tкомн) до постоянной массы [22]. Полу-
чали смесь Р – смесь двух изомеров моногидрокси-
монохлорбифенилов (98.42%), остальное – 3- и
4-монохлорбифенилы с суммарным содержанием
(1.68%). Все реагенты были квалификации х. ч.

Идентификация и анализ ПХБ 12 и компонентов
смеси Р. Анализ и идентификацию осуществляли
на газовом хромато-масс-спектрометре “Agilent
GC 7890A MS 5975C Inert XLEI/CI” (“Agilent Tech-
nologies”, США) с кварцевой капиллярной колон-
кой HP-5MS (полидиметилсилоксан, 5 мас. % фе-
нильных групп) длиной 30 м, диаметром 0.25 мм,
толщиной пленки 0.25 мкм и квадрупольным
масс-спектрометрическим детектором. Темпера-
тура колонки: начальная – 40°С (выдержка 3 мин),
программирование со скоростью 10 град./мин до
290°С (выдержка 30 мин), температура испарите-
ля – 250°С, температура источника – 230°С, квад-
руполя – 150°С, переходной камеры – 280°С, газ-
носитель – гелий, 1.0 мл/мин. Сканирование в ре-
жиме электронной ионизации (70 эВ) по полному
ионному току в диапазоне масс 20–1000 Да.

Биодеструкция ПХБ 12 и смеси Р. Для изучения
биодеградации ПХБ 12 и смеси Р бактериальные
культуры (ОП600 = 1.5, 1 мл), предварительно вы-
ращенные в минеральной среде К1 с добавлением
1 г/л бифенила в качестве источника углерода до
середины экспоненциальной фазы, были поме-
щены в стеклянные флаконы (“Sigma-Aldrich”,
Германия) объемом 4 мл, закрытые тефлоновыми
крышками. В каждый флакон вносили 0.1 г/л
ПХБ 12 или смеси Р и инкубировали на круговом
шейкере Environmental Shaker-Incubator ES-20/60
(“BioSan”, Латвия) при 120 об./мин в течение 14 сут.
Температура культивирования 10, 20, 30, 40 и
50°С. Образцы для анализа отбирали на 0, 1, 3, 7,
10 и 14 сут инкубации. Процесс деструкции оста-
навливали замораживанием. Бактериальный рост
контролировали в незамороженных образцах по
изменению оптической плотности культуры при
600 нм на спектрофотометре UV-Visible BioSpec-
mini (“Shimadzu”, Япония).

Определение содержания ПХБ 12 и смеси Р при
биодеструкции. Во флаконы, содержащие 1 мл
бактериальной культуры и ПХБ 12 или смесь Р
после биодеструкции, добавляли 0.1 мл 35%-ной
соляной кислоты и 0.5 мл гексана. Для лучшего
разделения органической и водной фаз флаконы

помещали в центрифугу Sigma 3-16P (“Sigma”,
Германия) и центрифугировали содержимое фла-
кона в течение 5 мин при скорости 9168 g. Далее
проводили анализ органического слоя в условиях
ГХ-ПИД.

Количественную оценку ПХБ и/или ПХБ-ОН
проводили на газовом хроматографе “Shimadzu GC
2010” (“Shimadzu”, Япония) с пламенно-иониза-
ционным детектором и кварцевой капиллярной
колонкой ZB-5 (длина 30 м, диаметр 0.25 мм),
толщина пленки неподвижной фазы составляла
0.25 мкм. Начальная температура колонки со-
ставляла 40°С (3 мин) с последующим повыше-
нием температуры 10°/мин до конечной темпера-
туры 280°С (изотерма 15 мин). Температура испа-
рителя 250°С, детектора – 300°С.

Расчет содержания оставшихся после биоде-
струкции ПХБ или ПХБ-ОН в каждом исследуе-
мом образце проводили методом внутренней нор-
мализации, рассчитывая вклад отдельных соеди-
нений в суммарную площадь пиков. На основании
полученных расчетных площадей пиков оценива-
ли содержание исходных ПХБ или ПХБ-ОН после
процесса биодеградации.

Каждый образец был проанализирован не ме-
нее четырех раз на газовом хроматографе, средне-
квадратическое отклонение составило не более 3%.

Анализ метаболитов. Метаболиты изучали в об-
разцах, отобранных на 0, 1, 3, 7, 10 и 14 сут экспе-
римента по биодеградации. Содержимое каждого
стеклянного флакона центрифугировали на ми-
ницентрифуге MiniSpin (“Eppendorf”, Германия)
10 мин при 13201 g. Для анализа использовали на-
досадочную жидкость. В качестве стандартов при-
меняли бензойную кислоту (БК), моно- (3-, 4-) и
ди- (3,4-) хлорбензойные кислоты (ХБК), 2-гидрок-
си-3-хлор- и 2-гидрокси-4-хлорбензойные кисло-
ты (“Sigma-Aldrich”, Германия).

Присутствие метаболитов в среде культивиро-
вания регистрировали методом ВЭЖХ при ис-
пользовании хроматографа “LC-20AD Promi-
nance” (“Shimadzu”, Япония) с колонкой С-18
150 × 4.6 мм (“Sigma-Aldrich”, США) и УФ-детек-
тором “SPD-20A” (“Shimadzu”, Япония) в системе
ацетонитрил – 0.1%-ная Н3РО4 (60 : 40 об./об.).
Идентификацию продуктов метаболизма прово-
дили методом сравнения времени удерживания
на колонке образовавшихся и стандартных со-
единений [23].

Установлено, что БК регистрируется при
длине волны λ = 205 нм с временем удерживания
τ – 4.8 мин, 3-ХБК, 4-ХБК и 3,4-диХБК – при
длине волны λ = 232 нм в диапазоне времен удер-
живания 5–8 мин, а моно(хлоргидрокси)бензой-
ные кислоты – при λ = 205 нм и τ = 10–15 мин.

Образование (хлор/гидрокси)-2-гидроксо-
6-оксо-(хлорфенил)гекса-2,4-диеновых кислот
(ГОФДК) определяли на спектрофотометре
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UV-Visible BioSpec-mini (“Shimadzu”, Япония) при
λmax от 390 до 450 нм [23].

Анализ эффективности биодеструкции. Эффек-
тивность деструкции оценивали, определяя уро-
вень деструкции субстрата (%, 1), удельную ско-
рость (сут–1, 2), а также кинетические параметры
деструкции путем вычисления уравнения первого
приближения зависимости концентрации ПХБ 12
и смеси Р от времени инкубации (3) с учетом ко-
эффициента достоверности аппроксимации (R2):

(1)
где Д – эффективность деструкции, %; Сt – кон-
центрация субстрата через определенный проме-
жуток времени; C0 – концентрация субстрата в
начальный момент времени;

(2)
где C0 – концентрация субстрата (ПХБ12 или
смесь Р) в начальный момент времени, мг/л, Сi –
концентрация субстрата в конечный момент вре-
мени, мг/л, Δt – период деструкции, сут;

(3)
где y – концентрация ПХБ12 и/или смеси Р, г/л; х –
время деструкции; k1, k2 и k3 – коэффициенты,
определяемые экспериментально.

Статистический анализ данных. Все экспери-
менты проводили не менее чем в трехкратной по-
вторности. Анализ количественных показателей
проводили с использованием пакетов программ
MS Office и CAKE (https://www.tessella.com/show-
case/computer-assisted-kinetic-evaluation).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристика α-субъединицы бифенил 2,3-диок-

сигеназы. Для моделирования структуры α-субъ-
единицы БДО штаммов-деструкторов ПХБ
R. wratislaviensis KT112-7, R. wratislaviensis CH628 и
R. ruber P25 были использованы нуклеотидные
последовательности генов bphA1КТ112-7 (GenBank
MW070531), bphA1СН628 (GenBank MW070532) и
bphA1Р25 (GenBank KP985699.1). Филогенетический
анализ генов bphA1КТ112-7, bphA1СН628 и bphA1Р25 по-
казал, что они принадлежат различным семей-
ствам диоксигеназ (рис. 1). В результате дедук-
тивной трансляции и сравнения с гомологичны-
ми аминокислотными последовательностями,
представленными в базе данных GenBank, уста-
новлено, что BphA1КТ112-7 на 99.64% идентична
таковой фермента семейства бифенил-диокси-
геназ (КФ 1.14.12.18) штамма-деструктора ПХБ
Rhodococcus aetherivorans I24 (GenBank AAL61663.2) и
находится в группе классических БДО. Дедуктивная
аминокислотная последовательность BphA1СН628 на
100% сходна с первичной структурой α-субъеди-
ницы нафталиндиоксигеназы (КФ 1.14.12.12)

( ) = ×t 0Д % 100 –  1(( )0 )0 ,С C

μ = Δ0 iLnС – LnC( ) ,t

= + +2
1 2 3,y k x k x k

штамма-деструктора Rhodococcus opacus B4 (Gen-
Bank BAH47212.1) и располагается в “ветви” наф-
талиновых диоксигеназ. Как было показано ра-
нее, BphA1Р25 показывает наибольший уровень
сходства с ферментами группы фенил-пропионат
диоксигеназ (КФ 1.14.12.– ) [20].

Анализ вторичной структуры показал, что соот-
ношение α-спиралей и β-тяжей в α-субъединицах
БДО штаммов R. wratislaviensis KT112-7, R. wratisla-
viensis CH628 и R. ruber P25 составило 1 : 0.89, 1 : 1.06
и 1 : 1.38 соответственно (табл. 1). Таким образом, у
штаммов СН628 и Р25 большая часть аминокислот-
ной последовательности BphA1 формирует β-тяжи.

В результате 3D-моделирования установлены
третичные структуры BphA1КТ112-7, BphA1СН628 и
BphA1Р25 (рис. 2). Анализ параметров показал, что
наиболее достоверная модель (93–99%) α-субъеди-
ницы БДО получена для BphA1 штамма R. wratisla-
viensis KT112-7 (табл. 2). При этом наиболее близ-
кой моделью третичной структуры BphA1КТ112-7 яв-
ляется таковая БДО штамма Rhodococcus jostii RHA1
[24]. Для BphA1СН628 также удалось получить мо-
дель третичной структуры с высокими показателя-
ми достоверности (91–92%). Наиболее близкой яв-
ляется модель α-субъединицы нафталиндиокси-
геназы штамма Rhodococcus sp. NCIMB12038
(табл. 2) [25]. В то же время создание модели тре-
тичной структуры BphA1Р25 было сопряжено с
проблемой поиска наиболее близкой третичной
структуры фермента семейства диоксигеназ. Ана-
лиз баз данных показал, что из описанных моде-
лей максимальный уровень сходства выявляется
при сравнении BphA1Р25 с α-субъединицей толуол-
2,3-диоксигеназы штамма Pseudomonas putida F1
(табл. 2) [26]. Уровень достоверности полученной
третичной структуры BphA1Р25 составил 35–77%
при анализе различных параметров. Полученные
результаты подтверждают уникальность строения
α-субъединицы бифенил-2,3-диоксигеназы штам-
ма R. ruber P25.

Анализ деструкции ПХБ 12 штаммами R. wratisla-
viensis KT112-7, R. wratislaviensis CH628 и R. ruber
P25. Для изучения особенностей деструкции хло-
рированных бифенилов штаммами R. wratislavien-
sis KT112-7, R. wratislaviensis CH628 и R. ruber P25,
БДО которых существенно различались, была ис-
следована их активность по отношению к ПХБ 12,
в молекуле которого атомы хлора находятся у 3 и
4 атомов углерода в одном ароматическом кольце.
Синтез ПХБ 12 был осуществлен по стандартной
методике путем конденсации 3,4-дихлоранилина с
бензолом в присутствии изо-амилнитрита (рис. 3)
[21]. Выход целевого продукта ПХБ 12 достигал
10%. Для дальнейших микробиологических ис-
следований ПХБ 12 был очищен от компонентов
реакционной смеси до концентрации 98.03%.

Анализ данных, полученных по биотрансфор-
мации ПХБ 12, показал, что штаммы КТ112-7 и
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СН628 осуществляли его полное разложение за
7 сут, а штамм Р25 – за 10 сут культивирования
при 30°С. При этом основным метаболитом явля-
ется 3,4-диХБК (рис. 4). Известно, что термо-
фильный штамм Bacillus sp. JF8 разлагал ПХБ 12
также через стадию образования 3,4-диХБК [12].
Помимо хлорбензойной кислоты в среде культи-
вирования всех исследуемых штаммов идентифи-
цирована ГОФДК с длиной волны максимально-
го поглощения 438 нм (ОП = 0.120–0.264 о.е.), что
свидетельствовало о расположении атомов хлора
в фенольной части молекулы, при этом один из
заместителей находится у 9 углеродного атома
[27]. Известно, что низкохлорированные конге-
неры ПХБ (количество атомов хлора ≤3) в при-
сутствии аэробных микроорганизмов преимуще-
ственно подвергаются окислительной деградации
под действием ферментов класса диоксигеназ с об-
разованием катехолподобных соединений [5]. Оче-
видно, что для БДО исследуемых штаммов наибо-
лее удобным структурным фрагментом молекулы
ПХБ 12 для атаки двух атомов кислорода из акти-

вированной под действием диоксигеназы моле-
кулы кислорода является стерически свободный,
незамещенный ароматический цикл (рис. 5).
Окисление ПХБ 12 протекало через стадию ди-
гидроксилирования с образованием 3,4-дихлор-
2',3'-дигидроксибифенила. Далее следует стан-
дартный для аэробных бактерий мета-распад не-
хлорированного цикла, и образуется замещенная
пентадиеновая кислота (9,10-диCl-ГОФДК). В ре-
зультате последующего ферментативного расщеп-
ления 9,10-диCl-ГОФДК образуются пентадиено-
вая и 3,4-дихлорбензойная кислоты (рис. 5) [28].

Возможный альтернативный вариант – взаимо-
действие атомов кислорода под действием БДО по
хлорированному циклу – является менее выгод-
ным из-за стерических препятствий. В результате
окисления хлорированного кольца ПХБ 12 обра-
зовавшиеся аналоги дихлор-дигидроксибифенила
будут характеризоваться расположением всех заме-
стителей в одном ароматическом кольце, а при ме-
та-распаде – все заместители будут располагаться

Рис. 1. Дерево сходства генов α-субъединиц гидроксилирующих диоксигеназ ароматических соединений, постро-
енное с использованием метода UPGMA. Достоверность ветвления оценивали на основании “bootstrap”-анализа
1000 альтернативных деревьев. Дерево построено на основании выравнивания последовательностей исследуемых
генов и ранее опубликованных в GenBank. На дереве представлены названия штаммов и номера нуклеотидных по-
следовательностей в GenBank (исследуемые в настоящей работе выделены полужирным шрифтом).
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Таблица 1. Вторичная структура α-субъединицы бифенил диоксигеназы

α-
спирали

№ аминокислотного остатка
в первичной структуре β-тяжи

№ аминокислотного остатка
в первичной структуре

КТ112-7 СН628 Р25 КТ112-7 СН628 Р25

α 1 3–9 4–16 61–64 β 1 41–45 47–51 5–9
α 2 19–22 25–27 100–115 β 2 54–60 60–66 15–19
α 3 25–36 31–40 137–141 β 3 63–69 69–75 81–85
α 4 46–48 52–54 146–150 β 4 75–79 81–85 88–92
α 5 121–124 127–140 153–159 β 5 94–96 100–102 129–133
α 6 130–132 166–180 197–201 β 6 139–143 105–107 177–179
α 7 158–173 203–212 205–210 β 7 146–150 114–116 186–190
α 8 195–204 215–220 215–220 β 8 180–182 147–151 231–234
α 9 215–221 222–227 β 9 187–192 154–158 238–241
α 10 228–230 236–238 β 10 237–241 187–189 246–252
α 11 257–272 246–248 β 11 248–252 185–199 258–263
α 12 274–284 265–267 β 12 297–300 240–244
α 13 287–291 270–279 β 13 304–307 250–254
α 14 338–351 282–288 β 14 312–318 293–298
α 15 359–374 348–359 β 15 324–333 302–309
α 16 377–379 368–375 β 16 402–405 318–330
α 17 410–423 β 17 333–343
α 18 428–434

Таблица 2. Параметры модели третичной структуры α-субъединицы бифенил 2,3-диоксигеназы

Параметр R. wratislaviensis КТ112-7 R. wratislaviensis СН628 R. ruber Р25

Площадь поверхности 
субъединицы, Å2 17.84 × 103 17.39 × 103 15.20 × 103

Объем субъединицы, Å3 55.63 × 103 48.20 × 103 32.40 × 103

Наиболее близкий по тре-
тичной структуре фермент

BphA1,
бифенил 2,3-диоксигеназа 

(КФ 1.14.12.18)

NDO-R_A, нафталин
1,2-диоксигеназа

(КФ 1.14.12.12)

TDO-F,
толуол 2,3-диоксигеназа 

(КФ 1.14.12.11)

Бактериальный штамм
с близким ферментом Rhodococcus jostii RHA1 [25] Rhodococcus sp. 

NCIMB12038 [26] Pseudomonas putida F1 [27]

Уровень сходства, % 98.65 93.72 44.79

Точность третичной струк-
туры 0.93 0.91 0.77

Оценка качества третич-
ной структуры –0.06 –0.35 –2.63

Оценка качества четвер-
тичной структуры 0.76 0.82 0.75
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Рис. 2. Третичная структура α-субъединицы бифенил 2,3-диоксигеназы штаммов R. wratislaviensis CH628 (a), R. ru-
ber P25 (б) и R. wratislaviensis KT112-7 (в). Модели построены на основании анализа дедуктивных аминокислотных
последовательностей исследуемых ферментов, имеющихся в базах данных с использованием алгоритма программы
UCSF CHIMERA. При окрашивании моделей использован режим “rainbow”, при котором окрашивание модели
происходит от N-конца цепи до С-конца от синего через радужный спектр до красного с выделением цветом каж-
дого элемента вторичной структуры.

(а)

(в)

(б)

Рис. 3. Схема синтеза ПХБ 12 (3,4-дихлорбифенила).
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в диеноатной части ГОФДК. Последующее гидро-
литическое расщепление такой молекулы приведет
к образованию дихлорпентадиеновой кислоты и
БК. Однако в настоящем исследовании БК не была
выявлена среди метаболитов, образующихся при
разложении ПХБ 12 штаммами R. wratislaviensis
KT112-7, R. wratislaviensis CH628 и R. ruber P25.

Таким образом, накопление в среде 3,4-диХБК
(рис. 4), но не БК, подтверждает высказанное
предположение, что БДО исследуемых штаммов
осуществляют окисление незамещенного кольца
ПХБ 12.

Биодеструкция смеси Р, полученной при гидрок-
силировании ПХБ 12. Синтез ПХБ-ОН на основе
ПХБ 12 проводили путем взаимодействия конге-
нера ПХБ со щелочью в среде 2-аминоэтанола
(рис. 6) по методике, описанной ранее [22].

По результатам ГХ-МС анализа установлено,
что в условиях реакции протекало образование
смеси продуктов (смесь Р). В составе смеси Р
преобладали целевые продукты – моногидрокси-
монохлорированные бифенилы. Наиболее вероят-
но, что ПХБ-ОН были представлены 3-гидрокси-
4-хлорбифенилом и 4-гидрокси-3-хлорбифенилом
при условии ипсо-атаки гидрокси-группы по связи
CAr–Cl конгенера ПХБ 12. На долю целевых про-
дуктов (ПХБ-ОН) приходилось 98.42% от всех ком-
понентов смеси Р. Характерной особенностью ре-
зультатов химического синтеза было образование в
условиях реакции более низкохлорированных кон-
генеров ПХБ наряду с формированием изомерных
ПХБ-ОН. Полученные результаты свидетельство-
вали о том, что в составе смеси Р присутствовали
3-хлорбифенил и 4-хлорбифенил (1.68% от всех
компонентов смеси). Как было показано, образо-
вание более низкохлорированных ПХБ связано с
протеканием in situ конкурирующей реакции гид-
родехлорирования, как результата межмолеку-
лярных взаимодействий всех участвующих реа-
гентов [22].

Время трансформации смеси Р штаммами
R. wratislaviensis KT112-7, R. wratislaviensis CH628
и R. ruber P25 при условиях, аналогичных биоде-
струкции ПХБ 12, увеличивалось (рис. 7). Штам-
мы R. wratislaviensis KT112-7 и R. wratislaviensis
CH628 осуществляли 100%-ное разложение сме-
си за 10 сут, тогда как уровень деструкции смеси Р
штаммом R. ruber P25 за аналогичный период со-
ставлял 95.4%. Снижение биодеградативной ак-

Рис. 4. Деструкция 3,4-дихлорбифенила (%) и образо-
вание основного метаболита – 3,4-дихлорбензойной
кислоты (мг/л) при 30°С: 1, 4 – R. wratislaviensis KT112-7,
2, 5 – R. ruber P25, 3, 6 – R. wratislaviensis CH628.
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Рис. 5. Схема метаболического пути 3,4-дихлорбифенила у исследуемых штаммов рода Rhodococcus.
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тивности может быть обусловлено токсическим
эффектом, который оказывают на бактериаль-
ные клетки гидроксилированные монохлорби-
фенилы. Согласно данным [29] концентрация
4-гидрокси-3-хлорбифенила, при которой на-
блюдалось 50%-ное падение бактериальной лю-
минесценции составляло 1.15 мг/л, а для 3-гидрок-
си-4-хлорбифенила данный показатель составлял
6.34 мг/л, что в 7–39 раз меньше, чем аналогичный
показатель для негидроксилированных хлорбифе-
нилов. Уровень цитотоксичности 100 мг/л 4-гид-
рокси-3-хлорбифенила, исследованный на спе-
циально подготовленных бактериальных клетках,
составлял 33.1 ± 5.5% [30].

Следует отметить, что удельная скорость де-
струкции смеси Р, по сравнению с аналогичным
показателем для штаммов R. wratislaviensis KT112-7,
R. wratislaviensis CH628 и R. ruber P25 ПХБ12, сни-
зилась в 1.2–1.4 раза (табл. 3, 4). Так как основную
часть смеси Р составляют гидроксихлорбифени-
лы, то снижение скорости деструкции исследуе-
мой смеси по сравнению с аналогичным показа-
телем при разложении ПХБ 12, вероятно, обу-
словлено токсичностью компонентов смеси.

Методом ВЭЖХ при биодеструкции смеси Р в
культуральной среде всех трех штаммов были за-
фиксированы 3-ХБК, 4-ХБК и моногидрокси-мо-
нохлорбензойные кислоты, но не обнаруживалась
БК (рис. 7). Известно, что основным метаболи-
том при разложении 4-гидрокси-3-хлорбифени-
ла штаммом Sphingomonas sp. N-9 является 4-
гидрокси-3-хлорбензойная кислота [30]. Спек-
трофотометрические исследования показали, что
при разложении смеси Р отмечалось присутствие
нескольких ГОФДК с максимальной длиной вол-
ны поглощения при 436 и 418 нм (ОП436 = 0.112–
0.134 о.е., ОП418 = 0.254–0.351 о.е. соответствен-
но). Известно, что λмакс = 436 нм характерна для
9Cl-ГОФДК, образующейся при окислении и по-
следующем расщеплении незамещенного цикла
молекулы 3-хлорбифенила [27]. Полученные дан-
ные позволяют предположить, что БДО штаммов
R. wratislaviensis KT112-7, R. wratislaviensis CH628 и
R. ruber P25 осуществляли окисление компонен-
тов смеси Р (т.е. монохлорбифенилов и моногид-
рокси-монохлорбифенилов) аналогично ПХБ 12
по незамещенному циклу молекулы (рис. 5, 6).

Таким образом, различия в строении BphA1КТ112-7,
BphA1СН628 и BphA1Р25 не оказывали влияния на ме-
ханизм разложения моно- и дихлорбифенилов, а
также моногидрокси-монохлорбифенилов, содер-
жащих заместители в одном кольце молекулы.

Биодеструкция ПХБ 12 и смеси Р при различных
температурах. В естественных условиях бактери-
альные штаммы испытывают существенные пе-
репады температуры окружающей среды. Эффек-
тивность биодеструкции зависит от активности
штаммов по отношению к ПХБ и их производ-
ным в зависимости от температуры. Установлено,
что штаммы R. wratislaviensis KT112-7, R. wratisla-
viensis CH628 и R. ruber P25 являются мезофила-
ми, растут в диапазоне температур 7–45°C, с оп-
тимумом для роста при 20–37°C [13]. Деструктив-
ную активность по отношению к ПХБ 12 и смеси
Р штаммы проявляли при 10–50°C (табл. 3, 4).
Максимальные показатели деструкции отмечены
при 30°C. Отклонение температуры в меньшую
или большую стороны снижало способности у
штамма R. ruber P25 к деструкции как ПХБ 12, так

Рис. 6. Схема синтеза смеси Р на основе конгенера ПХБ 12.
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Рис. 7. Деструкция (%) смеси Р и образование замещен-
ных бензойных кислот (мВ · с) при 30°С: 1, 4 – R. wratisla-
viensis KT112-7, 2, 5 – R. ruber P25, 3, 6 – R. wratislaviensis
CH628.
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Таблица 3. Кинетические параметры разложения ПХБ 12

Штамм Темпе-
ратура, °C Деструкция, %

Удельная 
скорость 

деструкции, 
сут–1

Уравнение деструкции R2

КТ112-7 10 98.2 0.444 y = 1.3524x2 – 21.996x + 89.36 0.948
20 99.6 0.543 y = 2.411x2 – 33.301x + 104.02 0.897
30 100 0.866 y = 1.4384x 2– 25.398x + 109.11 0.969
40 65.8 0.107 y = –0.1321x2 – 4.9961x + 98.593 0.992
50 45.7 0.061 y = 0.0593x2 – 4.5872x + 97.084 0.883

Р25 10 27.6 0.023 y = –0.2447x2 + 0.2605x + 95.723 0.864
20 60.2 0.088 y = –0.1915x2 – 3.5901x + 102.12 0.993
30 98.9 0.536 y = 1.6013x2 – 24.992x + 93.244 0.979
40 50.7 0.071 y = –0.0491x2 – 5.0386x + 104.97 0.935
50 25.4 0.029 y = 0.0913x2 – 3.3287x + 99.791 0.955

СН628 10 83.3 0.172 y = –0.7691x2 + 0.2328x + 95.089 0.952
20 99.8 0.597 y = 1.387x2 – 19.13x + 75.651 0.615
30 100 0.765 y = 2.0062x2 – 28.101x + 85.845 0.908
40 93.2 0.269 y = –0.5051x2 – 3.2536x + 93.078 0.964
50 75.9 0.143 y = –0.3675x2 – 4.2201x + 101.66 0.994

и смеси Р. В то же время, снижение температуры
до 10°C не приводило к потере активности штам-
ма R. wratislaviensis KT112-7 в отношении ПХБ 12
(табл. 3), тогда как уровень деструкции смеси Р
снижался в 1.7–2.4 раза (табл. 4). Повышение тем-
пературы культивирования штамма R. wratislaviensis
KT112-7 ингибировало процесс разложения как
ПХБ 12, так и смеси Р: снижение показателей в
1.5–1.6 раза при 40°С, в 1.9–2.2 раза при 50°С.
Штамм R. wratislaviensis CH628 эффективно раз-
лагал ПХБ 12 при 20–40°С (табл. 3). Если субстра-

том являлась смесь Р, отклонение температуры
культивирования от 30°С как в большую, так и в
меньшую стороны приводило к существенному
снижению биодеградативной активности штамма
CH628 (табл. 4). В литературе присутствует огра-
ниченное количество сведений о разложении
ПХБ и ПХБ-ОН при высоких и низких темпера-
турах. Известно, что мезофильный штамм-де-
структор ПХБ Burkholderia cepacia LB400 наибо-
лее активно разлагал смесь ПХБ Арохлор 1242 при
37°С, снижение температуры до 7°С приводило к

Таблица 4. Кинетические параметры разложения смеси P, полученной при гидроксилировании ПХБ 12

Штамм Температура, °C Деструкция, %
Удельная скорость 
деструкции, сут–1 Уравнение деструкции R2

КТ112-7 10 59.4 0.091 y = 0.8622x2 – 14.116x + 97.83 0.969
20 41.4 0.053 y = 2.411x 2– 33.901 + 104.02 0.897
30 99.6 0.552 y = 0.5647x2 – 14.823x + 93.715 0.981
40 61.2 0.095 y = –0.2598x2 – 3.5541x + 101.73 0.968
50 52.1 0.074 y = 0.039x2 – 5.8553x + 100.82 0.976

Р25 10 47.8 0.065 y = –0.9218x2 + 5.104x + 96.347 0.922
20 52.2 0.074 y = –0.4391x2 – 1.5687x + 99.368 0.999
30 95.4 0.308 y = 1.3376x2 – 22.74x + 100.68 0.979
40 35.3 0.044 y = 0.3753x2 – 7.1846x + 99.995 0.976
50 31.4 0.038 y = 0.5504x2 – 8.2418x + 98.04 0.915

СН628 10 8.2 0.009 y = 1.5772x2 – 20.967x + 76.694 0.651
20 84.3 0.185 y = 1.6625x2 – 26.437x + 99.956 0.993
30 100 0.691 y = 0.833x2 – 18.107x + 99.023 0.996
40 63.4 0.101 y = 0.2574x2 – 8.0068x + 94.368 0.925
50 45.8 0.061 y = –0.5727x2 – 0.404x + 115.04 0.732
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ингибированию процесса деструкции в 3.1 раза, а
повышение температуры до 50°С – к снижению
эффективности деструкции в 1.1 раза [9]. Для
психрофильных штаммов Pseudomonas sp. Cam-1
и Hydrogenophaga sp. IA3-A снижение температу-
ры культивирования с 30–37°С до 5–7°С также
вызывало снижение эффективности разложения
смесей ПХБ (Арохлор 1221 и Арохлор 1242) в це-
лом, и ПХБ 12, входящего в состав Арохлор 1221,
в частности [8, 9]. Микрофлора арктических почв
более эффективно разлагает ПХБ 12 в составе
Арохлора 1221 при 30°С (100% за 6 недель), чем
при 7°С (0–50% за 8 недель) [11]. Аналогичная за-
кономерность описана для психротолерантных
антарктических штаммов Arthrobacter sp. 74, Pseu-
doalteromonas sp. 19 и Psychrobacter sp. 15 [10].

Таким образом в результате проведенных ис-
следований установлено, что α-субъединицы би-
фенил 2,3-диоксигеназы штаммов R. wratislavien-
sis KT112-7, R. wratislaviensis CH628 и R. ruber P25
имеют существенные различия в нуклеотидных и
аминокислотных последовательностях. Впервые
для BphA1КТ112-7, BphA1СН628 и BphA1Р25 созданы
модели третичной структуры белковой молекулы,
подтвердившие принадлежность данных фермен-
тов к различным подсемействам диоксигеназ и
указавшим на уникальность строения BphA1Р25.
Установлено, что штаммы R. wratislaviensis KT112-7,
R. wratislaviensis CH628 и R. ruber P25 эффективно
разлагают ПХБ 12 и смесь монохлорбифенилов и
моногидрокси-монохлорбифенилов (смесь Р), по-
лученную при химической модификации ПХБ 12.
Бифенил диоксигеназы всех трех штаммов осу-
ществляют окисление незамещенного цикла в
молекулах ПХБ 12 и компонентах смеси Р. Впер-
вые показано, что штаммы рода Rhodococcus осу-
ществляют биодеструкцию хлорированных и гид-
роксилированных бифенилов в диапазоне темпе-
ратур 10–50°С. При этом у штамма R. wratislaviensis
KT112-7 наиболее эффективно процесс деструкции
ПХБ 12 протекал при 10–30°С, а смеси Р – при
30°С. Штамм R. wratislaviensis CH628 разлагал
ПХБ 12 на 93–100% при 20–40°С, тогда как уро-
вень деструкции смеси Р в том же температур-
ном диапазоне составлял 63–100%. Отклонение
температуры культивирования от 30°С приводит
к снижению, но не потере активности штамма
R. ruber P25 к исследуемым субстратам. Полу-
ченные данные позволили предположить, что
штаммы R. wratislaviensis KT112-7, R. wratislavien-
sis CH628 и R. ruber P25 могут быть перспектив-
ными для использования в технологиях биоре-
медиации территорий, загрязненных ПХБ, с
различными климатическими условиями.

В работе использовали оборудование молеку-
лярно-генетической лаборатории кафедры бота-
ники и генетики растений Пермского государ-
ственного национального исследовательского

университета, Центра коллективного пользова-
ния “Спектроскопия и анализ органических со-
единений” (ЦКП “САОС”), а также ЦКП “Иссле-
дования материалов и вещества” ПФИЦ УрО РАН.

Работы по химическому синтезу ПХБ 12 и его
производных, а также исследования биодеструк-
ции данных соединений штаммами рода Rhodo-
coccus при различных температурах выполнены
при финансовой поддержке РФФИ (грант 18-29-
05016мк).

Моделирование структуры α-субъединицы
БДО выполнено в рамках НИОКР АААА-А19-
119112290009-1 “Молекулярные механизмы адап-
тации микроорганизмов к факторам среды”.
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Modeling of the Biphenyl Dioxygenase α-Subunit Structure of Rhodococcus Strains 

and Features of the Destruction of Chlorinated and Hydroxylated Biphenyles

at Different Temperatures

D. O. Egorovaa, *, T. I. Gorbunovab, T. D. Kir’yanovaa, M. G. Pervovab, and E. G. Plotnikovaa

aInstitute of ecology and genetics of microorganisms, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, Perm, 614081 Russia
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Based on the modeling of the protein structure of the α-subunit of biphenyl 2,3-dioxygenase (BphA1)
(EC 1.14.12.18), the key enzyme for the destruction of biphenyl and polychlorinated biphenyls (PCBs), it was
found that BphA1 Rhodococcus wratislaviensis KT112-7 (= VKM Ac-2623D) had the highest level of similar-
ity with classical biphenyl dioxygenases (BDOs) of the PCBs-degrader strains of the genus Rhodococcus, the
structure BphA1 Rhodococcus wratislaviensis CH628 – with naphthalene dioxygenase of strains of the genus
Rhodococcus, and the structure of BphA1 Rhodococcus ruber P25 (= IEGM 896) was unique, since no protein
molecules with a high level of similarity were identified.It was shown that all the studied strains, despite the
differences in the structure of BphA1, carried out dioxygenation of the unsubstituted ring in the molecules of
3,4-dichlorobiphenyl (PCB 12) and monochlorinated and monohydroxy-monochlorinated biphenyls (mix-
ture P). The level of destruction of PCB 12 and mixture P was 95.4–100% at 30°С for 10 days at an initial
concentration of 0.1 g/L. It was found that a change in temperature (10–50°С) had the greatest effect on the
biodegradative activity of the R. ruber P25 strain (a decrease in 3.1–3.9 times). Strains R. wratislaviensis
CH628 and R. wratislaviensis KT112-7 efficiently degraded PCB 12 at temperatures of 20–40°С and 10–
30°С, respectively (destruction level 93.2–100%).

Keywords: Rhodococcus, biphenyl dioxygenase, 3,4-dichlorobiphenyl, hydroxybiphenyl, temperature, de-
struction
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Выделены активные мезофильные и термофильные метаногенные консорциумы из компостиро-
ванной при экстремально высокой температуре (75–82°С) смеси избыточного ила биологических
очистных сооружений сточных вод молочного производства, овощных и древесных отходов в соот-
ношении 3 : 3 : 4 (об./об.) с высоким содержанием сухого вещества (27.5 ± 1.3%). Ускоренный мета-
ногенез и наибольший выход метана (31.7 ± 2.9 ммоль л–1) наблюдались при температуре культиви-
рования 55°С. Исследование состава полученных консорциумов методом секвенирования гена
16S рРНК показало наличие метаногенных архей Methanosarcina thermophila, Methanothermobacter
thermoautotrophicus, Candidatus ‘Methanogranum caenicola’, Methanofollis ethanolicus, а также Candidatus
‘Methanoplasma termitum’ и Methanomassiliicoccus luminyensis. Четыре последние были впервые обна-
ружены в компостируемых органических отходах. Полученные метаногенные консорциумы были
способны осуществлять активный метаногенез и могут быть использованы в биотехнологии мета-
нового сбраживания.

Ключевые слова: органические отходы, компостирование, анаэробная обработка, метаногенные археи
DOI: 10.31857/S0555109921060106

В связи с постоянным увеличением количе-
ства бытовых отходов, требующих переработки и
утилизации, создающих серьезные экологиче-
ские проблемы, все большее внимание привле-
кают исследования по применению методов их
биодеградации, направленных на интенсифика-
цию процесса разложения, повышение безопас-
ности процесса для окружающей среды, а также
на получение удобрений [1]. Несмотря на это, по-
прежнему преобладает захоронение отходов на по-
лигонах. По различным оценкам, коэффициент
извлечения свалочного газа (смесь преимуще-
ственно метана, углекислого газа и азота), образу-
ющегося на традиционных полигонах, составляет
менее 20% [2]. Альтернативным и реализуемым ре-
шением для сокращения количества захоранивае-
мых биоразлагаемых отходов является механико-
биологическая обработка [3], которая уменьшает
реакционную способность, а также массу отходов
перед дальнейшей утилизацией.

Компостирование является одним из лучших
способов биологической переработки органиче-
ских отходов с точки зрения минимального воз-

действия конечного продукта – компоста, на
окружающую среду [4]. Такая технология полно-
стью отвечает принятому на сегодняшний день в
национальных и зарубежных разработках курсу
на устойчивое развитие [4, 5]. В настоящее время
наибольший интерес представляют исследования
по переработке твердых коммунальных отходов
(ТКО) методами ускорения и оптимизации про-
цесса компостирования. В связи с этим одним из
наиболее перспективных способов является при-
менение аэробно-анаэробной технологии твер-
дофазной биодеградации органических отходов,
позволяющей производить не только компост, но
и биогаз.

Компостирование является экзотермическим
процессом микробного окисления, в котором ор-
ганический субстрат подвергается биодеградации
популяцией микроорганизмов в условиях опти-
мальной влажности и наличия кислорода. На раз-
ных стадиях процесса компостирования (мезо-
фильной, термофильной, остывания и созревания)
участвует множество микроорганизмов. Иденти-
фицировано более 2000 известных видов бактерий,

УДК 579.695;658.567.1
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не менее 100 видов грибов, а также археи [1]. В про-
цессе компостирования аэробные микроорганиз-
мы преобразуют биоразлагаемые органические ве-
щества в CO2, NH3, H2O и стабильное органиче-
ское вещество – компост.

Метан является вторым по значимости парни-
ковым газом после углекислоты, при этом до 70%
метана в атмосфере образуется за счёт жизнедея-
тельности микроорганизмов: аэробных и анаэроб-
ных бактерий, метаногенных архей, в том числе
при деградации различных отходов [6]. Метаноге-
нез осуществляется археями, представителями фи-
лума Euryarchaeota, среди которых метаногены, ис-
пользующие водород, представляют самую боль-
шую группу. К ацетокластическим метаногенам,
использующим в качестве субстрата ацетат, отно-
сятся представители двух родов порядка Methano-
sarcinales: Methanothrix (сем. Methanosaetaceae) и
Methanosarcina (сем. Methanosarcinaceae). Пред-
ставители рода Methanothrix являются строго аце-
токластическими, а представители рода Methano-
sarcina способны использовать в качестве суб-
стратов для образования метана не только ацетат
и Н2/СО2, но и метанол, а также и другие метили-
рованные соединения. Метилированные соеди-
нения используют также метилредуцирующие
метаногены, не способные диспропорциониро-
вать эти субстраты и облигатно зависящие от Н2
и/или формиата, являющихся донорами электро-
нов для восстановления метильных групп до ме-
тана. К ним относятся представители порядков
Methanobacteriales, Methanosarcinales, Methanomas-
siliicoccales [7].

Несмотря на то, что при компостировании
твердых отходов вначале субстрат полностью аэ-
рируется кислородом воздуха, в его частицах всё
же присутствуют анаэробные зоны, которые фор-
мируются из-за дефицита кислорода при интен-
сивном разложении органических веществ [8], в
которых активны облигатно анаэробные метано-
генные археи. Наружные слои компостных частиц
заселяют аэробные метанотрофные бактерии. Дея-
тельность метанотрофных микроорганизмов мо-
жет способствовать снижению выбросов метана, а
создание при компостировании условий, благо-
приятных для данной группы, по мнению неко-
торых авторов, может стать одной из стратегий
борьбы с образованием метана [9]. Концентра-
ция образованного метана также снижается при
перемешивании компоста, так как при этом раз-
рушаются анаэробные зоны и увеличивается со-
держание кислорода.

При этом показано, что активность метаноге-
нов при компостировании всё же может оставать-
ся более высокой, чем метанотрофов [10]. Следует
отметить, что метаногенные археи более чувстви-
тельны, по сравнению с бактериями, к различным
ингибиторам, таким как летучие жирные кислоты

(ЛЖК) или аммиак. При этом разные виды метано-
генов имеют различную степень устойчивости к
ингибиторам [11].

Состав метаногенного сообщества компоста
разнообразен и меняется на разных стадиях про-
цесса компостирования в зависимости от темпе-
ратуры [9, 12]. В микробном сообществе компоста
может иметь место дифференциация метаноге-
нов по экологическим нишам, как это наблюда-
ется в природных сообществах [9]. Было показа-
но, что в микробном сообществе, осуществляю-
щем анаэробную обработку ТКО, в нестрессовых
условиях доминируют Methanosaeta – ацетокла-
стические метаногены с более высоким срод-
ством к субстрату. При возникновении неблаго-
приятных условий преимущество получают археи
с миксотрофным типом метаболизма (Methano-
sarcina), которые более устойчивы к действию ин-
гибиторов [11]. Кроме того, предполагается, что
при разложении твердых отходов гидрогенотроф-
ные метаногены обладают более высокой стрес-
соустойчивостью, чем ацетокластические [13].

В работе [14] обнаружены метаногенные археи
в навозном компосте не только в термофильной
фазе (50–60°С), но и в мезофильной и в стадии
созревания (28–35°С). Представители порядка
Methanosarcinales являются одними из наиболее
часто обнаруживаемых метаногенов при компо-
стировании [14]. Возможно, что в хорошо аэриру-
емых компостных субстратах даже при экстре-
мально высоких температурах (75–82°С), сохра-
няющихся в течение продолжительного времени
(от нескольких суток до нескольких недель), со-
здаются анаэробные микрозоны, в которых со-
храняют свою жизнедеятельность метаногенные
археи, причём не только термофильные, но и ме-
зофильные, и происходит образование метана.

Цель работы – оценка активности метаноген-
ных архей при компостировании органических
отходов с высоким содержанием сухого вещества
и получение активных метаногенных консорциу-
мов (накопительных культур) при средних и уме-
ренно высоких температурах культивирования на
различных субстратах.

МЕТОДИКА

За основу для формирования консорциумов
была использована методика получения накопи-
тельных культур окисляющего ЛЖК психротоле-
рантного микробного сообщества анаэробного
биореактора [15]. Для получения накопительных
культур метаногенных архей из компостируемых
органических отходов применили предваритель-
ное твердофазное сбраживание. Эксперимент со-
стоял из трех этапов: (1) твердофазное сбражива-
ние исследуемого субстрата для компостирования,
(2) жидкофазное сбраживание с добавлением пита-
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тельной среды и метаногенных субстратов для ро-
ста различных метаногенных архей, (3) получения
накопительных культур метаногенных архей и их
исследование.

Твердофазное сбраживание. Субстрат для сбра-
живания отбирали из установки для промышлен-
ного компостирования “Климатическая камера”
(“Грунт Эко”, Московская область, Россия).
Субстрат имел следующий состав: смесь избыточ-
ного ила биологических очистных сооружений
сточных вод молочного производства, овощных и
древесных отходов в соотношении 3 : 3 : 4 (по объ-
ему). Содержание сухого вещества в субстрате
27.5 ± 1.3% (по массе). Пробы субстрата были ото-
браны из бурта объемом 950 м3 с мембранным
светонепроницаемым покрытием и активной
аэрацией. До момента отбора пробы субстрат са-
моразогревался, в течение не менее 7 сут наблю-
далась температура 75–82°С. На момент отбора
пробы срок компостирования составил 12 сут.
Температура субстрата при отборе проб на глуби-
не 200 мм от поверхности бурта была 76.5°С.

Время отбора проб было выбрано исходя из
предварительных наблюдений за протеканием
активной фазы компостирования. Низкая кон-
центрация кислорода, высокая температура и ин-
тенсивное образование летучих дурнопахнущих
органических соединений свидетельствовали о
возможности одновременного протекания аэроб-
ных и анаэробных процессов внутри частиц ком-
постируемого материала. Свободное простран-
ство между буртом и мембранным покрытием бы-
ло постоянно заполнено газом, выделяющимся
при компостировании субстрата. Перед отбором
субстрата газоанализатором МАГ-6 П-Т (“Эк-
сис”, Россия) было измерено содержание метана
в газе (2.2 ± 0.1 об. %), а также диоксида углерода
(10.4 ± 0.1 об. %) и аммиака (1.0 ± 0.4 мг м–3).

В лабораторных условиях отобранный суб-
страт ~100 г быстро переносили в сывороточные
бутыли объемом 500 мл под током азота, герме-
тично закрывали резиновыми пробками, сверху
алюминиевыми колпачками и обжимали их на
приборе ПОК-1. Флаконы выдерживали в термо-
стате при температуре 28 и 55°С.

Жидкофазное сбраживание. После достижения
в пробах концентрации метана более 20.0 об. %
(измеренного на хроматографе) проводили сле-
дующий этап эксперимента, добавляя во флако-
ны со сбраживаемой компостной смесью пита-
тельные среды и субстраты для роста метаноген-
ных архей по методу [15].

Эксперименты по жидкофазному сбраживанию
проводили на модифицированной среде Пфеннига
[16] следующего состава (мг/л): NH4Cl – 330,
MgCl2⋅6H2O – 250, CaCl2 – 168, KСl – 330, KH2PO4 –
330. В среду добавляли также 500 мг л–1 дрожже-

вого экстракта, 2500 мг л–1 NaHCO3, микроэле-
менты по Липперту [17] и витамины по Волину
[18]. В качестве редуцирующего агента использо-
вали сульфид натрия (0.5 г л–1) и цистеин (0.5 г л–1),
рН 6.8–7.0. В качестве метаногенных субстратов
использовали стерильные 1.0 М растворы ацета-
та, метанола или триметиламина (ТМА). Суб-
страты вносили непосредственно перед засевом
по 4 мл на 200 мл среды во флаконы. После добав-
ления среды и субстратов пробы снова ставили на
28 и 55°С соответственно.

Получение накопительных культур. Накопи-
тельные культуры получали методом серийных
разведений. После накопления метана в газовой
фазе бутылей более 25 об. % из флаконов жидко-
фазного сбраживания отбирали по 2 мл культу-
ры и переносили во флаконы емкостью 120 мл с
18 мл среды того же состава, в которую добавля-
ли по 0.4 мл 1.0 М растворов ацетата, метанола
или ТМА (20 ммоль л–1) и последовательно пере-
севали во флаконы с соответствующим субстра-
том до 5–7 разведения, перенося каждый раз по
2 мл (10%) культуральной жидкости.

Для культивирования на H2/CO2 при приго-
товлении среды флаконы продували смесью газов
H2/CO2 (80 : 20). 

При достижении концентрации метана в газо-
вой фазе флаконов более 10% проводили второй
пересев на те же субстраты и при тех же условиях
культивирования (28 и 55°С), но для подавления
роста бактерий добавляли раствор антибиотика
ванкомицина (100 мг/л–1) в 5–7 разведения.

Анализ концентрации метана. Метан в газовой
фазе флаконов определяли методом газоадсорб-
ционной хроматографии на хроматографе Хро-
матэк-Кристалл 5000.2 (“Хроматэк”, Россия) с
3 м колонкой, заполненной фазой Carbosieve G
(“Sigma-Aldrich”, США). Температура колонки,
испарителя и детектора – 140, 100 и 150°С соот-
ветственно. Расход водорода и воздуха – 15 и
250 мл мин–1 соответственно. Расход газа-носи-
теля (аргона) – 15 мл мин–1.

Анализ содержания ЛЖК (ацетат, пропионат, бу-
тират, валерат) и спиртов (этанол). ЛЖК в культу-
ральной жидкости при жидкофазном сбраживании
определяли методом газожидкостной хроматогра-
фии на хроматографе Хроматэк-Кристалл 5000.2 с
пламенно-ионизационным детектором, оснащен-
ным автосамплером ДАЖ-2М (“Хроматэк”, Рос-
сия), с колонкой Zebron ZB-WAXplus (“Phenomen-
ex”, США). Длина колонки 30 м, внутренний диа-
метр 0.25 мм. Температура колонки, испарителя и
детектора – 110, 180 и 200°С соответственно.
Расходы водорода и воздуха составляли 40 и
400 мл мин–1 соответственно. Расход газа-носи-
теля (азота) – 40 мл мин–1.
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Микроскопическое исследование накопительных
культур. Микроскопические исследования прово-
дили на флуоресцентном микроскопе Axio Lab.A1
FL-LED (“Carl Zeiss”, Германия) с использова-
нием фазово-контрастного объектива при увели-
чении в 100 раз.

Молекулярно-генетические исследования. Выде-
ление ДНК из биомассы полученных метаноген-
ных консорциумов проводили согласно ранее опи-
санному методу [19]. Для проведения полиме-
разной цепной реакции фрагментов генов
16S рРНК архей использовалась система прай-
меров 8fa-a1492r [20]. Секвенирование получен-
ных ПЦР-фрагментов проводили по методу [21] с
помощью набора реактивов BigDyeTerminatorv.3.1
(“Applied Biosystems”, США) на анализаторе ABI-
PRIZM 3730 (“Applied Biosystems”, США) согласно
инструкциям производителя. Для секвенирования
были использованы следующие праймеры архей:

8fa (5'-TCCGGTTGATCCTGCCGG-3'),
A517R (5'-GGTRTTACCGCGGCGGCTGAC-3'),
A680F (5'-CSRGGGTAGGGGYGAAATCC-3'),
A1041F (5'-GAGAGGWGGTGCATGGCC-3'),
Arch915R (5'-GTGCTCCCCCGCCAATTCCT-3'),
530F (5'-GTGCCAGCMGCCGCGG-3'),
1492R (5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3').
Первичный анализ сходства нуклеотидных по-

следовательностей изучаемых штаммов проводи-
ли с помощью программного пакета BLAST [22] и
RDP Classifier [23].

Состав сформированного сообщества также
анализировали по количеству копий последова-
тельности гена 16S рРНК. Выделение ДНК из об-
разцов осуществлялось с использованием ком-
мерческого набора для выделения ДНК FastDNA
SpinKit (“MPBio”, США) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Библиотеки V4 участ-
ка гена 16S рРНК для высокопроизводительного
секвенирования на системе Illumina MiSeq были
приготовлены по схеме, описанной в статье [24].
Для получения ампликонов использовалась сле-
дующая система праймеров: прямой праймер
(5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGT-
GACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
XXXXXX ZZZZ GTGBCAGCMGCCGCGGTAA-3'),
состоящий, соответственно, из “5' Illumina Linker
Sequence”, “Index 1”, “Heterogeneity Spacer” [25] и
515F праймерной последовательности [26]; об-
ратный праймер (5'-AATGATACGGCGACCAC-
CGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGAC-
GCTCTTCCGATCT XXXXXX ZZZZ GACTACN-
VGGGTMTCTAATCC-3'), состоящий из “3' Illumina
Linker Sequence”, “Index 2”, “Heterogeneity Spacer”
и Pro-mod-805R праймерной последовательности
[27], соответственно. Для каждого образца ДНК
было приготовлено две библиотеки, которые се-
квенировались параллельно с использованием

набора реагентов MiSeq Reagent Micro Kit v2
(300-cycles) MS-103-1002 (“Illumina”, США) на
секвенаторе MiSeq (“Illumina”, США) в соответ-
ствии с инструкцией производителя.

Статистическая обработка результатов. Экспе-
рименты по твердофазному и жидкофазному сбра-
живанию проводили в двукратной повторности.
Результаты параллельных экспериментов по дина-
мике образования метана и ЛЖК при жидкофаз-
ном сбраживании были статистически обработа-
ны. Для определения статистической значимости
различий параллельных экспериментов использо-
вали t-критерий Стьюдента. Доверительный интер-
вал был выбран с надежностью 90% (p = 0.1) [28].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Твердофазное сбраживание. При твердофаз-
ном сбраживании компостной смеси в сыворо-
точных бутылях концентрация метана достигала
в термофильных пробах 24.1–36.8 (об. %) на
11 сут эксперимента, в мезофильных пробах –
21.5–26.3 об. % на 14 сут. Это указывало на при-
сутствие в компостной смеси активных метано-
генных архей. Так как образование метана было
зафиксировано при двух температурах культиви-
рования, можно сделать вывод, что в компостной
смеси присутствовали как термофильные, так и
мезофильные метаногены, причем последние
были способны сохранять свою активность и по-
сле термофильной стадии компостирования, что
также было показано ранее [14].

Жидкофазное сбраживание. При проведении
этапа жидкофазного сбраживания при 28°С кон-
центрация метана постепенно возрастала на про-
тяжении всего времени эксперимента в пробах со
всеми типами метаногенных субстратов (рис. 1а),
достигая максимума к концу культивирования
на 25–32 сут. Контролем служили флаконы, ку-
да метаногенные субстраты не добавляли. Из
всех исследованных субстратов (добавленных
по 20 ммоль л–1), максимальная концентрация
метана в мезофильных условиях была на ТМА –
31.5 ± 3.9 ммоль л–1, что на 51% выше по сравнению
с контролем (20.9 ± 1.9 ммоль л–1). На метаноле
максимальная концентрация метана составила
26.7 ± 4.8 ммоль л–1 (на 28% выше контроля), на
ацетате – 29.8 ± 3.8 ммоль л–1 (на 43% выше кон-
троля). В работе [29] при обработке смеси пище-
вых отходов и избыточного активного ила (50 : 50)
концентрация метана после 5–7-суточной лаг-фа-
зы постепенно возрастала на протяжении 30 cут
эксперимента, при этом стационарная фаза на-
блюдалась с 20 сут эксперимента. В настоящей
работе в мезофильном режиме лаг-фазы не наблю-
дали ни на одном метаногенном субстрате: кон-
центрации метана возрастали монотонно. Самая
высокая скорость роста во время экспоненциаль-
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ной фазы была на ТМА (4.7 ммоль л–1 сут–1), в кон-
троле она составляла 1.5 ммоль л–1 сут–1, на метано-
ле 2.6 и ацетате 3.0 ммоль л–1 сут–1 (рис. 1а).

При жидкофазном сбраживании при 55°С на
ацетате и ТМА наблюдали короткую лаг-фазу в
первые сутки, а затем экспоненциальную фазу ро-
ста на протяжении следующих 3 сут, когда скорость
образования метана составляла 6.8 ммоль л–1 сут–1

на ацетате и 6.4 ммоль л–1 сут–1 на ТМА. Скорость
образования метана в контроле и на метаноле со-
ставила 2.6 и 2.4 ммоль л–1 cут–1 соответственно
(рис. 1б).

В контрольном варианте и опыте с метанолом
рост концентрации метана был постепенным, а
лаг-фаза отсутствовала так же, как при темпера-
туре 28°С. Максимальная концентрация метана в
контрольном эксперименте – 17.2 ± 2.9 ммоль л–1,
при внесении метанола – 22.6 ± 2.6 ммоль л–1 (на
31% выше контроля), ТМА – 29.6 ± 2.7 ммоль л–1

(на 72% выше контроля) и ацетата – 31.7 ±
± 2.9 ммоль л–1 (на 84% выше контроля).

Таким образом, в термофильных условиях об-
разование метана достигало максимума за более
короткие сроки, чем в мезофильных. По резуль-
татам работ [30, 31] повышенная температура
способствовала увеличению скорости гидролиза
органических веществ и, соответственно, более
быстрому образованию метана и его более высо-
кому выходу.

Самые высокие концентрации метана были
зафиксированы как при 28, так и при 55°С в экс-
периментах, в которых в качестве субстратов для
роста метаногенных архей были добавлены аце-
тат и ТМА (рис. 1а и 1б). Можно предположить,
что в исследуемой компостной смеси активны
как мезофильные, так и термофильные метаноге-
ны семейства Methanosarcinaceae [32].

Некоторые метаногены способны использо-
вать в качестве субстратов для образования мета-
на не только ацетат и метилированные соедине-
ния, но и смесь газов Н2/СО2, поэтому из флако-
нов с ацетатом в качестве субстрата были сделаны
пересевы также на Н2/СО2 (см. ниже).

Динамика образования ЛЖК при жидкофазном
сбраживании. Известно, что ЛЖК являются важ-
нейшими промежуточными продуктами при
сбраживании органических веществ. Их низкая
концентрация считается показателем стабиль-
ности процесса сбраживания, а избыточное на-
копление с последующим снижением рН явля-
ется одной из наиболее частых причин дестаби-
лизации анаэробных реакторов. В работе [33]
было показано, что при концентрациях ацетата,
пропионата и бутирата, равных 4125 (70), 2856 (40)
и 3456 (40) мг л–1 (ммоль л–1) соответственно, на-
блюдалась полная дестабилизация процесса сбра-
живания. По данным [34] добавление 13000 (220.2),

15000 (172.2) и 3500 (47.9) мг л–1 (ммоль л–1) ацетата,
бутирата и пропионата соответственно приводило
к двукратному снижению выхода метана. В работе
[35] наблюдалось снижение роста метаногенных
архей при внесении 951 мг л–1 (13 ммоль л–1) про-
пионата.

В настоящей работе наблюдали незначитель-
ное образование ЛЖК и спиртов при жидкофаз-
ном сбраживании. При температуре 28°С кон-
центрация этанола достигала 0.7–8.5, ацетата
4.0–9.5 и пропионата 4.9–7.5 ммоль л–1, при 55°С –
этанола 1.8–4.9, ацетата 1.9–5.6, пропионата 0.5–
1.6 ммоль л–1. Очевидно, столь низкие концентра-
ции не оказывали ингибирующего действия на
процесс метаногенеза.

Результаты работы [30] показали, что при сов-
местном сбраживании ТКО с активным илом му-
ниципальных очистных сооружений, в первую
очередь, в мезофильных условиях наблюдали об-
разование уксусной кислоты, а в термофильных
условиях основной ЛЖК была масляная кислота.
В настоящей работе образование бутирата не бы-

Рис. 1. Динамика образования метана в пробах при
температуре 28°С (а), 55°С (б): 1 – контроль; 2 – ме-
танол; 3 – ацетат; 4 – ТМА. Результаты представлены
как среднее значение ± общая погрешность по ре-
зультатам двух повторностей.
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ло обнаружено что, по-видимому, связано с раз-
личиями сбраживаемых субстратов.

К концу эксперимента концентрации ЛЖК на
всех субстратах при двух температурах культивиро-
вания достигали следовых значений, что свиде-
тельствовало не только об активном метаногенезе,
но и о протекании процессов синтрофного метабо-
лизма, при котором промежуточные продукты раз-
ложились до более простых субстратов вследствие
их потребления синтрофными бактериями сов-
местно с метаногенами [32].

Известно также, что соотношение C/N является
одним из важных факторов, который влияет на вы-
ход и характер распределения ЛЖК в процессе
сбраживания исследуемого субстрата. Ацетат, про-
пионат и бутират образуются из углеводов, а вале-
рат и капронат – при дезаминировании аминокис-
лот, образующихся во время разложения белков
[36]. Анализ ЛЖК и спиртов при жидкофазном
сбраживании показал, что в основном образовы-
вались только этанол, ацетат и пропионат. По-
видимому, исследуемая компостная смесь, со-
держала большее количество углеводов, чем бел-
ков в соотношении C/N.

Получение и исследование накопительных куль-
тур метаногенных архей. В результате первого пе-
ресева сброженной культуры при жидкофазном
сбраживании на всех субстратах к 28 суткам куль-
тивирования концентрация метана во флаконах
достигала 10–33 об. % при температуре 28°С и 18–
33 об. % при 55°С. Как было описано выше, также
был сделан второй пересев накопительных куль-
тур с добавлением ванкомицина. Для идентифи-
кации архейного состава накопительных культур
были проведены молекулярно-генетические иссле-
дования, для чего были отобраны пробы из послед-
них разведений второго пересева, в которых наблю-
дался активный рост, наибольшая концентрация
метана и наименьшее морфологическое разнооб-
разие. Результаты секвенирования гена 16S рРНК
приведены в табл. 1.

Максимальная концентрация метана в газовой
фазе флаконов при 28°С, в которые был внесен
ТМА, была достигнута через 49 сут культивирова-

ния в седьмом разведении – 29.7 об. %. В этой на-
копительной культуре в результате секвенирования
гена 16S рРНК были обнаружены представители
двух видов архей. Первый филотип принадлежал
виду Candidatus ‘Methanogranum caenicola’, второй
филотип имел 96% сходства с Candidatus ‘Methano-
plasma termitum’ и, по-видимому, относится к но-
вому виду этого рода-кандидата.

Ca. ‘Methanogranum caenicola’ был выделен ра-
нее из осадка анаэробного метаногенного реакто-
ра [37], перерабатывающего ТКО при температу-
ре 55°C, что еще раз подтвердило способность ме-
зофильных метаногенов выживать при высоких
температурах. Обнаружение этой культуры в со-
обществе находит логическое объяснение, так
как исследуемая компостная смесь содержала из-
быточный ил биологических очистных сооруже-
ний сточных вод, прошедших как аэробную, так и
анаэробную обработку. Тем не менее, Ca. ‘Metha-
nogranum caenicola’ был впервые обнаружен в
компостируемых органических отходах.

При микроскопировании проб из этой нако-
пительной культуры были найдены крупные кок-
коидные клетки, которые могли принадлежать
как одному, так и другому виду, так как для обоих
характерна подобная морфология (рис. 2а). Ca.
‘Methanoplasma termitum’ является компонентом
кишечной микробиоты термитов, но он был об-
наружен также и в образцах почв и осадков при-
ливно-отливной зоны [38]. Известно, что этот
вид образует метан в присутствии водорода путем
восстановления метанола или монометиламина,
но не использует ди- и триметиламин [39]. Образо-
вание метана Ca. ‘Methanogranum caenicola’ также
зависит от присутствия водорода и метанола [37].
Возможно, что обнаруженные микроорганизмы
обладают более гибким метаболизмом, чем счита-
лось ранее, и способны использовать для роста и
другие метилированные соединения.

В газовой фазе пробы с субстратом Н2/СО2 при
28°С максимальная концентрация метана состав-
ляла 18.3 об. % на 85 сут культивирования. Резуль-
таты секвенирования показали, что в этой пробе
присутствует археон Methanofollis ethanolicus (99%

Таблица 1. Результаты секвенирования гена 16S рРНК в накопительных культурах метаногенных архей

Субстрат Температура 
культивирования, °С Наиболее близкий вид Степень сходства, %

ТМА (+ванкомицин) 28
Candidatus ‘Methanoplasma termitum’ 96

Candidatus ‘Methanogranum caenicola’ 100

Н2/СО2 (+ванкомицин) 28 Methanofollis ethanolicus 98.8

ТМА (+ванкомицин) 55 Methanosarcina thermophila 100

Ацетат 55 Methanomassiliicoccus luminyensis 96

Н2/СО2 (+ванкомицин) 55 Methanothermobacer thermoautotrophicus 99
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сходства). Этот вид метаногенных архей изна-
чально был выделен из ила лотосовых полей [40],
но обнаружен также и в сообществах анаэробных
биореакторов, где может быть одним из самых
значимых продуцентов метана [41]. Этот метано-
ген использует в качестве субстрата для роста и
образования метана этанол, пропанол, бутанол,
формиат и Н2/СО2. Клетки M. ethanolicus имеют
форму неправильных (нерегулярных) кокков и
встречаются в культуре поодиночке, что соответ-
ствовало морфологии клеток, выделенных в на-
стоящей работе (рис. 2б). Обнаруженные в том же
образце агрегаты клеток (рис. 2б), вероятно, от-
носились к другому виду метаногенных архей, ко-
торый не удалось детектировать в результате се-
квенирования.

При культивировании при 55°С максимальная
концентрация метана была зафиксирована на
ТМА на 71 день культивирования и составила
44.8 об. %. В этой пробе присутствовала морфо-
логически однородная культура коккоидных кле-
ток (рис. 2г) – представители вида Methanosarcina
thermophila. При компостировании органических
отходов представители порядка Methanosarcinales
являются одними из наиболее часто обнаружива-
емых метаногенов, активных в том числе на тер-
мофильной стадии процесса  [12, 42]. Представи-
тели рода Methanosarcina успешно адаптируются к
повышающейся температуре и обнаруживаются в

составе микробного сообщества в течение всего
процесса компостирования  [42]. Способность ис-
пользовать разные субстраты для метаногенеза и
более высокая устойчивость к ингибиторам, чем у
других метаногенных архей, делают их ключевым
компонентом метаногенного сообщества, участ-
вующего в обработке органических отходов. Счи-
тается, что при анаэробной обработке субстрата с
получением биогаза большая часть метана обра-
зуется именно благодаря представителям этого
рода [11, 43].

Секвенирование накопительной культуры на
ацетате при 55°C (максимальная концентрация
метана была 30.5 об. %) позволило обнаружить
филотип, который имел 96% сходство с Methano-
massiliicoccus luminyensis. Этот вид ассоциирован,
главным образом, с кишечной микробиотой че-
ловека [44]. Известно, что этот метаноген являет-
ся мезофильным, для образования метана исполь-
зует смесь метанола и водорода в качестве субстра-
та и не растет на остальных типичных для других
метаногенов субстратах. Учитывая отдаленную
степень родства с ранее описанным видом, можно
предположить, что обнаруженный метаноген мо-
жет быть новым таксоном с иным типом метабо-
лизма. При микроскопировании образца были об-
наружены агрегаты коккоидных клеток (рис. 2д).

При культивировании на Н2/СО2 при 55°C
(максимальная концентрация метана 22.8 об. %)

Рис. 2. Морфология клеток накопительных культур, полученных на разных субстратах и при разных температурах:
а – ТМА + ванкомицин, 28°С; б, в – Н2/СО2 + ванкомицин, 28°С; г – ТМА + ванкомицин, 55°С; д – ацетат, 55°С;
е – Н2/СО2 + ванкомицин, 55°С. Масштаб 10 мкм.
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при микроскопировании пробы были обнаруже-
ны кокки, реже палочки средней длины (рис. 2е).
По данным секвенирования, в этой культуре при-
сутствовал Methanothermobacter thermoautotrophicus
(табл. 1) (ранее Methanothermobacter thermoformici-
cum) [45]. Представители этого вида были найде-
ны в компостируемых органических отходах [12].
Известно, что M. thermoautotrophicus использует в
качестве субстрата смесь водорода и углекислого
газа, что соответствовало условиям культивирова-
ния в настоящей работе. Кроме того, ранее отмеча-
лось, что представители этого вида более устойчи-

вы к повышенным концентрациям ЛЖК, по срав-
нению с другими метаногенами, а накопление
ЛЖК в процессе обработки органических отходов
стимулирует сукцессию метаногенного сообще-
ства, в результате которой доминирующим видом
метаногенов становится M. thermoautotrophicus [46].
Несмотря на то, что этот вид метаногенов ассоции-
руется прежде всего с условиями обитания при по-
вышенных температурах, было показано, что
температурный диапазон, в котором M. thermoau-
totrophicus сохраняет активность, достаточно ши-
рокий (40–75°C) [47].

Состав некоторых активных консорциумов
был также проанализирован с помощью высоко-
производительного секвенирования прокариоти-
ческого сообщества и были рассчитаны показате-
ли биоразнообразия микроорганизмов для этих
консорциумов. Результаты приведены на рис. 3 и
в табл. 2.

Согласно числу ОТЕ, значениям индексов
Chao1, Симпсона и Шеннона, анаэробное сооб-
щество, полученное в условиях роста на ацетате
при 55°С, характеризовалось видовым разнооб-
разием, было представлено значительным чис-
лом микроорганизмов, так как ацетат является
легкоусвояемым источником углерода и энергии
для многих прокариот, в том числе не метаноген-
ных бактерий. Метанол, по-видимому, являлся
субстратом для более узкого круга микроорганиз-
мов, поэтому консорциум, полученный на этом
субстрате с добавлением ванкомицина при 28°С,
имел самые низкие показатели разнообразия отно-
сительно других изученных сообществ. Из полу-
ченных результатов также очевидно, что ванкоми-
цин оказывал негативное влияние на биоразнооб-
разие сообществ накопительных культур, так как,
по-видимому, подавлял рост многих грамположи-
тельных бактерий.

В пробе с метанолом с добавлением ванкоми-
цина при температуре культивирования 28°С
(максимальная концентрация метана 12.0 об. %)
бактериальное сообщество, в основном, было
представлено родами Macellibacteroides (68%) и
Aminobacterium (24%). Метаногенные археи в этой
пробе составили 0.4% от всего сообщества нако-
пительной культуры и были представлены рода-
ми Methanocorpusculum (42% архейного сообще-

Рис. 3. Состав архейного сообщества консорциумов
(относительное множество копий гена 16S рРНК, %)
на уровне рода: 1 – метанол + ванкомицин, 28°С;
2 – ацетат + ванкомицин, 28°С; 3 – ацетат, 55°С.
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Таблица 2. Разнообразие метаногенных архей в консорциумах

*, ** ОТЕ и индекс Chao1 – показатели многообразия видового богатства. *** Индексы Шеннона и Симпсона характеризуют,
как разнообразие видового состава, так и степень равномерности распределения микроорганизмов в сообществе.

Проба Температура 
культивирования, °С Число ОТЕ* Индекс Chao1** Индекс 

Симпсона***
Индекс 

Шеннона***

Метанол + ванкомицин 28 89 188 0.51 1.07
Ацетат + ванкомицин 28 197 370 0.31 2.03
Ацетат 55 431 945 0.20 2.81
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ства), Methanosarcina (22%) и Candidatus Metha-
nogranum (35%). Последний метаноген был также
обнаружен в мезофильной пробе на ТМА (сход-
ство 100% с Candidatus ‘Methanogranum caenicola’),
что подтвердило присутствие метаногенных архей
этого рода в исследуемой компостной смеси.

На ацетате с добавлением ванкомицина при
температуре культивирования 28°С (максималь-
ная концентрация метана 35 об. %) бактериаль-
ное сообщество, в основном, представлено рода-
ми Macellibacteroides (53%), Desulfovibrio (15–16%),
Aminobacterium (9%) и Succinispira (7–8%). Археи
составили 2–3% от всего сообщества накопитель-
ной культуры и представлены двумя родами:
Methanocorpusculum (90.5% архейного сообще-
ства) и Methanosarcina (9.5%).

На данный момент род Methanocorpusculum
включает в себя четыре вида метаногенных архей:
Methanocorpusculum parvum, Methanocorpusculum
sinense, Methanocorpusculum havaricum [48] и Meth-
anocorpusculum labreanurn [49]. Основными суб-
стратами для роста и образования метана этими
археями являются H2/CО2 и формиат. В нашем
исследовании представители этого рода были об-
наружены на метаноле и ацетате. Возможно, эти
субстраты не только потреблялись метаногенами,
но и окислялись синтрофными бактериями с об-
разованием водорода и углекислого газа, которые
и были субстратом для метаногенов рода Metha-
nocorpusculum.

Как было описано выше, в пробе при темпе-
ратуре культивирования 55°С, где субстратом
был ацетат, был детектирован Methanomassi-
liicoccus luminyensis со сходством 96%. Эта проба
была также дополнительно проанализирована с
помощью высокопроизводительного секвени-
рования 16S рРНК прокариотического сообще-
ства накопительной культуры. Бактериальное
сообщество этой пробы, в основном, представ-
лено родами Coprothermobacter (45%), Acetomicro-
bium (21%) и Anaerolinea (10–11%). Археи соста-
вили 5% от всего сообщества накопительной
культуры, они представлены родами Methanother-
mobacter (на 78.5% архейного сообщества), Metha-
nosarcina (18%) и Methanomassiliicoccus (3.5%). Из-
вестно также, что метаногенные археи рода Meth-
anothermobacter используют в качестве субстрата
H2/CО2, что подтверждает наше предположение о
протекании синтрофных процессов окисления
ацетата. Как было сказано выше, присутствие в
данной накопительной культуре рода метаноген-
ных архей Methanomassiliicoccus подтвердили ре-
зультаты секвенирования гена 16S рРНК, поэтому
мы предполагаем, что обнаруженный в данном
исследовании метаноген является новым таксо-
ном с иным типом метаболизма. Применение
высокопроизводительного секвенирования поз-
волило уточнить и дополнить данные о составе ме-

таногенного сообщества в накопительных куль-
турах.

Археям-метаногенам в исследованных образ-
цах сопутствовали различные виды бактерий.
Некоторые из них важны для роста и активности
метаногенов, так как связаны с ними симбиоти-
ческими или синтрофными взаимосвязями. О
присутствии представителей сульфатредуцирую-
щих бактерий в сообществе компостируемых отхо-
дов различного происхождения сообщалось ранее.
Активность этих микроорганизмов и детектиро-
ванных нами Aminobacteria и Anaerolinea также свя-
зана с анаэробными микрозонами, подобными
тем, что обнаружены в метаногенных гранулах из
анаэробных биореакторов [50, 51]. Что касается ро-
да Coprothermobacter, в значительных количествах
присутствовавшего в одной из проб, то эти термо-
фильные гидролитики связаны с метаногенами
синтрофными взаимосвязями [52]. То же самое
касается и Acetomicrobium, чья ацетогенная актив-
ность стимулирует рост ацетокластических мета-
ногенов. Несомненный интерес представляет факт
обнаружения в двух пробах значительных коли-
честв гидролитических бактерий Macellibacteroides,
которые нередко соседствуют с метаногенами в со-
обществах биореакторов [53].

Таким образом, в результате проведенной ра-
боты установлено, что мезофильные метаногены
сохраняли свою жизнеспособность после дли-
тельного компостирования органических отхо-
дов с высоким содержанием сухого вещества
(27.5%) при высоких температурах (75–82°С) и бы-
ли способны образовывать метан при последую-
щем сбраживании. В компостируемой смеси обна-
ружена высокая активность как термофильных,
так и мезофильных метаногенных архей семей-
ства Methanosarcinaceae. Термофильные консорци-
умы, в которых были обнаружены Methanosarcina
thermophila и Methanothermobacter thermoautotrophi-
cus, были наиболее активны в образовании метана.
В ходе работы были получены накопительные
культуры метаногенных архей, содержащие Meth-
anosarcina thermophila, Methanothermobacter ther-
moautotrophicus, Candidatus ‘Methanogranum caeni-
cola’, Methanofollis ethanolicus. Также были полу-
чены накопительные культуры, в состав которых
входили археи, филогенетически близкие к Can-
didatus ‘Methanoplasma termitum’ и Methanomassi-
liicoccus luminyensis, возможно, представляющие
новые таксоны согласно результатам секвениро-
вания. Из выше упомянутых культур четыре по-
следние были впервые обнаружены в компости-
руемых органических отходах. Результаты высоко-
производительного секвенирования наиболее
интересных проб позволили уточнить и дополнить
данные о филогенетическом составе микробного
сообщества. Полученные активные консорциумы
(накопительные культуры) метаногенных архей
будут исследованы в дальнейшем с целью их ис-
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пользования в биотехнологии метанового сбра-
живания органических отходов, в том числе ком-
постируемых, для интенсификации и увеличения
выхода биогаза.

Работа выполнена с использованием научного
оборудования ЦКП “Биоинженерия” (ФИЦ Био-
технологии РАН).

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке гранта РФФИ мк-18-29-25035.
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Activity of Methanogenic Archaea during Composting of Organic Waste
V. V. Mironovа, *, V. V. Potokinaа, E. A. Botchkovaа, A. V. Vanteevaа,

N. A. Zagustinab, and S. N. Parshinab

а Winogradsky Institute of Microbiology, Federal Research Center “Fundamentals of Biotechnology”
of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

b Bach Institute of Biochemistry, Federal Research Center “Fundamentals of Biotechnology”
of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: 7390530@gmail.com

Composting at extremely high temperature (75–82°С) of mixture of excessive sludge of biological wastewater
treatment facilities of dairy production, vegetable and wood waste in a ratio of 3 : 3 : 4 (by volume) with a high
amount of dry substance (27.5%) allowed to isolate active mesophilic and thermophilic methanogenic con-
sortia. Dynamics of methane formation at liquid phase fermentation of studied mixture was investigated.
Accelerated methanogenesis and the highest yield of methane (31.7 ± 2.9 mmol L–1) were observed at cul-
turing at 55°С. Analysis of volatile fatty acid production at liquid phase fermentation showed that their
amount was low (<10 mmol L–1). Such amount could not inhibit methanogenesis regardless of the applied
substrates and temperature conditions. 16S rRNA sequencing of the received consortia showed the presence
of methanogenic archaea Methanosarcina thermophila, Methanothermobacter thermoautotrophicus, Candida-
tus ‘Methanogranum caenicola’, Methanofollis ethanolicus. Consortia also included archaea that represent pu-
tative new taxa phylogenetically close to Candidatus ‘Methanoplasma termitum’ and Methanomassiliicoccus lu-
minyensis. Of the above mentioned methanogenic archaea, the least four were found in composting organic
waste for the first time. Received consortia are able to conduct active methanogenesis and can be applied as
an inoculum at anaerobic treatment of organic wastes, including composting wastes, in order to intensify and
increase the yield of biogas.

Keywords: organic waste, composting, anaerobic treatment, methanogenic archaea
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ВЛИЯНИЕ БАКТЕРИЙ Bacillus subtilis И СИГНАЛЬНЫХ МОЛЕКУЛ
НА СОСТОЯНИЕ ПРО-/АНТИОКСИДАНТНОЙ СИСТЕМЫ

И ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ ЗАЩИТНЫХ БЕЛКОВ У РАСТЕНИЙ 
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Исследовано влияние бактерий Bacillus subtilis в сочетании с салициловой (СК) и жасмоновой
(ЖАК) кислотами на состояние про-/антиоксидантной системы (содержание пероксида водорода,
активность каталазы, пероксидазы, супероксиддисмутазы), содержание пролина, транскрипцион-
ную активность генов PR-1, PR-6 и PR-9 и изменение протеома листьев в связи с развитием устой-
чивости картофеля к возбудителю фитофтороза – оомицету Phytophthora infestans (Mont.) de Bary при
недостатке влаги. Растения, выращенные из микроклубней сорта Ранняя Роза, опрыскивали сус-
пензией B. subtilis (108 кл./мл) и смесью бактерий с СК (10–6 M), ЖАК (10–7 M), СК + ЖАК. Через
3 сут после обработки растения инфицировали P. infestans (105 спор/мл) и культивировали в услови-
ях искусственно создаваемой почвенной засухи путем сокращения полива. При достижении влаж-
ности почвы 40 ± 5% от полной влагоемкости (7 сут после инфицирования) в растениях оценивали
биохимические параметры. Выявлено снижение степени развития P. infestans на листьях при обра-
ботке B. subtilis в сочетании с СК и ЖАК. Механизм активации защитных систем растений картофе-
ля бактериями рода Bacillus и сигнальными молекулами в условиях засухи был связан с накоплени-
ем Н2О2, повышением активности антиоксидантных ферментов и экспрессии генов PR-белков. В
протеоме листьев картофеля обнаружены различия в присутствии 19 полипептидов в диапазоне pI
от 4.0 до 9.0 с молекулярными массами от 30 до 125 кДа. Обработка B. subtilis в сочетании только с
ЖАК наиболее существенно изменяла спектр белков, как у здоровых, так и у инфицированных рас-
тений. Выявленные различия в активации синтеза защитных белков под влиянием бактерий B. sub-
tilis и сигнальных молекул позволяют предположить наличие дифференциальных путей формиро-
вания устойчивости к P. infestans у растений картофеля с их участием.

Ключевые слова: Solanum tuberosum, Phytophthora infestans, Bacillus subtilis, салициловая кислота, жасмо-
новая кислота, пероксид водорода, антиоксидантные ферменты, пролин, экспрессия генов, PR-бел-
ки, протеом, системная устойчивость
DOI: 10.31857/S0555109921060131

Повышение устойчивости растений к патогенам
и неблагоприятным агроклиматическим условиям
является актуальной задачей растениеводства, по-
скольку в естественных условиях возделываемые
культуры одновременно или последовательно под-
вергаются воздействию стрессовых факторов раз-
личной природы. В этой связи наиболее перспек-

тивными представляются микробиологические
подходы, основанные на использовании потен-
циала растений и почвенных микроорганизмов.
Основой биобезопасных препаратов для защиты
растений от биотических и абиотических стрес-
сов являются стимулирующие рост растений бак-
терии (СРРБ) [1]. В этом отношении особенно

УДК 581.1:632.937
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привлекательны высокоэффективные бактерии
рода Bacillus, способные длительное время сохра-
нять жизнеспособность. Среди абиотических
факторов, формирующих продуктивность расте-
ний, наиболее важным является наличие воды.
Рост и развитие картофеля, а также урожайность,
сильно зависят от влажности почвы, и эта зависи-
мость выражена гораздо сильнее, чем у других ви-
дов сельскохозяйственных культур [2]. Известно,
что ризобактерии могут значительно повысить
засухоустойчивость растений [3].

Особенностью СРРБ является их способность
воздействовать на рост растений непосредствен-
но за счет синтеза различных метаболитов гормо-
нальной и сигнальной природы, таких как аукси-
ны, цитокинины, гиббереллины, абсцизовая, са-
лициловая (СК) и жасмоновая (ЖАК) кислоты
[4]. Считается, что обработка растений СРРБ
способствует развитию индуцированной систем-
ной устойчивости (ИСУ), опосредованной дей-
ствием жасмоновой кислоты, маркером развития
которой является индукция экспрессии защитно-
го белка PR-6. Однако показано, что формирова-
ние устойчивости пшеницы к патогенам под дей-
ствием бактерий рода Bacillus может развиваться
и через салицилатный сигналинг по типу систем-
ной приобретенной устойчивости (СПУ), марке-
ром развития которой служит индукция экспрес-
сии защитного белка PR-1 [5].

Показано, что экзогенно применяемая сали-
циловая кислота, помимо повышения устойчиво-
сти к патогенам, повышает устойчивость расте-
ний к ряду абиотических стрессов, аналогичные
данные были получены при обработке жасмонатом
[6]. Таким образом, значительный интерес пред-
ставляет выяснение механизмов индуцирования
устойчивости растений к патогенам и абиотиче-
ским стрессам под действием бактерий рода Bacil-
lus в комплексе с сигнальными молекулами.

Цель работы – изучение особенности форми-
рования защитного ответа у растений картофеля
бактериями Bacillus subtilis в сочетании с сигналь-
ными молекулами, связанного с состоянием про-
антиоксидантной системы и экспрессией генов
патоген-индуцируемых белков, в ответ на инфи-
цирование Phytophthora infestans при недостатке
влаги.

МЕТОДИКА

Объекты исследования. В опытах использовали
растения картофеля Solanum tuberosum (Чишмин-
ская опытная станция Башкирского НИИ сель-
ского хозяйства, Уфа, Россия), выращенные из
микроклубней восприимчивого сорта Ранняя ро-
за. Клубни высаживали в емкости с грунтом (“Ter-
raVita”, Норд Палп, торф верховой разной степени
разложения, очищенный речной песок, перлит,

комплексные минеральные удобрения, биогумус,
pH 6.0–6.5) на глубину 3–4 см. Растения выращи-
вали на светоплощадке с фотопериодом 16 ч
(освещенность 8000–10000 люкс) при температу-
ре 20–22°С.

Бактерии B. subtilis 26Д из коллекции лабора-
тории биохимии иммунитета растений Института
биохимии и генетики Уфимского федерального
исследовательского центра РАН (Уфа, Россия)
культивировали в среде LB (Lysogeny Broth) в тече-
ние 24 ч, затем суспензию разбавляли дистиллиро-
ванной водой до необходимой концентрации.

Для заражения растений использовался P. infes-
tans из коллекции лаборатории биохимии иммуни-
тета растений Института биохимии и генетики
Уфимского федерального исследовательского цен-
тра РАН (Уфа, Россия). Патоген выращивали на
картофельном агаре с декстрозой в течение 7 сут
после повторного выделения из инфицирован-
ных мини-клубней картофеля для восстановле-
ния агрессивности патогена. Поверхность коло-
ний изолята P. infestans заливали дистиллирован-
ной водой и инкубировали при 4°C в течение
30 мин. Концентрацию спорангиев оценивали с
помощью камеры Фукса–Розенталя, суспензию
спор разводили до титра 1 × 105 спор/мл.

Обработка растений. На 15 сут после прораста-
ния растений часть из них опрыскивали суспен-
зией из расчета 5 мл на 1 растение бактерий B. sub-
tilis 26Д (108 клеток / мл) и смесью бактерий с СК
(10–6 М), ЖАК (10–7 M) или СК (10–6 M) + ЖАК
(10–7 M) [7]. В контроле опрыскивали 5 мл ди-
стиллированной воды на 1 растение. На 3 сут по-
сле инокуляции B. subtilis 26Д растения опрыски-
вали 5 мл 1 × 105 спор/мл суспензии P. infestans. В
качестве контрольных использовали растения, не
инокулированные бактериями и не инфициро-
ванные фитофторой.

Дефицит влаги создавали за счет сокращения
полива. При появлении видимых симптомов за-
сухи (увядание растений) через 7 сут после зара-
жения P. infestans (влажность почвы 40% ± 5 от
полной влагоемкости) [7] определяли активность
ферментов, содержание H2O2 и пролина в ли-
стьях. Часть листьев каждого растения заморажи-
вали в жидком азоте и хранили при –70°C для вы-
деления РНК и белков. О развитии болезни суди-
ли по проценту пораженной площади от общей
площади листовой пластинки (степень пораже-
ния) на 7 сут после заражения растений P. infes-
tans. Листья фотографировали, полученные изоб-
ражения анализировали в компьютерной про-
грамме ImageJ (“NIH”, США).

Определение содержания H2O2. Для определе-
ния содержания H2O2 методом, описанным в ра-
боте [8] с модификациями, листья гомогенизиро-
вали в ступке при 4°C в 25 мМ фосфатном буфере
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(ФБ), pH 6.2, в соотношении 1 : 3, и центрифуги-
ровали в течение 10 мин при 10000 g и 4°C с ис-
пользованием микроцентрифуги 5415R (“Eppen-
dorf”, Германия). Супернатант использовали для
определения содержания H2O2 с использованием
ксиленолового оранжевого. Реагент содержал
0.074% соли Мора (Fe2(NH4)2SO4, чистота 99.997%) в
5.81% серной кислоте и 0.009% ксиленолового
оранжевого в 1.82%-ном сорбите (в соотношении
1 : 100). Реакционную смесь инкубировали 40 мин
при комнатной температуре, затем измеряли оп-
тическую плотность при 560 нм с использовани-
ем люминесцентной спектрометрической ячейки
Perkin Elmer LS 55 (США) против холостого опы-
та, содержащего воду вместо образца. Концен-
трацию пероксида водорода определяли по пред-
варительно построенной калибровочной кривой.

Определение активности супероксиддисмутазы
(СОД). Активность СОД (КФ 1.15.1.1.) измеряли
описанным методом [9] с некоторыми модифика-
циями. Листья гомогенизировали при 4°C в 50 мМ
ТрисHCl-буфере (pH 7.4) в соотношении 1 : 10 и
экстрагировали в течение 30 мин. Перед анали-
зом растительные экстракты центрифугировали
10 мин при 10000 g и 4°C на центрифуге 5415R
(“Eppendorf”, Германия) и отбирали супернатант
для измерения активности СОД. К 2 мл реагента
1 (0.1 мМ ЭДТА с 0.5 мМ феназинметосульфата и
0.6 мМ нитросинего тетразолия в 0.15 М-ном Na-
фосфатном буфере, pH 7.8) добавляли 100 мкл ре-
агента 2 (150 мМ Трис-буфер, pH 8.0 с 1.25 мМ
ЭДТА и 0.1 мМ НАДН) и 100 мкл надосадочной
жидкости образца, хорошо перемешивали и сра-
зу же измеряли в люминесцентной спектромет-
рической ячейке Perkin Elmer LS 55 (США) при
540 нм. Затем через 10 мин было проведено по-
вторное измерение. Разницу в оптической плот-
ности использовали для расчета процента бло-
кирования восстановления нитросинего тетра-
золия. За единицу активности принимали U =
= (D10 – D0)/D0 × 100%, где D0 – оптическая
плотность в момент приготовления смеси, D10 –
оптическая плотность через 10 мин. Активность
СОД выражали в единицах/мг белка.

Определение активности каталазы (КАТ). Для
определения активности каталазы (КФ 1.11.1.6) ме-
тодом [10] с модификациями растительную ткань
гомогенизировали при 4°C в 50 мМ ФБ (pH 7.8) в
соотношении 1 : 10. После центрифугирования
при 10000 g и 4°C на микроцентрифуге 5415R (Ep-
pendorf, Германия) супернатант использовали
для анализа активности фермента. Реакцию ини-
циировали добавлением надосадочной жидкости
к 65 мМ пероксида водорода в 50 мМ растворе ФБ
(pH 7.8), смесь выдерживали при комнатной тем-
пературе в течение двух минут. Реакцию останав-
ливали добавлением 32.4 мМ молибдата аммо-
ния. В контрольную пробу вместо супернатанта

добавляли дистиллированную воду. Интенсив-
ность проявленной окраски измеряли на Perkin
Elmer LS 55 (США) при 410 нм. Активность ката-
лазы рассчитывали по формуле: U = (Aк –
‒ Aо)/(KVT), где Aк и Aо – абсорбция контрольных
(содержащих воду вместо образца) и опытных об-
разцов, соответственно, V – объем пробы, 0.1 мл,
T – время инкубации, 600 с, K – коэффициент -
молярного поглощения H2O2, равный 22.2 ×
× 103 моль–1 см–1. Активность КАТ выражали в
единицах/ мг белка.

Определение активности пероксидазы (ПО). Для
определения активности пероксидазы (КФ 1.11.1.7)
методом описанным в работе [11] с модификаци-
ями листья гомогенизировали при 4°C в 10 мМ
ФБ, pH 6.2. Соотношение массы образца листьев
к объему ФБ составляло 1 : 3. Экстракт центрифу-
гировали 20 мин при 10000 g при +4°C на центри-
фуге 5415R (“Eppendorf”, Германия). Перокси-
дазную активность супернатанта определяли
микрометодом окисления субстрата 20 мМ орто-
фенилендиамина 10 мМ пероксидом водорода,
развитие окраски останавливали 4 н. H2SO4. Опти-
ческую плотность раствора измеряли при 490 нм
на приборе Perkin Elmer LS 55 (США). За единицу
активности фермента принимали изменение оп-
тической плотности раствора за 1 мин. Актив-
ность ПО выражали в ед./мг белка.

Определение содержания белка. Содержание
белка в образцах определяли по методу Брэдфорд,
используя бычий сывороточный альбумин в ка-
честве стандарта [12]. Поглощение измеряли при
595 нм.

Определение содержания пролина. Навеску рас-
тений заливали 2.5 мл стерильной дистиллиро-
ванной воды. Пробирки помещали в водяную ба-
ню, которую затем доводили до кипения, после
чего пробирки вынимали и охлаждали. К 2 мл хо-
лодного образца добавляли 2 мл реагента нингид-
рина и 2 мл ледяной уксусной кислоты, помеща-
ли на водяную баню и кипятили в течение часа,
затем охлаждали. Оптическую плотность продук-
тов реакции измеряли на спектрофотометре при
522 нм.

Определение транскрипционной активности ге-
нов PR-белков. РНК выделяли из растений с по-
мощью тризола (“Molecular Research Center, Inc.”,
США). Навеску листьев гомогенизировали в
жидком азоте. Для получения кДНК на основе
мРНК исследуемых образцов проводили реак-
цию обратной транскрипции с использованием
обратной транскриптазы M-MuLV согласно про-
токолу поставщика. Анализ накопления тран-
скриптов генов PR-1 (номер GenBank AY050221),
PR-6 (номер GenBank JX683427) и PR-9 (номер
GenBank M21334) проводили с помощью количе-
ственной ПЦР в реальном времени. кДНК разво-
дили в пять раз и использовали непосредственно
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в качестве матрицы для количественной ПЦР
(qPCR). Количественная ПЦР проводилась мето-
дом полимеразной цепной реакции в реальном
времени с использованием N', N'-диметил-N-(4-
((E)-(3-метил-1,3-бензотиазол-2-илиден) метил)-
1-фенилхинолин-1-иум-2-ил) -N-пропилпро-
пан-1,3-диамина (SYBR GreenI) (“Synthol”,
Россия) на приборе CFX Connect Real-Time Sys-
tem (“Bio-Rad”, США). Программа qPCR: 50°C в
течение 2 мин; 95°С – 10 мин; 40 циклов при 95°C
в течение 15 с и при 60°C в течение 1 мин. Каждую
количественную ПЦР проводили в трех повтор-
ностях. После заключительного цикла ПЦР был
проведен анализ кривой плавления для определе-
ния специфики реакции (при 95°C в течение 15 с,
60°C в течение 1 мин и 95°C в течение 15 с). Эф-
фективность каждой пары праймеров была опре-
делена с использованием серии 10-кратных разве-
дений кДНК для надежного определения кратных
изменений. Измерения транскрипционной актив-
ности гена (оценка количества копий мРНК для
каждого гена) проводили относительно эталон-
ного гена St_act (“ген домашнего хозяйства”, ак-
тин, номер GenBank X55749) с использованием
программного обеспечения “CFX Connect Real-
Time System” (“Bio-Rad”, США). Анализ данных
проводили с помощью программного пакета La-
sergene от “DNASTAR, Inc.” (США). Праймеры,
использованные в работе, приведены в табл. 1,
дополнительные материалы.

Двумерный электрофорез. 450 мг листьев гомо-
генизировали в жидком азоте, ресуспендировали
в 1 мл буферного раствора (0.7 M сахароза,
0.5 Hepes-KOH, pH 7.5, 0.1 M KCl, 2% меркапто-
этанол, 1 мМ ЭГТА, 1 мМ ФМСФ, 0.1 мМ ортова-
надат натрия) и инкубировали в течение 30 мин
при 4°С. Белки экстрагировали фенольным рас-
твором по методике [13]. К 1 мл фенола, насы-
щенного трис-HCl, добавляли 1 мл образца бел-
ка, полученную смесь инкубировали при –20°C в
течение 30 мин, затем центрифугировали в тече-
ние 30 мин при 3000 g. Белки из фенольной фазы
осаждали четырехкратным объемом 0.1 М ацетата
аммония в этаноле при –20°C в течение 10 ч.

Полученный осадок трижды промывали аце-
татом аммония и растворяли в лизис-буфере (8 М
мочевина, 2 М тиомочевина, 1% ЧАПС, 30 мМ
дитиотреитол (ДТТ), 20 мМ Трис, 0.3%-ный рас-
твор амфолитов).

Изоэлектрическое фокусирование белков про-
водили на приборе Protean IEF (“Bio-Rad”, США).
Для разделения белков по изоэлектрической точке
использовали готовые 7-сантиметровые стрипы
(“Bio-Rad”, США), диапазон pH 3–10. Перед фо-
кусировкой проводили пассивную регидратацию
в течение 12 ч при 20°C. Фокусировку проводили
при напряжении 4000 В (20000 В ч) в течение 22 ч,
затем напряжение поддерживали на уровне 500 В

до конца процесса. После изоэлектрического фо-
кусирования стрипы выдерживали в течение
15 мин последовательно в растворах 2%-ного ДТТ
и 2.5% йодацетамида в буферных растворах с
25% глицерина, затем промывали в 25 мМ трис-
глициновом буфере, pH 8.3.

Электрофорез проводили в 10%-ном ПААГ с
Na-ДДС. Полоски и белки-маркеры на фильтро-
вальной бумаге помещали на полиакриламидный
гель и проливали 1%-ным раствором агарозы в
трис-глициновом буферном растворе. Электро-
форез проводили при напряжении 90–120 В, гели
стабилизировали в 50%-ном этаноле в течение
10 мин, затем окрашивали 0.1%-ным раствором
Кумасси G-250. Изображения гелей анализировали
в компьютерной программе ImageJ (“NIH”, США).

Статистическая обработка. Эксперименты
включали 5 биологических повторностей для био-
химических показателей и 15 – для транскрипци-
онной активности. На гистограммах показаны вы-
борочные средние и их 95%-ные доверительные
интервалы. Различия исследуемых параметров
анализировали с помощью теста Краскела–Уолли-
са в программе Statistica 8 (Statsoft, США). Для вы-
явления условий опыта, в наибольшей степени
влияющих на спектр белков листьев, проводили
факторный анализ (анализ главных компонент).
На диаграмме рассеяния показаны главные ком-
поненты (“фактор 1", "фактор 2"), описывающие
дисперсию значений содержания отдельных бел-
ков (интенсивности пятен на электрофореграм-
мах) в различных вариантах опыта. Для определе-
ния степени сходства спектров белков листьев в
различных вариантах опыта проводили кластер-
ный анализ данных о содержании отдельных бел-
ков (евклидово расстояние, метод объединения
групп – UPGMA).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние бактерий Bacillus subtilis и сигнальных
молекул на инфицирование растений картофеля P. in-
festans и содержание H2O2. Сравнительный анализ
степени пораженности фитофторозом листьев
восприимчивого сорта картофеля при недостатке
влаги выявил различия в скорости роста оомице-
та P. infestans в вариантах с инокуляцией бактери-
ями и сигнальными молекулами (рис. 1а). Так, в
отсутствие обработки степень пораженности со-
ставила 64%, предварительная обработка B. subti-
lis, в том числе в сочетании с СК и ЖАК, снижала
пораженность листьев на 15–30%. Предобработка
B. subtilis в сочетании с ЖАК оказала наиболее
эффективное защитное действие (рис. 1–4). Ра-
нее было показано, что обработка ЖАК и B. subti-
lis 26Д снижала развитие P. infestans на клубнях
картофеля [14].
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Повышение устойчивости картофеля к P. infes-
tans под влиянием комплекса Bacillus spp. с сиг-
нальными молекулами может быть связано с из-
менением концентрации Н2О2 в тканях растений
[15]. Исследования показали, что концентрация
Н2О2 в обработанных растениях в условиях засухи
была ниже, чем в необработанных (рис. 1б). Это
может быть связано с защитным действием мета-
болитов B. subtilis. Известно, что под действием
Bacillus subtilis повышалась активность антиокси-
дантных ферментов и уровень пролина в растени-
ях [16]. В то же время у растений, обработанных
бактериями и сигнальными молекулами, при за-
ражении P. infestans в условиях засухи уровень пе-
роксида водорода в листьях заметно увеличивался,
особенно при обработке B. subtilis + ЖАК (рис. 1б).
H2O2 можно рассматривать как наиболее важную
молекулу, участвующую в передаче внутрикле-
точных сигналов, которые регулируют экспрес-
сию генов и активность защитных систем [17],
включая увеличение концентрации ионов каль-
ция в цитозоле, что играет важную роль в переда-
че сигнальной информации в геном растения.
Было показано, что H2O2 участвует в активации
экспрессии генов стрессовых белков [15]. Вероят-
но, сочетание представителей рода Bacillus с сиг-
нальными молекулами усиливает генерацию
АФК и передачу сигналов, запускающих другие
защитные механизмы, предотвращающие разви-
тие патогенов.

Изменение активности антиоксидантных фер-
ментов и содержания пролина в листьях картофеля
при обработке B. subtilis в сочетании с СК и ЖАК.
Изменение концентрации H2O2 в тканях расте-
ний в процессе патогенеза может происходить в
результате многих метаболических процессов, но
в большей степени это происходит в результате
изменения активности антиоксидантных фер-
ментов [18].

Одним из важных ферментов антиоксидант-
ной системы растений, участвующих в утилиза-
ции активных форм кислорода (АФК), является
СОД. При заражении растений P. infestans наблю-
далось повышение активности СОД (рис. 2а), об-
работка бактериями усиливала этот эффект. Од-
нако обработка бактериями в сочетании с СК или
ЖАК, наоборот, приводила к снижению актив-
ности СОД у инфицированных растений. У неза-
раженных растений на фоне засухи достоверное
повышение активности СОД выявлено в вариан-
те с обработкой растений бактериями в сочета-
нии с СК, ЖАК или одновременно СК и ЖАК.
Таким образом, использование бактерий B. subti-
lis 26Д стимулирует активность СОД у инфициро-
ванных и неинфицированных растений картофе-
ля в условиях засухи. Известно, что активность
СОД может изменяться разнонаправленно в за-
висимости от интенсивности и продолжительно-
сти воздействия стрессового фактора [19]. Сни-
жение активности СОД при стрессе способствует
дальнейшему увеличению продукции АФК и раз-
витию окислительного повреждения клеток и
тканей растений [20]. Следовательно, эффектив-
ное функционирование СОД во многом опреде-
ляется функционированием других компонентов
защитных систем, в частности, утилизирующих
пероксид водорода (каталазы, пероксидазы, фер-
менты аскорбат-глутатионового цикла).

Каталаза является важнейшим антиоксидант-
ным ферментом [21]. Исследования показали,
что у растений, инфицированных P. infestans, в
условиях засухи наблюдалось снижение активно-
сти каталазы (рис. 2б). У инфицированных расте-
ний, обработанных только бактериями или в со-
четании с СК или ЖАК, активность каталазы зна-
чительно увеличивалась. Более того, в вариантах
с обработкой B. subtilis + СК и B. subtilis + ЖАК
повышение активности КАТ происходило и у не-
зараженных растений на фоне засухи.

Рис. 1. Влияние обработки B. subtilis и сигнальными молекулами на степень развития симптомов фитофтороза (%),
вызванных P. infestans, на листьях картофеля в условиях засухи (а) и на содержание H2O2 в листьях (б): 1 – контроль;
2 – B. subtilis; 3 – B. subtilis + СК; 4 – B. subtilis + ЖАК; 5 – B. subtilis + СК + ЖАК. I – незараженные, II – зараженные
P. infestans растения. Достоверно различающиеся значения обозначены разными буквами.
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Активность каталазы может значительно из-
меняться при участии сигнальных молекул. H2O2

является не только сигнальной молекулой, но и
субстратом каталазы. В то же время, ее влияние
на активность каталазы у растений неоднознач-
но. Так, в проростках пшеницы H2O2, в зависи-

мости от концентрации, ингибировала [22] или
стимулировала [23] активность каталазы. Сали-
циловая кислота также обладает способностью
ингибировать каталазу [24], что является одним
из механизмов развития реакции сверхчувстви-
тельности. Ингибирование фермента под дей-
ствием СК может приводить к дальнейшей акти-
вации экспрессии гена каталазы и усилению син-
теза фермента [25].

Пероксидаза – фермент, участвующий как в
генерации, так и в утилизации Н2О2 [11]. Извест-

но, что обширное мультигенное семейство клас-
сических пероксидаз растений класса III, входя-
щих в семейство защитных белков семейства PR-9,
участвует в укреплении клеточных стенок за счет
окислительных реакций, катализирующих процес-
сы полимеризации фенольных соединений в лиг-
нин клеточных стенок, повышая их устойчивость к
разрушению фитопатогенами. Активность пе-
роксидазы увеличивалась у незараженных расте-

ний на фоне засухи только в вариантах с обра-
боткой B. subtilis в сочетании с сигнальными мо-
лекулами (рис. 2в). Однако при заражении
растений P. infestans значительное увеличение ак-
тивности пероксидазы происходило у растений,
обработанных только B. subtilis, а также в сочета-
нии с ЖАК и СК + ЖАК (рис. 2в). Ранее было по-
казано, что сочетание B. subtilis 26Д и СК способ-
ствовало активации пероксидазы у инфициро-
ванных P. infestans растений картофеля в условиях
оптимальной влажности [26]. В то же время у ин-
фицированных растений, обработанных B. subtilis
26Д и ЖАК, активность фермента значительно не
изменялась. Вероятно, регуляция содержания
H2O2 в растениях картофеля под действием бакте-

рий B. subtilis в сочетании с сигнальными молеку-
лами на фоне засухи может происходить разными
путями: через активацию СОД, снижение актив-
ности каталазы и в результате модулирующего
воздействия на активность пероксидазы. Баланс
между синтезом и инактивацией АФК имеет ре-
шающее значение для поддержания метаболизма
растений и повышения их устойчивости к стрес-
совым факторам различной природы [27].

Исследования выявили антистрессовый эф-
фект обработки бактериями B. subtilis 26Д расте-

Рис. 2. Влияние обработки B. subtilis и сигнальными молекулами на активность СОД (а), каталазы (б), пероксидазы (в)
и содержание пролина (г) в листьях картофеля: 1 – контроль; 2 – B. subtilis; 3 – B. subtilis + СК; 4 – B. subtilis + ЖАК;
5 – B. subtilis + СК + ЖАК. I – незараженные, II – зараженные P. infestans растения. Достоверно различающиеся зна-
чения обозначены разными буквами.
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ний картофеля в условиях засухи. Так, в растени-
ях, обработанных B. subtilis, уровень пролина в
листьях незараженных растений увеличивался в
несколько раз (рис. 2г). Сочетание бактерий с
ЖАК, но особенно с СК, снижало стимулирую-
щее действие B. subtilis на уровень пролина в не-
инфицированных растениях. Однако, в варианте
B. subtilis 26Д + СК + ЖАК содержание пролина
было сопоставимо с уровнем у растений, обрабо-
танных бактериями. Аналогичная тенденция вли-
яния сочетания бактерий и сигнальных молекул
на уровень пролина сохранялась и в инфициро-
ванных растениях (рис. 2г).

Известно, что пролин играет роль осмопротек-
тора при засухе, накапливаясь в цитозоле расти-
тельных клеток [28]. Защитный эффект пролина
обусловлен его участием в стабилизации мем-
бран, структуры белковых молекул и снижении
уровня АФК. Также пролин, сочетающий функ-
ции антистрессового метаболита и соединения,
задействованного в регуляции клеточных процес-
сов, является одним из индикаторов активации
системной защиты растений, выполняя сигналь-
ную функцию при взаимодействии растений с
патогенами [29]. Показано значительное накоп-
ление пролина в растениях при инокуляции эн-
дофитными бактериями Bacillus subtilis, что поло-
жительно коррелировало с устойчивостью к бо-
лезням [30].

Влияние бактерий B. subtilis и сигнальных моле-
кул на транскрипционную активность генов PR-бел-
ков в растениях картофеля при заражении P. infes-
tans. Системная устойчивость растений к болез-
ням, являющаяся неспецифической, основана
на экспрессии многих защитных генов [31]. Как
видно на рис. 3, инфицирование и обработка
B. subtilis, особенно в сочетании с сигнальными
молекулами, стимулировали накопление тран-
скриптов генов PR-1 (секретируемый антимик-
робный белок), PR-6 (ингибиторы протеиназ) и
PR-9 (пероксидаза) в растениях картофеля. Так,
ген PR-1 наиболее интенсивно экспрессировался
у растений, обработанных бактериями в сочета-
нии с СК. Обработка B. subtilis в сочетании с ЖАК
приводила к значительному увеличению уровня
транскрипции гена PR-6 у неинфицированных и
инфицированных растений по сравнению с кон-
тролем.

Следует обратить внимание, что обработка бак-
териями B. subtilis в отсутствие сигнальных молекул
оказывала значительное влияние на повышение
уровня экспрессии PR-1 и PR-6 у незараженных
растений в условиях засухи. Комбинация бактерий
с СК и ЖАК в данном случае имела, как правило,
меньший, а в некоторых случаях даже отрицатель-
ный эффект, например, экспрессия PR-6 снижа-
лась в присутствии СК. У инфицированных рас-
тений, обработанных бактериями в сочетании с

СК или ЖАК, значительно повышалась экспрес-
сия PR-белков. В неинфицированных растениях
экспрессия PR-9 увеличивалась при обработке
B. subtilis как в отсутствие, так и в комбинации с
СК или ЖАК, но комбинированный эффект СК
и ЖАК вызывал большее увеличение экспрессии
PR-9. Ранее было показано, что ЖАК может ней-
трализовать способность B. subtilis 26Д стимули-
ровать транскрипционную активность гена PR-9
в условиях нормальной влажности [26]. Супрес-
сивный эффект совместной обработки B. subtilis
26Д + ЖАК выражался в снижении транскрип-
ции генов PR-2, PR-3 и PR-9 в растениях пшени-
цы по сравнению с растениями, обработанными
только B. subtilis 26Д или ЖАК. Следовательно,
совместное влияние засухи и заражения патоге-
ном приводит к дополнительным изменениям
транскрипционной активности PR-генов расте-
ний по сравнению с инфицированными растени-
ями, выращенными в нормальных условиях.

Вероятно, сочетание бактерий B. subtilis 26Д с
сигнальными молекулами усиливает генерацию
H2O2 и передачу сигналов, запускающих работу за-

щитных механизмов, которые повышают устойчи-
вость растений к стрессовым факторам биотиче-
ской и абиотической природы за счет индукции
транскрипционной активности генов защитных
белков.

Возможно, что способствуя генерации актив-
ных форм кислорода (АФК), бактерии рода Bacil-
lus вызывают передачу сигналов, запускающих
другие защитные механизмы. Было показано, что
обработка растений Bacillus subtilis способствует
ИСУ, опосредованной действием ЖАК. Однако
формирование устойчивости пшеницы к патоге-
нам под влиянием бактерий рода Bacillus также
может развиваться через салицилатный сигналь-
ный путь по типу системной СПУ [5]. Среди изу-
ченных генов PR-белков, определяющих разви-
тие СПУ, ген PR-1 регулируется СК-зависимым
сигнальным каскадом [32]. Ответы на СК зависят
от регуляторного белка, называемого ассоцииро-
ванным с патогенезом – 1 NPR-1. Его синтез ак-
тивируется через окислительно-восстановитель-
ные пути посредством накопления СК. Белок
NPR-1 переносится в ядро, где действует через
факторы транскрипции, не связываясь непосред-
ственно с ДНК. Воздействие эндофитных бакте-
рий приводит к усилению биосинтеза ЖАК и раз-
витию ИСУ, маркером которой является экс-
прессия гена PR-6 (ингибитор протеазы) [33].
Долгое время считалось, что СК- и ЖАК-опосре-
дованные сигнальные пути обладают антагони-
стическим действием [34]. Однако разделение
сигнальных путей является весьма условным. По-
являются новые данные об альтернативных ин-
дукторах и участниках формирования устойчиво-
сти растений к стрессу [6].
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Влияние бактерий Bacillus subtilis и сигнальных
молекул на протеом листьев картофеля при зараже-
нии P. infestans. Одним из способов выявления
специфичности изменений экспрессии генов под
влиянием заражения растений патогенами или
воздействия сигнальных молекул и метаболитов
эндофитных бактерий может быть исследование
протеома. Методом двумерного электрофореза
белков листьев S. tuberosum идентифицировано
19 белков, наличие которых в листьях различа-
лось в зависимости от варианта опыта (рис. 4).

Наибольшее количество белков наблюдалось в
листьях растений, обработанных B. subtilis, четы-
ре белка (Mr/pI 100/6.5, 80/7, 40/7.5, 40/8) присут-
ствовали только в этом варианте опыта. Белок с
Mr/pI 35/8 наблюдался только при обработке
B. subtilis + СК в отсутствие ЖАК, белок с Mr/pI
45/9 наблюдался как в отсутствие, так и в при-
сутствии ЖАК. Белок с Mr/pI 40/8.5 присутство-
вал только в растениях, обработанных B. subtilis, и
растениях, обработанных B. subtilis вместе с двумя
сигнальными молекулами. При заражении P. in-

Рис. 3. Влияние обработки B. subtilis и сигнальными молекулами на транскрипционную активность генов PR-белков.
1 – контроль (без заражения); 2 – B. subtilis; 3 – B. subtilis + СК; 4 – B. subtilis + ЖАК; 5 – B. subtilis + СК + ЖАК.
I – незараженные, II – зараженные P. infestans растения. Достоверно различающиеся значения обозначены разными
буквами.
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festans наибольшее количество белков также на-
блюдалось при обработке B. subtilis при отсут-
ствии сигнальных молекул. Белок с Mr/pI – 55/4,
который присутствовал во всех неинфицирован-
ных растениях, наблюдался во время заражения
только при обработке B. subtilis + ЖАК. Белок с
Mr/pI – 50/7 в инфицированных растениях при-
сутствовал только при обработке B. subtilis без СК
и ЖАК.

В результате кластерного анализа все расте-
ния, инфицированные P. infestans, а также неин-
фицированные и необработанные, оказались
наиболее близкими по спектру синтезируемых
белков (рис. 5а). Среди этих вариантов наиболее
существенные различия наблюдались у инфициро-
ванных растений, обработанных B. subtilis. Расте-
ния, обработанные B. subtilis с СК или ЖАК, или
их смесью, образовывали другую группу со схо-
жими спектрами белков. Наибольшие различия в
спектре белков наблюдали у неинфицированных
растений, обработанных B. subtilis в отсутствие
СК и ЖАК. Таким образом, обработка B. subtilis в
отсутствие сигнальных молекул существенно изме-
няла спектр растительных белков, что особенно
выражено у незараженных растений. Можно
предположить, что инфицирование P. infestans и
обработка сигнальными молекулами активирует
защитные механизмы растений, предотвращая
изменения в спектре белков, вызываемые сим-
биотическими бактериям.

Наибольшие изменения в спектре белков у ин-
фицированных растений, обработанных B. subtilis
в смеси с сигнальными молекулами, были вызва-
ны ЖАК: растения, обработанные СК или сме-
сью СК и ЖАК, в меньшей степени отличались от
контрольных зараженных растений. Как извест-
но, жасмонаты регулируют процессы развития
растений и адаптации к внешним биотическим и
абиотическим стрессорам [35].

Следует отметить, что во всех вариантах обра-
ботки, за исключением контроля, наблюдали при-
сутствие белка хлоропластов, вовлеченного в гене-
рацию АФК (oxygen-evolving enhancer protein 1).
Наибольшее содержание этого белка отмечалось
в обработанных B. subtilis незараженных и зара-
женных растениях, а также в зараженных расте-
ниях, обработанных B. subtilis + ЖАК. Известно,
что окислительный взрыв является сигналом для
реакции сверхчувствительности (СВЧ), которая
тесно связана с эффективным ответом растений
на инфицирование патогеном. Имеются данные
о взаимосвязи белка окислительного взрыва
RPH1 с устойчивостью растений к Phytophthora
brassicae [36].

Результаты факторного анализа (рис. 5б) пока-
зывают корреляцию обработки ЖАК с первым
компонентом дисперсии (варианты опыта с обра-
боткой ЖАК расположены преимущественно в
левой части диаграммы), а инфицирования P. in-
festans – со вторым компонентом (варианты с ин-
фицированием преимущественно в верхней части).
Таким образом, обработка ЖАК и инфицирование
P. infestans, по-видимому, являются основными па-
раметрами, вызывающими изменения в спектре
растительных белков. В целом можно сделать вы-
вод, что инфицирование возбудителем фитофторо-
за, обработка эндофитными бактериями и сигналь-
ными молекулами вызывают сложные ответные
реакции у растений, в которые вовлечены множе-
ство защитных белков.

Таким образом, полученные результаты иссле-
дований показывают, что механизм активации
защитных систем растений картофеля эндофит-
ными бактериями рода Bacillus и сигнальными
молекулами – СК и ЖАК – опосредуется накоп-
лением пероксида водорода и повышением ак-
тивности ферментов, регулирующих его уровень,
а также PR-белками. Развитие защитных реакций
при засухе приводит к значительным изменениям
спектра и относительного содержания отдельных
белков, как у здоровых, так и у инфицированных
растений. Выявленные различия в активации
транскрипционной активности генов PR-белков
под влиянием бактерий B. subtilis и сигнальных мо-
лекул позволяют предположить наличие диффе-
ренциальных путей формирования устойчивости к
P. infestans у растений картофеля с их участием.

Рис. 5. Кластерный анализ вариантов опыта в соответ-
ствии с присутствием различных белков в листьях (а).
Анализ главных компонент дисперсии содержания
белков в листьях (б).
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Effect of Bacillus subtilis Bacteria and Signaling Molecules on the State
of the Pro-/Antioxidant System and Expression of Protective Protein Genes 

in Potato Plants in the Infection of Phytophtorosis
L. G. Yarullinaa, *, V. O. Tsvetkovb, G. F. Burkhanovaa, E. A. Cherepanovaa, A. V. Sorokana,

E. A. Zaikinaa, I. S. Mardanshinc, J. N. Kalatskayad, and N. V. Balyukd

a Institute of Biochemistry and Genetics – a separate structural unit of the Ufa Federal Research Center
of the Russian Academy of Sciences, Ufa, 450054 Russia

b Bashkir State University, Ufa, 450076 Russia
c Bashkir Research Institute of Agriculture – a separate structural unit of the Ufa Federal Research Center

of the Russian Academy of Sciences, Ufa, 450059 Russia
d Institute of Experimental Botany named after V.F. Kuprevich, National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, 220072 Belarus

*e-mail: yarullina@bk.ru

The effect of Bacillus subtilis bacteria in combination with salicylic (SA) and jasmonic (JA) acids on the state
of the pro-/antioxidant system (the content of hydrogen peroxide and proline, the activity of catalase, perox-
idase, superoxide dismutase), the transcriptional activity of the genes PR-1, PR-6 and PR-9 and changes
in the leaf proteome in connection with the development of potato resistance to the causative agent of late
blight – oomycete Phytophthora infestans (Mont.) de Bary with a lack of moisture were studied. Plants
grown from microtubers were sprayed with a suspension of B. subtilis (108 cells/ml) and a mixture of bac-
teria with SA (10–6 M), JA (10–7 M), SA + JA. 3 days after treatment, the plants were infected with P. in-
festans (105 spores/ml) and cultivated under artificial soil drought conditions by reducing irrigation. When
soil moisture reached 40 ± 5% of full moisture capacity (7 days after infection), biochemical parameters
were assessed in plants. A decrease in the degree of P. infestans development on leaves was revealed when
treated with B. subtilis in combination with SA and JA. The mechanism of activation of the defense systems
of potato plants by bacteria of the genus Bacillus and signaling molecules under drought conditions was asso-
ciated with the accumulation of H2O2, an increase in the activity of antioxidant enzymes, and the expression
of PR-protein genes. In the proteome of potato leaves, differences were found in the presence of 19 polypep-
tides in the pI range from 4.0 to 9.0 and with molecular weights from 30 to 125 kDa. Treatment with B. subtilis
in combination with JA most significantly changed the spectrum of proteins in both healthy and infected
plants. The revealed differences in the activation of the synthesis of protective proteins under the influence of
B. subtilis bacteria and signaling molecules suggest the existence of differential pathways for the formation of
resistance to P. infestans in potato plants with their participation.

Keywords: Solanum tuberosum, Phytophthora infestans, Bacillus subtilis, salicylic acid, jasmonic acid, hydrogen
peroxide, antioxidant enzymes, proline, gene expression, PR proteins, proteome, systemic resistance
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Проведено сравнение влияния 24-эпикастастерона (ЭК) и его конъюгата с остатком салициловой
кислоты (2-моносалицилата ЭК – МСЭК) на теплоустойчивость проростков пшеницы. Обработка
проростков МСЭК в концентрациях 20 и 50 нМ вызывала более существенное повышение их теп-
лоустойчивости по сравнению с действием ЭК, салициловой кислоты (СК), а также смеси ЭК и СК
в указанных концентрациях. Под влиянием ЭК и МСЭК отмечалось транзиторное повышение со-
держания пероксида водорода в корнях проростков, при этом эффект МСЭК был более существен-
ным. Обработка проростков МСЭК вызывала более заметное повышение в корнях активности ан-
тиоксидантных ферментов (каталазы и гваяколпероксидазы) по сравнению с действием ЭК. Влия-
ние ЭК и его салицилата на показатели про-/антиоксидантного равновесия в клетках корней и
теплоустойчивость проростков устранялось их обработкой антиоксидантом диметилтиомочевиной
и ингибитором НАДФH-оксидазы имидазолом. Сделано заключение об АФК-опосредованном
действии исследуемых соединений на стресс-протекторные системы корней проростков. Более су-
щественное защитное действие МСЭК по сравнению с ЭК могло быть связано с постепенным вы-
свобождением из конъюгата СК и ЭК и функциональным взаимодействием сигнальных путей брас-
синостероидов и СК.

Ключевые слова: брассиностероиды, 24-эпикастастерон, салициловая кислота, 2-моносалицилат
24-эпикастастерона, активные формы кислорода, антиоксидантная система, теплоустойчивость,
Triticum aestivum
DOI: 10.31857/S055510992106009X

Брассиностероиды (БС) играют значительную
роль в регуляции функций растительного орга-
низма как в оптимальных, так и в неблагоприят-
ных условиях [1]. В настоящее время накоплены
экспериментальные данные, которые свидетель-
ствуют в пользу представлений о том, что моди-
фикация сигнальных путей БС экзогенными воз-
действиями может быть одним из стратегических
направлений решения проблемы адаптации куль-
турных растений [2–4].

БС находятся в тесных функциональных свя-
зях практически со всеми компонентами гормо-
нальной системы растений [3]. Так, показано, что
стимуляция БС ростовых процессов включает в
себя их синергическое взаимодействие с гиббе-
реллинами и ауксинами [5]. Не менее важное зна-
чение имеет взаимодействие БС со стрессовыми
фитогормонами, в частности с абсцизовой (АБК)
и салициловой (СК) кислотами. Установлено, на-

пример, что индуцирование 24-эпибрассиноли-
дом (ЭБ) устойчивости проростков пшеницы к
действию кадмия, которое сопровождалось зна-
чительным усилением синтеза дегидрина с моле-
кулярной массой (ММ) 28 кДа, было опосредова-
но образованием АБК [6].

Достаточно давно были получены данные,
указывающие на возможное участие СК в реали-
зации влияния БС на соле- и теплоустойчивость
растений арабидопсиса. Так, экзогенный ЭБ по-
чти не оказывал влияния на резистентность рас-
тений генотипа npr1-1 – мутантов по ключевому
гену салицилатного сигналинга [7]. Также уста-
новлена более высокая чувствительность к гипер-
термии мутантов npr1-1 по сравнению с растени-
ями арабидопсиса дикого типа. В то же время об-
наружено подавление синтеза СК при усиленной
в присутствии БС экспрессии гена NPR1 [8].
Имеющиеся сведения указывают на наличие как

УДК 577.13:581.1
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положительного, так и отрицательного пере-
крестного взаимодействия между БС и СК. На-
пример, при заражении корней риса Pythium gra-
minicola БС действовали как факторы вирулент-
ности за счет отрицательного взаимодействия с
СК [9]. С другой стороны, при действии абиоти-
ческих стрессоров зарегистрированы эффекты
усиления защитного действия БС и СК при сов-
местном использовании двух фитогормонов. В
частности, комбинация ЭБ и СК оказывала более
заметное защитное действие на растения рапса
при их обработке токсическими дозами свинца,
что выражалось в усиленном накоплении антиок-
сидантов липидной фазы и хелаторов металлов
[10]. Усиление защитного влияния обработки ЭБ
при ее комбинировании с обработкой СК показа-
но и в условиях солевого стресса [11]. При одно-
временном действии двух фитогормонов у расте-
ний рапса, подвергнутых солевому стрессу, отме-
чались более высокие показатели содержания
пролина, активности нитратредуктазы и карбо-
ангидразы, фиксации CO2 по сравнению с расте-
ниями, обработанными одним из фитогормонов.

Ранее сообщалось о синтезе конъюгатов БС с
СК с помощью реакций ЭБ и 24-эпикастастеро-
на (ЭК) с ангидридом 2-O-бензилсалициловой
кислоты с последующим гидрогенолизом O-бен-
зильных групп [12]. Полученные таким образом
конъюгаты ЭБ и ЭК с СК оказывали более за-
метное влияние на выживание проростков про-
са после потенциально летального прогрева и в
условиях солевого стресса не только по сравне-
нию с исходными БС, но и по сравнению со сме-
сью БС с СК, взятых в оптимальных концентра-
циях [12]. Под влиянием конъюгатов БС с СК
отмечалось более заметное смягчение проявле-
ния окислительного стресса, определяемого по
содержанию продуктов пероксидного окисле-
ния липидов (ПОЛ), после повреждающего дей-
ствия гипертермии и засоления.

Известно, что АФК, образующиеся с участием
НАДФH-оксидазы при действии БС на растения,
участвуют в реализации их сигнальных и защит-
ных эффектов [13–15]. С другой стороны, АФК,
которые генерируются с помощью пероксидазы и
НАДФН-оксидазы, задействованы в сигналинге
СК [16]. Однако влияние конъюгатов БС с СК на
редокс-гомеостаз растительных клеток и значе-
ние его изменений для реализации стресс-про-
текторного действия таких производных БС до
сих пор не исследовано.

В последнее время появились сведения о раз-
личиях в физиологической активности лак-
тон(ЭБ) и кетон-(ЭК) содержащих БС [17]. В
частности, показано, что обработка стареющих
листьев ячменя ЭК более эффективно по срав-
нению с действием ЭБ предотвращала развитие
окислительного стресса [18]. Обработка расте-
ний рапса ЭК способствовала повышению в них

активности пероксидазы, в то время как при дей-
ствии ЭБ такой эффект почти не проявлялся [17]. В
целом физиологические (стресс-протекторные)
эффекты кетонсодержащих БС изучены значи-
тельно слабее, чем лактонсодержащих БС.

Цель работы – сравнительное изучение влия-
ния ЭК и его 2-моносалицилата (МСЭК) на теп-
лоустойчивость проростков пшеницы, образова-
ние в них АФК и состояние их антиоксидантной
системы.

МЕТОДИКА
Зерновки пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта

Досконала обеззараживали 6%-ным пероксидом
водорода в течение 30 мин и проращивали в тем-
ноте в течение 4 сут при температуре около 20°С
на водопроводной воде, очищенной с использо-
ванием системы водоподготовки, включающей в
себя фильтр механической очистки, угольный
фильтр и полупроницаемую обратноосмотиче-
скую мембрану с размером ячеек 1 нм. Затем в сре-
ду инкубации корней добавляли ЭК или МСЭК в
концентрациях диапазона 5–200 нМ, время воз-
действия 24 ч. В отдельных вариантах опытов
проростки в течение 24 ч инкубировали на рас-
творах СК (20 или 50 нМ) либо смеси ЭК с СК в
соответствующих концентрациях. Время инкуба-
ции проростков на растворах физиологически ак-
тивных соединений, вызывающее наиболее за-
метное повышение их выживания после повре-
ждающего нагрева, было выбрано на основании
предварительных опытов (результаты не приво-
дятся).

При изучении влияния скавенджера перокси-
да водорода диметилтиомочевины (ДМТМ) [19] и
ингибитора НАДФH-оксидазы имидазола [20] на
теплоустойчивость проростков и биохимические
показатели проростки икубировали на растворах
26 ч. При оценке совместного действия ДМТМ и
имидазола с ЭК или МСЭК указанные соединения
добавляли в среду инкубации корней за 2 ч до нача-
ла обработки БС. Концентрации ДМТМ и имида-
зола и время экспозиции, вызывающие наиболее
существенные модификации физиологических эф-
фектов, выбраны на основании предварительных
опытов.

Биохимические показатели определяли в кор-
нях проростков, поскольку они более чувстви-
тельны к воздействиям экзогенных соединений
и теплового стресса [21]. Во время инкубации
проростков на исследуемых растворах определя-
ли содержание в корнях пероксида водорода и
активность антиоксидантных ферментов – су-
пероксиддисмутазы (СОД), каталазы и гваякол-
пероксидазы.

По окончании инкубации на растворах ЭК,
МСЭК и исследуемых ингибиторов проростки
подвергали повреждающему прогреву в водяном
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ультратермостате при температуре 45°С в течение
10 мин [21]. Затем их переносили на 24 ч на очи-
щенную водопроводную воду и определяли со-
держание продуктов пероксидного окисления
липидов (ПОЛ). Часть проростков после прогре-
ва выдерживали в течение трех суток при темпе-
ратуре около 20°С и освещении 6000 лк для оцен-
ки выживания.

Для определения содержания H2O2 корни на
холоде гомогенизировали в 5% трихлоруксусной
кислоте, центрифугировали при 8000 g в течение
10 мин при температуре не выше 4°С на центри-
фуге MPW 350R (MPW MedInstruments, Польша)
и в супернатанте определяли концентрацию H2O2
с помощью ферротиоцианатного метода [22].

Для определения активности антиоксидант-
ных ферментов навески свежесрезанных корней
гомогенизировали на подносах со льдом в 0.15 М
K,Na-фосфатном буфере (pH 7.6), содержавшем
ЭДТА (0.1 мМ) и дитиотрейтол (1 мМ) [23]. Для
анализа использовали супернатант после цен-
трифугирования гомогената при 8000 g в течение
10 мин при 4°С. Активность цитозольной су-
пероксиддисмутазы (СОД, КФ 1.15.1.1) определя-
ли при pH 7.6, используя метод, основанный на
способности фермента конкурировать с нитроси-
ним тетразолием за супероксидные анионы, об-
разующиеся вследствие аэробного взаимодей-
ствия НАДH и феназинметосульфата. Актив-
ность каталазы (КФ 1.11.1.6) анализировали при
рН 7.0 по количеству пероксида водорода, разло-
жившегося за единицу времени. Активность гвая-
колпероксидазы определяли при pH 6.2, исполь-
зуя в качестве донора водорода гваякол, в каче-
стве субстрата – пероксид водорода. Активность
СОД выражали в усл. ед./г сырой массы ⋅ мин, ка-
талазы – в мкмоль H2O2/г сырой массы ⋅ мин, пе-
роксидазы – в усл. ед./г сырой массы ⋅ мин.

Для определения содержания продуктов ПОЛ
растительный материал гомогенизировали в ре-
акционной среде, содержащей 0.25%-ную 2-тио-
барбитуровую кислоту в 10%-ной трихлоруксус-
ной кислоте [24]. После этого пробы кипятили в
течение 30 мин, охлаждали и центрифугировали
15 мин при 10000 g. В супернатанте определяли
продукты ПОЛ, реагирующие с 2-тиобарбитуро-
вой кислотой (преимущественно малоновый ди-
альдегид – МДА), измеряя оптическую плотность
при длинах волн 532 нм (максимум светопогло-
щения МДА) и 600 нм (для поправки на неспеци-
фическое поглощение).

Опыты проводили в 4 кратной биологической
повторности и каждый опыт воспроизводили не-
зависимо 3 раза. На рисунках приведены средние
величины и их стандартные ошибки. Достовер-
ность различий при P ≤ 0.05 определяли с исполь-
зованием дисперсионного анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Обработка проростков ЭК в концентрациях
диапазона 5–200 нМ вызывала повышение их теп-
лоустойчивости (рис. 1). При этом наиболее замет-
ный защитный эффект наблюдали под влиянием
ЭК в концентрации 20 и, особенно, 50 нМ. Влия-
ние МСЭК на выживание проростков пшеницы
после теплового стресса было более существенным
по сравнению с ЭК, по крайней мере, при исполь-
зовании концентрации, вызывающей наибольший
защитный эффект – 50 нМ.

В отдельных сериях экспериментов сравнива-
ли влияние МСЭК с действием СК и смеси ЭК и
СК в соответствующих концентрациях. Обра-
ботка проростков СК, также как и ЭК, повыша-
ла их выживание после повреждающего прогре-
ва (рис. 2). Защитный эффект смесей СК и ЭК в
концентрациях 20 и 50 нМ был немного выше,
чем действие каждого соединения в отдельности,
однако это различие не было достоверным при
P ≤ 0.05. В то же время протекторное действие
МСЭК в концентрации 50 нМ существенно пре-
вышало эффект смеси СК и ЭК в такой же кон-
центрации.

Как уже отмечалось, сигнальные и стресс-про-
текторные эффекты БС могут быть опосредованы
образованием АФК, зависимым от НАДФH-ок-
сидазы [14]. Значение АФК в реализации протек-
торного действия МСЭК до сих пор не исследова-
лось. В настоящей работе эффект повышения со-
держания пероксида водорода в корнях проростков
пшеницы под влиянием как ЭК, так и МСЭК был
транзиторным с максимумом через 2 ч после нача-
ла обработки. При этом обработка МСЭК вызы-

Рис. 1. Зависимость влияния концентрации ЭК и его
конъюгата с салициловой кислотой (МСЭК) на вы-
живание проростков пшеницы (%) после повреждаю-
щего прогрева. 1 – ЭК; 2 – МСЭК. Одинаковыми ла-
тинскими буквами обозначены величины, различия
между которыми не достоверны при P ≤ 0.05.
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вала более заметное повышение содержания H2O2

по сравнению с действием ЭК (рис. 3). В то же
время через 24 ч экспозиции содержание перок-
сида водорода в корнях в вариантах с ЭК и осо-
бенно с МСЭК становилось ниже, чем в контро-
ле, что указывает на более сбалансированную ра-
боту системы генерации и обезвреживания АФК
в органах растений, обработанных БС.

Обработка корней проростков скавендже-
ром пероксида водорода ДМТМ и ингибитором
НАДФH-оксидазы имидазолом вызывала сни-
жение в них содержания H2O2 (рис. 4). При

этом как ДМТМ, так и имидазол, почти полно-
стью устраняли эффекты повышения содержа-
ния H2O2 в корнях проростков, обработанных

ЭК и МСЭК (рис. 4). Можно полагать, что усиле-
ние образования АФК под влиянием как ЭК, так
и МСЭК, связано с повышением активности
НАДФH-оксидазы.

Для выяснения значения АФК как сигнальных
посредников в повышении теплоустойчивости
проростков под действием ЭК и МСЭК изучали
влияние ДМТМ и ингибитора НАДФH-оксидазы
имидазола на проявление стресс-протекторных
эффектов БС. Через сутки после прогрева в корнях
проростков увеличивалось содержание продукта
ПОЛ МДА (рис. 5а). Обработка ЭК и МСЭК
уменьшала проявление эффекта окислительного
стресса. ДМТМ не влияла на проявление процесса
ПОЛ, но заметно уменьшала протекторные эф-
фекты ЭК и МСЭК. При обработке имидазолом
содержание МДА в корнях проростков почти не
изменялось, но при этом ингибитор НАДФH-ок-

сидазы устранял вызываемое действием ЭК и
МСЭК уменьшение накопления продуктов ПОЛ.

Данные по влиянию БС и антагонистов АФК
на показатель окислительного стресса согласу-
ются с изменением выживания проростков по-
сле теплового стресса. Обработка ДМТМ и ими-
дазолом сама по себе существенно не влияла на
теплоустойчивость проростков (рис. 5б). При
этом защитные эффекты как ЭК, так и МСЭК,

Рис. 2. Сравнение влияния ЭК, МСЭК и смеси ЭК с
СК на выживание проростков пшеницы (%) после
повреждающего прогрева: 1 – контроль; 2 – ЭК
(20 нМ); 3 – СК (20 нМ); 4 – ЭК (20 нМ) + СК (20 нМ);
5 – МСЭК (20 нМ); 6 – ЭК (50 нМ); 7 – СК (50 нМ);
8 – ЭК 50 (нМ) + СК (50 нМ); 9 – МСЭК (50 нМ).
Одинаковыми латинскими буквами обозначены ве-
личины, различия между которыми не достоверны
при P ≤ 0.05.
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Рис. 3. Динамика содержания пероксида водорода
(нмоль/г сырой массы) в корнях проростков пшени-
цы при действии ЭК и МСЭК: 1 – контроль; 2 – ЭК
(50 нМ); 3 – МСЭК (50 нМ). Одинаковыми латин-
скими буквами обозначены величины, различия
между которыми не достоверны при P ≤ 0.05.
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Рис. 4. Модификация влияния ЭК и МСЭК на содер-
жание пероксида водорода в корнях проростков пше-
ницы обработкой ДМТМ и имидазолом: 1 – кон-
троль; 2 – ДМТМ (150 мкМ); 3 – имидазол (10 мкМ);
4 – ЭК (50 нМ); 5 – МСЭК (50 нМ); 6 – ЭК (50 нМ) +
+ ДМТМ (150 мкМ); 7 – МСЭК (50 нМ) + ДМТМ
(150 мкМ); 8 –ЭК (50 нМ) + имидазол (10 мкМ); 9 –
МСЭК (50 нМ) + имидазол (10 мкМ). Одинаковыми
латинскими буквами обозначены величины, разли-
чия между которыми не достоверны при P ≤ 0.05.
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не проявлялись в присутствии ДМТМ. Ингиби-
тор НАДФH-оксидазы имидазол также устранял
стресс-протекторное действие ЭК и МСЭК.

Смягчение проявления вызываемого прогре-
вом эффекта окислительного стресса при обра-
ботке проростков ЭК и его салицилатом указыва-
ет на возможность активации антиоксидантной
системы под влиянием как ЭК, так и его произ-
водного с СК. В связи с этим сравнили влияние
ЭК и МСЭК на динамику активности антиокси-
дантных ферментов в корнях проростков пшени-
цы при их инкубации на среде с этими соедине-
ниями. Активность СОД в корнях в условиях на-
ших экспериментов повышалась через 4 ч после
начала воздействия обоих БС (рис. 6а). Однако
через 24 ч значения активности СОД в этих вари-
антах приближались к величине контроля.

Активность каталазы через 4 ч инкубации до-
стоверно (при P ≤ 0.05) превышала значения в
контроле только в варианте с МСЭК. Через 24 ч
от начала инкубации в вариантах с обоими БС от-
мечались более высокие значения активности
фермента. При этом эффект МСЭК оказался бо-
лее заметным (рис. 6б).

Активность гваяколпероксидазы превышала
соответствующие значения в контроле в вариан-
тах с обоими БС через 4 ч инкубации (рис. 6в).
Через 24 ч величина активности фермента в ва-
рианте с МСЭК также превышала соответствую-
щие значения контроля, а в варианте с ЭК ак-
тивность гваколпероксидазы достоверно от него
не отличалась.

В целом, полученные результаты указывают на
более существенные изменения редокс-гомеостаза
(содержания пероксида водорода и активности ан-
тиоксидантных ферментов) в корнях проростков
пшеницы, обработанных МСЭК, по сравнению с
эффектами природного ЭК.

Для выяснения возможного значения перок-
сида водорода как сигнального посредника в из-
менениях активности антиоксидантных фермен-
тов исследовали влияние ЭК и МСЭК в присут-
ствии ДМТМ и имидазола на активность в корнях
каталазы и гваяколпероксидазы – ферментов, ак-
тивность которых более заметно изменялась в
присутствии БС (рис. 6).

Установлено, что ДМТМ и имидазол не ока-
зывали влияния на активность каталазы (рис. 7а).
При этом указанные ингибиторы почти полно-
стью устраняли вызываемое ЭК и МСЭК увели-
чение активности фермента.

Также обработка ДМТМ и имидазолом не вли-
яла на активность гваяколпероксидазы (рис. 7б).
В то же время указанные ингибиторы нивелиро-
вали увеличение активности фермента, вызывае-
мое МСЭК. В случае с ЭК ввиду слабых отличий
активности гваяколпероксидазы от величин кон-
троля, зафиксировать достоверные изменения
его действия при обработке проростков ДМТМ и
имидазолом не представлялось возможным.

Как уже отмечалось, к настоящему времени
известно, что многие физиологические эффекты
как БС, так и СК могут реализоваться с участием
АФК. В экспериментах с отрезками колеоптилей
пшеницы показано устранение стресс-протек-
торного действия экзогенных БС (ЭБ и ЭК) и СК
в присутствии антиоксидантов и ингибиторов
НАДФH-оксидазы [14, 16]. Идентичные эффек-
ты получены в настоящей работе на примере ин-
тактных проростков пшеницы при изучении дей-
ствия на них ЭК и его салицилата. Таким образом,
можно полагать, что, по крайней мере, одной из
причин повышения теплоустойчивости пророст-
ков под влиянием ЭК и МСЭК является активация
антиоксидантной системы, благодаря чему про-

Рис. 5. Содержание МДА (%, к контролю без прогрева) в корнях (а) и выживание (%) проростков пшеницы (б) после по-
вреждающего прогрева: 1 – контроль; 2 – ДМТМ (150 мкМ); 3 – имидазол (10 мкМ); 4 – ЭК (50 нМ); 5 – МСЭК (50 нМ);
6 – ЭК (50 нМ) + ДМТМ (150 мкМ); 7 – МСЭК (50 нМ) + ДМТМ (150 мкМ); 8 – ЭК (50 нМ) + имидазол (10 мкМ);
9 – МСЭК (50 нМ) + имидазол (10 мкМ). Одинаковыми латинскими буквами обозначены величины, различия между
которыми не достоверны при P ≤ 0.05.
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ростки оказываются “праймированными” – под-
готовленными к действию стрессора.

Примечательно, что смесь ЭК и СК в опти-
мальных концентрациях оказывала заметное по-
ложительное влияние на теплоустойчивость про-
ростков пшеницы (рис. 2). Однако ее влияние
уступало эффекту МСЭК. Можно предположить,
что в случае с МСЭК происходило “мягкое” по-
степенное высвобождение СК из конъюгата за
счет гидролиза эфирной связи. При этом СК в
низких концентрациях, возможно, выступает в

роли посредника в реализации эффекта ЭК. Как
отмечалось, имеются данные, свидетельствую-
щие о роли основного транскрипционного регу-
лятора передачи сигналов СК белка NPR1 (non
expressor of pathogenesis related) в реализации эф-
фектов БС [7]. Также есть сведения об усилении
под влиянием БС экспрессии гена белка тран-
скрипционного фактора WRKY70, который в сиг-
нальных путях находится ниже NPR1 и, в свою
очередь, участвует в салицилат-индуцированной
экспрессии генов некоторых PR-белков [25]. С
другой стороны, сообщается, что БС могут и по-
давлять синтез СК [8]. Возможно, что поступление
свободной СК из МСЭК способствует проявлению
влияния БС на экспрессию генов, причастных к
формированию устойчивости к тепловому стрессу.
Естественно, что для подтверждения этого предпо-
ложения необходимы специальные исследования.
Примечательно, что в ряде работ обнаружено
сходство влияния БС и СК на теплоустойчивость
растений и экспрессию генов антиоксидантных
ферментов [26, 27].

Переход белка NPR1 в активное (мономерное)
состояние, вероятно, происходит с участием тио-
редоксинов и требует изменений редокс-гоместа-
за – накопления определенного пула восстанови-
телей [28]. Не исключено, что эти процессы могут
усиливаться в присутствии БС. С другой стороны,
имеются сведения, что в сети сигналинга СК по-
мимо NPR1 принимают участие транскрипцион-
ные факторы WRKY и ряд MAP-киназ (mitogen-
activated protein kinase), в том числе MPK3, MPK4
и MPK6 [29, 30], экспрессия которых считается
важной для устойчивости растений к абиотиче-
ским стрессорам различной природы.

Таким образом, по крайней мере, в умеренных
концентрациях возможно синергическое влияние
БС и СК на функционирование стресс-протектор-
ных систем, обеспечивающих устойчивость расте-
ний к действию абиотических стрессоров. При
этом, как показывают наши экспериментальные
данные, реализация эффектов МСЭК включает в
себя изменения редокс-гомеостаза, в частности,
транзиторное усиление зависимого от НАДФН-
оксидазы синтеза АФК с последующим повыше-
нием активности антиоксидантных ферментов.
Однако вопрос о том, как связаны между собой из-
менения окислительно-восстановительного ба-
ланса и сигнальной сети БС и СК, включающей в
себя упомянутые выше регуляторные белки, пока
остается открытым.

* * *

Итак, полученные результаты показали значи-
тельное индуцирование теплоустойчивости про-
ростков пшеницы обработкой ЭК и МСЭК. Сле-
дует отметить, что стресс-протекторное действие
ЭК, который является кетонсодержащим БС, по
силе не уступает эффектам, обнаруженным ранее

Рис. 6. Динамика активности СОД (а, усл. ед./г сырой
массы мин), каталазы (б, мкмоль H2O2/ г сырой мас-
сы мин) и гваяколпероксидазы (в, усл. ед./г сырой
массы мин) в корнях проростков пшеницы при дей-
ствии ЭК и МСЭК: 1 – контроль; 2 – ЭК (50 нМ);
3 – МСЭК (50 нМ). Одинаковыми латинскими бук-
вами обозначены величины, различия между кото-
рыми не достоверны при P ≤ 0.05.
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в идентичных экспериментальных условиях для
ЭБ – лактонсодержащего БС [31]. Оба БС умень-
шали интенсивность вызываемого нагревом про-
цесса ПОЛ и в целом способствовали активации
ферментативной антиоксидантной системы. При
этом ЭБ [31] вызывал более существенное по
сравнению ЭК (рис. 6а) повышение активности
СОД в корнях проростков пшеницы. В то же вре-
мя при обработке ЭК наблюдали повышение ак-
тивности каталазы и гваяколпероксидазы (рис. 6), а
после воздействия ЭБ активность каталазы не из-
менялась, а гваяколпероксидазы, наоборот, сни-
жалась [31]. Похожие различия влияния ЭБ и ЭК
на активность антиоксидантных ферментов по-
казаны и у растений рапса [17]. В связи с этим есть
основания констатировать наличие некоторых
специфических особенностей влияния лактон- и
кетонсодержащих БС на ферментативную анти-
оксидантную систему растений.

Проведенные исследования показали и разли-
чия физиологических эффектов природного БС
(ЭК) и его салицилата БС (МСЭК). При обработ-
ке МСЭК отмечалось более существенное повы-
шение выживания проростков пшеницы после по-
вреждающего нагрева, чем при обработке обыч-
ным ЭК (рис. 1). Более того, обработка оказалась
более эффективной по сравнению с действием
смеси СК и ЭК (рис. 2). Под влиянием МСЭК про-
исходило более существенное по сравнению с эф-
фектом ЭК транзиторное увеличение содержания
пероксида водорода в корнях проростков и по-
следующее повышение активности каталазы и
гваяколпероксидазы (рис. 3, 6). При этом скавен-
джер пероксида водорода ДМТМ и ингибитор
НАДФH-оксидазы имидазол, устраняющие ин-
дуцированный ЭК и МСЭК эффект повышения
содержания пероксида водорода в корнях про-
ростков, снимали и стресс-протекторное дей-

ствие БС (рис. 4, 5). Таким образом, пероксид во-
дорода, по-видимому, является сигнальным по-
средником в реализации действия обычных БС и
их конъюгатов с СК. Необходимо отметить, что
для СК, как и для БС, в экспериментах с растени-
ями разных видов показано, что в физиологиче-
ских концентрациях эти фитогормоны способ-
ствуют повышению активности антиоксидант-
ных ферментов и снижению интенсивности ПОЛ
[16, 32]. Более существенное стресс-протектор-
ное действие МСЭК по сравнению с ЭК, а также
смесью ЭК и СК, может быть связано с участием
СК в качестве посредника при передаче в генети-
ческий аппарат сигнала, индуцируемого действи-
ем ЭК. Можно предположить, что эффект синер-
гизма в действии ЭК и СК реализуется в результате
постепенного высвобождения СК из конъюгата и
ее присутствия в клетках в низких концентрациях.
Однако это предположение требует в дальнейшем
непосредственной экспериментальной проверки.
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ROS-Dependent Stress-Protective Effects of 24-Epicastasterone 
and Its Monosalicylate on Wheat Seedlings under Hyperthermia
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The effect of 24-epicastasterone (EC) and its conjugate with the residue of salicylic acid (2-monosalicylate
EC – MSEC) on the heat resistance of wheat seedlings was compared. The treatment of seedlings with
MSEC at concentrations of 20 and 50 nM caused a more significant increase in their heat resistance com-
pared to the action of EC, salicylic acid (SA), and their mixtures at the indicated concentrations. Under
the inf luence of both compounds, a transient increase in the content of hydrogen peroxide in seedlings’
roots was noted, but the effect of MSEC was more significant. The treatment of seedlings with MSEC
caused a more noticeable increase in the activity of antioxidant enzymes (catalase and guaiacol peroxidase)
in roots as compared with the action of EC. The effect of EC and its salicylate on the indicators of pro/anti-
oxidant balance in roots cells and heat resistance of seedlings was eliminated by treatment with the antioxi-
dant dimethylthiourea and the NADPH oxidase inhibitor imidazole. A conclusion was made about the ROS-
mediated action of both the studied compounds on roots seedlings’ stress-protective systems. A more significant
protective effect of MSEC in comparison with EC may be associated with the gradual release of SA from the
conjugate and the functional interaction of signaling pathways of brassinosteroids and SA.

Keywords: brassinosteroids, 24-epicastaterone, salicylic acid, 2-monosalicylate 24-epicastaterone, reactive
oxygen species, antioxidant system, heat resistance, Triticum aestivum
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Для экспрессного контроля качества и безопасности продуктов питания разработана иммунохро-
матографическая тест-система, обеспечивающая выявление антибиотика клинафлоксацина. В
тест-системе реализован непрямой формат конкурентного иммуноанализа, в котором с немодифи-
цированными специфическими поликлональными антителами взаимодействуют антибиотик, по-
тенциально содержащийся в тестируемой пробе, и конъюгат антибиотик-белок, иммобилизован-
ный на рабочей мембране тест-полоски. Выявление образующихся на мембране иммунных ком-
плексов происходит с помощью конъюгата антивидовых антител и наночастиц золота. Определены
условия проведения иммунохроматографии, обеспечивающие достижение минимального предела
обнаружения. Продолжительность анализа составляет 20 мин, пределы обнаружения клинафлокса-
цина при инструментальной и визуальной детекции – 0.3 и 10 нг/мл соответственно. Изучена селек-
тивность тест-системы по отношению к антибиотикам из класса фторхинолонов. Для контроля
контаминации мёда клинафлоксацином и структурно близкими фторхинолонами установлен опти-
мальный режим пробоподготовки и подтверждена эффективность разработанной тест-системы.

Ключевые слова: биоаналитические системы, иммунохроматография, контроль качества продуктов
питания, мёд, антибиотики, клинафлоксацин
DOI: 10.31857/S0555109921060143

Тенденцией последних десятилетий является
увеличение объемов техногенных соединений,
попадающих в окружающую среду в результате
хозяйственной деятельности человека и пред-
ставляющих угрозу для здоровья. Среди токсич-
ных техногенных контаминантов особый интерес
представляют антибиотики, негативно влияющие
на ряд физиологических процессов, а также обу-
словливающие распространение антибиотикоре-
зистентных штаммов патогенных микроорганиз-
мов [1, 2]. Из-за этих угроз предпринимаются ме-
ры по контролю схем медицинского применения
антибиотиков и ограничению их использования в
животноводстве. Однако в связи с регулярно выяв-
ляемыми нарушениями нормативных требований
для эффективной защиты населения необходим
массовый контроль антибиотиков в потребитель-
ской продукции, прежде всего – в продуктах пи-
тания. Такой контроль должен включать как пер-
вичное скрининговое тестирование недорогими
аналитическими средствами непосредственно в
местах отбора проб, так и последующую подтвер-

ждающую идентификацию контаминанта в спе-
циализированных лабораториях [3, 4].

Показана эффективность иммунохимических
методов для скринигового контроля антибиоти-
ков, а для подтверждающего анализа – методов га-
зовой и жидкостной хроматографии. Однако, не-
смотря на наличие ряда коммерчески доступных
иммуноаналитических систем для выявления и
оценки содержания антибиотиков, разработка но-
вых методик по-прежнему остается востребован-
ной задачей. Эта востребованность обусловлена
несколькими факторами: ростом числа контроли-
руемых соединений, тенденцией к методическо-
му упрощению и повышению производительности
скринингового тестирования, необходимостью со-
четать иммуноанализ с предельно простой про-
боподготовкой, вплоть до простого разведения
исходных проб и использования необработан-
ных экстрактов, что требует высокочувствитель-
ного выявления иммунных комплексов на по-
следующих стадиях [4–9].

УДК 543.645:57.083.3
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Дополнительные сложности в разработке и
практическом применении методов иммунохи-
мического выявления и оценки содержания ан-
тибиотиков связаны с их значительным структур-
ным разнообразием, возможностью присутствия в
тестируемой пробе нескольких соединений из од-
ного и того же класса антибиотиков с минималь-
ными структурными отличиями, но c разной ток-
сичностью, и, соответственно, с разными уровня-
ми предельно допустимого содержания [10, 11].
Распространенные в настоящее время и поддержи-
ваемые наличием промышленных технологий ви-
ды иммуноанализа – иммуноферментный анализ
(ИФА), иммунохроматографический анализ (ИХА)
и др. – предполагают регистрацию одного инте-
грального сигнала, отражающего общее количе-
ство образовавшихся комплексов антиген-анти-
тело, но не содержание в пробе конкретных им-
мунохимически активных соединений [10, 12].
Адекватное принятие решения о безопасности
продукции на основании этого параметра требует
детального учета специфичности антител, их пе-
рекрестной реактивности (ПР) по отношению к
различным структурным аналогам целевого ана-
лита, продуктам его модификации и частичной
деструкции. Наличие нескольких антител к со-
единениям одного класса, отличающихся по ПР,
существенно расширяет возможные варианты ре-
ализации иммуноанализа и повышает информа-
тивность результатов, получаемых при его прове-
дении [7, 10, 13].

Среди различных классов антибиотиков зада-
ча поиска антител и разработки иммуноаналитиче-
ских систем с разными спектрами ПР особенно
важна для фторхинолонов. Группа фторхинолонов
включает несколько десятков используемых анти-
биотиков, характеризующихся широким спектром
токсических эффектов и поэтому контролируе-
мых в продуктах питания [14, 15]. При этом нор-
мативные требования ограничивают как сум-
марное содержание всех фторхинолонов, так и
уровни нескольких конкретных соединений,
причем их перечни, установленные в разных
странах, неодинаковы [16–19]. В рамках данного
исследования были оценены возможности анти-
тел, полученных против клинафлоксацина – одно-
го из представителей фторхинолонов с циклопро-
пильным радикалом в первом положении хиноло-
нового ядра. Для разработки и характеристики был
выбран ИХА – иммунохимический метод, активно
применяемый для скринингового контроля вслед-
ствие минимальных требований к дополнительным
реагентам и оборудованию. Нанесение иммуноре-
агентов на тест-полоску для ИХА до проведения
анализа сводит процедуру тестирования к погру-
жению этой полоски в один или несколько раство-
ров и последующей визуальной оценке наличия
или инструментальной оценке интенсивности
формирующихся на тест-полоске окрашенных зон
[20, 21]. Апробация тест-системы состояла в изу-

чении возможностей ее применения для контро-
ля мeда – важного элемента здорового питания с
децентрализованным производством и широким
спектром контролируемых токсичных контами-
нант [22, 23].

Цель работы – создание иммунохроматографи-
ческой тест-системы для экспрессного выявления
антибиотика клинафлоксацина и его ближайших
структурных аналогов, а также апробация данной
тест-системы для контроля контаминации мёда.

МЕТОДИКА

Реактивы. В работе использовали клинафлок-
сацин (КЛИ), гареноксацин (ГАР), гатифлокса-
цин (ГАТ), данофлоксацин (ДАН), дифлоксацин
(ДИФ), левофлоксацин (ЛЕВ), ломефлоксацин
(ЛОМ), марбофлоксацин (МАР), моксифлокса-
цин (МОКС), надифлоксацин (НАД), налидик-
совую кислоту (НАЛ), оксолиниевую кислоту
(ОКСО), орбифлоксацин (ОРБ), пазуфлокса-
цин (ПАЗ), пефлоксацин (ПЕФ), пипемидовая
кислоту (ПИП), руфлоксацин (РУФ), сарафлок-
сацин (САР), тосуфлоксацин (ТОС), флюмеквин
(ФЛЮ), ципрофлоксацин (ЦИП), эноксацин
(ЭНО), энрофлоксацин (ЭНРО), бычий сыворо-
точный альбумин (БСА), овальбумин (ОВА), бор-
гидрид натрия, глутаровый альдегид, детергент Tri-
ton Х-100, 3,3',5,5'-тетраметилбензидин и триэтил-
амин – все производства “Sigma-Aldrich”, (США),
золотохлористоводородную кислоту (“Fluka”,
США), антитела козы против иммуноглобулинов
кролика (АКоКр), антитела кролика против им-
муноглобулинов козы (АКрКо) (“Arista Biologi-
cals”, США), антитела против иммуноглобулинов
кролика, меченные пероксидазой (“Jackson Im-
munoResearch”, Великобритания). Все вспомога-
тельные реагенты (соли, кислоты, щелочи и орга-
нические растворители) были аналитической или
химической чистоты.

Растворы для синтеза наночастиц золота (НЧЗ)
и межмолекулярных конъюгатов готовили на во-
де, деионизированной с помощью установки
Milli-Q (“Millipore”, США). Исходные растворы
фторхинолонов готовили в метаноле (“Fluka”,
США). ИФА проводили в 96-луночных полисти-
роловых микропланшетах Costar 9018 (“Corning
Costar”, США).

Получение поликлональных антител. Кроличьи
поликлональные антитела против КЛИ (ПАт КЛИ)
были получены в соответствии с методиками,
представленными в [24]. Для иммунизации ис-
пользовали самцов кроликов породы “Калифор-
нийский кролик” в возрасте 3 мес. Животных им-
мунизировали с интервалом 2 нед. свежеприготов-
ленной эмульсией белкового конъюгата с полным
адъювантом Фрейнда для первой иммунизации и
с неполным адъювантом Фрейнда для последую-
щих, смешивая компоненты в отношении 1 : 1 по
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объему. Забор крови проводили из краевой вены
уха с помощью вакуумных пробирок с гелем и ак-
тиватором свертывания. Сыворотку отделяли цен-
трифугированием и выделяли фракцию IgG оса-
ждением насыщенным раствором сульфата аммо-
ния при 4°C. Полученную фракцию растворяли в
50 мМ калий-фосфатном буфере, pH 7.4, содер-
жавшем 100 мМ NaCl (ФБС), смешивали с глице-
рином 1 : 1 и хранили при –20°C.

Синтез конъюгата клинофлоксацина с овальбу-
мином (КЛИ-ОВА). Конъюгат синтезировали в
соответствии с методикой [25]. В колбу при пере-
мешивании вносили 8 мл деионизированной во-
ды, 5 мг ОВА, 2.2 мг КЛИ, 20 мкл триэтиламина и
23 мкл глутарового альдегида. Смесь инкубирова-
ли в темноте при постоянном перемешивании и
комнатной температуре в течение часа, вносили
0.5 мл 0.22%-ного раствора боргидрида натрия и
инкубировали еще 30 мин. Полученный конъюгат
диализовали против ФБС и хранили при –20°C.

Конкурентный ИФА клинафлоксацина. В лунки
микропланшета вносили по 100 мкл конъюгата
КЛИ–ОВА в концентрации 1 мкг/мл в ФБС и
проводили сорбцию в течение 16 ч при 4°C. После
этого микропланшет четырехкратно промыва-
ли ФБС, содержащим 0.05% детергента Тритон
Х-100 (ФБСТ), вносили в лунки по 50 мкл раство-
ра КЛИ (от 10 мкг/мл до 0.01 нг/мл) в ФБСТ и
добавляли по 50 мкл ПАт КЛИ в разведении
1 : 100000. Микропланшет инкубировали в тече-
ние 60 мин при 37°C, четырехкратно промывали
ФБСТ и вносили в лунки по 100 мкл антител про-
тив иммуноглобулинов кролика, меченных пе-
роксидазой, в разведении 1 : 5000. После часовой
инкубации при 37°C микропланшет четырехкрат-
но промывали ФБСТ и определяли активность пе-
роксидазной метки. Для этого во все лунки вноси-
ли по 100 мкл субстратного раствора (0.42 мM
3,3',5,5'-тетраметилбензидин и 1.8 мM H2O2 в
0.1 M цитратном буфере, pH 4.0), инкубировали
при комнатной температуре и останавливали ре-
акцию добавлением 1 M H2SO4 (50 мкл на лунку).
Оптическую плотность (ОП) продукта реакции из-
меряли при 450 нм с использованием микроплан-
шетного фотометра Zenyth 3100 (“Anthos Labtec In-
struments”, Австрия).

Синтез наночастиц золота. Синтез НЧЗ прово-
дили в соответствии с методикой, описанной в
работе [26]. В коническую колбу с обратным хо-
лодильником вносили 48.75 мл деионизирован-
ной воды, 0.5 мл 1%-ного раствора золотохлори-
стоводородной кислоты, доводили до кипения и
добавляли 0.75 мл 1%-ного раствора цитрата на-
трия. Полученную смесь кипятили при переме-
шивании в течение 25 мин и охлаждали. Препара-
ты НЧЗ хранили при 4°С.

Синтез конъюгатов НЧЗ с антителами. В соот-
ветствии с методикой [27] для определения кон-
центрации ПАт, используемой при конъюгирова-

ния с НЧЗ, готовили серию водных растворов
ПАт КЛИ и АКоКр (от 200 до 0.5 мкг/мл). В эп-
пендорфах смешивали 1 мл НЧЗ (ОП520 = 1.0),
100 мкл каждого раствора антител и инкубирова-
ли 20 мин при перемешивании. После этого вно-
сили в эппендорфы по 100 мкл 10%-ного раствора
хлорида натрия, инкубировали 10 мин и измеряли
ОП520. Для конъюгирования с НЧЗ были выбра-
ны концентрации ПАт КЛИ 6 мкг/мл и АКоКр
8 мкг/мл.

Перед проведением конъюгирования антите-
ла диализовали против 10 мМ трис-HCl буфера,
рН 8.5, в течение 2 ч при 4°C. Раствор НЧЗ с
ОП520 = 1.0 доводили до рН 8.5 с помощью 0.1 М
карбоната калия, смешивали с антителами, инку-
бировали при комнатной температуре и переме-
шивании в течение 45 мин. После этого в смесь
вносили БСА до конечной концентрации 0.25% и
инкубировали 15 мин. Конъюгаты осаждали цен-
трифугированием при 8500 g в течение 15 мин при
4°C и ресуспендировали в 10 мМ трис-буфере,
рН 8.5, содержавшем 1% БСА, 1% сахарозы и
0.1% азида натрия (ТБСА). Полученные конъюга-
ты хранили при 4°С.

Изготовление иммунохроматографических тес-
полосок. Для производства тест-полосок исполь-
зовались нитроцеллюлозная мембрана CNPC с
размером пор 15 мкм (СNPC-SS12), мембрана
под образец GFB-R4, стекловолоконная мембра-
на PT-R7 и адсорбционная мембрана AP045
(“Advanced Microdevices”, Индия), а также нитро-
целлюлозная мембрана HF090 (“Millipore”, США).

Тест-полоски для прямой схемы ИХА. Аналитиче-
скую зону тест-полоски формировали нанесением
конъюгата КЛИ-ОВА (0.5 мг/мл), контрольную зо-
ну – АКоКр (0.15 мг/мл). Конъюгат ПАт КЛИ-НЧЗ
в ТБСА, содержащем 0.05% Твин-20 (ТТБСА), на-
носили на мембрану PT-R7 в разведении, соот-
ветствующем ОП520 = 2.0.

Тест-полоски для непрямой схемы ИХА (полной).
Аналитическую зону тест-полоски формировали
нанесением конъюгата КЛИ-ОВА (0.5 мг/мл),
контрольную зону – АКрКо (0.15 мг/мл). Конъ-
югат АКоКр-НЧЗ в ТТБСА наносили на мембрану
PT-R7 в разведении, соответствующем ОП520 = 2.0.

Тест-полоски для непрямой схемы ИХА (укорочен-
ной). Аналитическую зону тест-полоски формиро-
вали нанесением конъюгата КЛИ-ОВА (0.6 мг/мл),
контрольную зону – АКрКо (0.25 мг/мл). В дан-
ную комплектацию мембрана под образец и стек-
ловолоконная мембрана не входят.

После нанесения иммунореагентов с помощью
автоматического диспенсера IsoFlow (“Imagene
Technology”, США) нитроцеллюлозную мембрану
сушили 24 ч при комнатной температуре и 5 ч при
37°C. Высушенный и склеенный мембранный ком-
плекс нарезали на тест-полоски шириной 3.0 мм с
помощью автоматического гильотинного нарезчи-
ка Index Cutter-1 (“A-Point Technologies”, США).
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Проведение ИХА. Прямая схема анализа. В лунку
микропланшета вносили 100 мкл тестируемой про-
бы (растворы КЛИ разной концентрации в ФБСТ)
и погружали тест-полоску в вертикальном поло-
жении. Через 15 мин контролировали результат
анализа.

Непрямая схема анализа (полная). В лунку мик-
ропланшета вносили 50 мкл тестируемой пробы
(растворы КЛИ разной концентрации в ФБСТ) и
50 мкл ПАт КЛИ в разведении 1 : 4000 в ФБСТ,
инкубировали 5 мин, погружали тест-полоску в
вертикальном положении и контролировали ре-
зультат анализа через 15 мин.

Непрямая схема анализа (укороченная). В лунку
микропланшета вносили 25 мкл пробы (растворы
КЛИ разной концентрации в ФБСТ или экстрак-
ты мёда) и 25 мкл ПАт КЛИ в разведении 1 : 4000
в ФБСТ, инкубировали 5 мин и погружали тест-
полоску в вертикальном положении. После 5 мин
инкубации тест-полоску переносили в лунку с
40 мкл раствора АКоКр-НЧЗ с ОП520 = 2.0 и кон-
тролировали результат через 15 мин.

Регистрацию результатов ИХА проводили с по-
мощью сканера CanoScan LiDE 90 (“Canon”, Япо-
ния). Оценку интенсивности окрашивания анали-
тических зон проводили, обрабатывая изображе-
ния с помощью программы TotalLab (“Nonlinear
Dynamics”, Великобритания).

Приготовление экстрактов мeда. Экстракты по-
лучали по схемам, изложенным в табл. 2. Схема
№ 4 соответствовала рекомендациям производи-
телей тест-систем RIDASCREEN ELISA (“R-Bio-
pharm”, Германия).

Приготовление проб мёда с известным содержа-
нием КЛИ. Для оценки полноты определения со-
держания КЛИ методом “добавлено – выявлено”
к 1.0 г мёда добавляли стандартный раствор КЛИ
в таком объеме, чтобы содержание КЛИ в экс-
тракте составили 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 нг/мл.

Обработка результатов ИФА и ИХА. Для ап-
проксимации полученных концентрационных
зависимостей использовали программу Origin 8.5.1
(“OriginLab”, США) и четырехпараметрическую
сигмоидную функцию y = (A – D)/(1 + (x/C)B) + D.
В качестве предела обнаружения (для ИХА – ин-
струментальный предел обнаружения) рассмат-
ривали концентрацию КЛИ, вызывающую 10%-
ное ингибирование аналитического сигнала.

Специфичность ИХА оценивали по величине
процента перекрестного реагирования (ПР) с
другими представителями фторхинолонов, исхо-
дя из концентраций, вызывающих 50%-ное инги-
бирование аналитического сигнала (IC50):

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Получение и характеристика специфических

иммунореагентов. Поликлональные кроличьи ан-
титела против КЛИ в сочетании с конъюгатом
КЛИ-ОВА тестировали методом ИФА и отбирали
антитела, характеризовавшиеся минимальным
пределом обнаружения КЛИ. Согласно получен-
ной в ИФА концентрационной зависимости ана-
литического сигнала (ОП450) для лучшего препа-
рата (рис. 1), предел обнаружения КЛИ составил
0.6 нг/мл, что свидетельствовало о возможности
использования антител для разработки чувстви-
тельного иммунохроматографического анализа.

В качестве маркера в ИХА использовали наноча-
стицы золота, которые синтезировали, восстанав-
ливая цитратом натрия золотохлористоводородную
кислоту [26]. Размерные характеристики НЧЗ
определяли с помощью просвечивающей элек-
тронной микроскопии. Наночастицы имели сфе-
рическую форму и средний диаметр, равный 30 нм.

Были синтезированы конъюгаты с НЧЗ специ-
фических ПАт КЛИ, а также антител козы против
иммуноглобулинов кролика (АКоКр). Концен-
трацию антител для конъюгирования определяли
на основании флоккуляционных кривых – зави-
симостей оптической плотности конъюгата от
концентрации антител в растворе с высокой ион-
ной силой [27]. Выбранные концентрации, соот-
ветствовавшие выходу флоккуляционных кривых
на плато, то есть стабилизации коллоида белком
при его потенциальной монослойной иммобили-
зации, составляли 6 мкг/мл для ПАт КЛИ и
8 мкг/мл для АКоКр.

Реализация прямой схемы конкурентного ИХА
клинафлоксацина. Показано, что конкурентное
взаимодействие ПАт КЛИ, конъюгированных с
НЧЗ, со свободным КЛИ пробы и КЛИ-ОВА, им-
мобилизованным в аналитической зоне тест-по-
лоски, отсутствовало – аналитическая зона окра-
шивалась независимо от концентрации КЛИ.

( )
( ) ( )

=
= 50 50

ПР фторхинолон %
IC КЛИ IC фторхинолон .Рис. 1. Калибровочный график определения КЛИ ме-

тодом ИФА.
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При этом конъюгат ПАт КЛИ-НЧЗ хорошо взаи-
модействовал со свободным КЛИ и иммобилизо-
ванным КЛИ-ОВА в ИФА. Таким образом, в
условиях проведения прямой схемы ИХА влия-
ние КЛИ, содержащегося в пробе, на аналитиче-
ский сигнал было недостаточным для выявления
КЛИ. Поэтому схема прямого ИХА не использо-
валась в последующей работе.

Реализация непрямой схемы конкурентного ИХА
клинафлоксацина. В отличие от прямого взаимо-
действия меченых антител и антигенных препа-
ратов, данная схема предполагала использование
конъюгата АКоКр-НЧЗ, который реагировал со
специфическим комплексом, образованным в
аналитической зоне (конъюгат КЛИ-ОВА + ПАт
КЛИ), и обеспечивал возможность визуализации
этого комплекса.

В тест-системе, в которой все иммунореагенты
были нанесены на тест-полоску, достаточного
для определения КЛИ количества детектируемых
комплексов не образовывалось. Аналитическая
зона слабо окрашивалась в первые минуты, после
чего окраска исчезала независимо от концентра-
ции антигена. Это могло быть связано с нестабиль-
ностью иммунных комплексов, образующихся в
предложенной динамической системе.

Конкурентная детекция КЛИ была возможна
только при использовании укороченных тест-по-
лосок, в которых отсутствовали стекловолокон-
ная мембрана и мембрана под образец. На первом
этапе анализа КЛИ, содержавшийся в пробе, вза-
имодействовал со специфическими ПАт, после
чего в смесь вносили тест-полоску для связыва-
ния непрореагировавших (незаблокированных
антигеном) ПАт в аналитической зоне. На заклю-
чительном этапе тест-полоску переносили в рас-
твор конъюгата АКоКр-НЧЗ и инкубировали для
формирования на рабочей мембране окрашен-
ных иммунных комплексов.

В данной системе для формирования контроль-
ной зоны использовали поликлональные антитела
кролика против иммуноглобулинов козы (АКрКо),
которые эффективно связывали АКоКр-НЧЗ. В
аналитической зоне тест-полоски был иммоби-
лизован конъюгат КЛИ-ОВА.

Оптимизация условий проведения ИХА была
направлена на достижение минимального преде-
ла определения КЛИ. Для этого варьировали кон-
центрацию конъюгата КЛИ-ОВА в аналитиче-

ской зоне, концентрацию специфических анти-
тел, продолжительность инкубации (см. табл. 1).
Низкий предел обнаружения КЛИ в сочетании с
интенсивным окрашиванием аналитической и
контрольной зон достигались при нанесении
АКрКо в концентрации 0.2 мг/мл, КЛИ-ОВА в
концентрации 0.6 мг/мл и использовании ПАт
КЛИ в разведении 1 : 2000. Выбранная концентра-
ция конъюгата АКоКр-НЧЗ, соответствовавшая
ОП520 = 2.0, обеспечивала минимальный расход
конъюгата для количественно воспроизводимых
значений интенсивности окрашивания обеих зон.

Были протестированы два вида рабочих мем-
бран – СNPC-SS12 и Millipore HF090. В дальней-
шей работе использовали мембрану СNPC-SS12,
поскольку на ней аналитическая зона окрашива-
лась более равномерно.

Проведена оптимизация продолжительности
стадий анализа. Показано, что 5-минутная предын-
кубация ПАт КЛИ и пробы перед контактом с тест-
полоской достаточна для образования стабильного
иммунного комплекса в аналитической зоне. Со-
кращение этой стадии приводило к снижению ин-
тенсивности окрашивания аналитической зоны и
ухудшению чувствительности.

Таким образом, минимальная выявляемая кон-
центрация КЛИ достигалась при продолжительно-

Таблица 1. Оптимизация непрямой схемы ИХА клинафлоксацина

Оптимизируемый параметр Интервал изменений 
параметра

Оптимальное значение 
параметра

Концентрация КЛИ-ОВА в аналитической зоне 0.3–1.0 мг/мл 0.6 мг/мл
Разведение ПАт КЛИ 1 : 1000–1 : 5000 1 : 2000
Концентрация конъюгата АКоКр-НЧЗ ОП520 = 1.0–4.0 ОП520 = 2.0
Продолжительность предынкубации 2–8 мин 5 мин

Рис. 2. Калибровочный график ИХА КЛИ (непрямая
схема) в ФБСТ (n = 3).
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Таблица 2. Иммунохроматографическое определение клинафлоксацина в мёде при различной пробоподготовке

Схемы пробоподготовки для 1 г мёда

Результаты тестирования 
отрицательной (“–”)

и положительной
(“+”, 10 нг/мл КЛИ) проб мёда

1. Перемешивание 10 мин с 2 мл ФБСТ

2. Перемешивание 10 мин с 4 мл ФБСТ

3. Перемешивание 10 мин с 9 мл ФБСТ

4.
Перемешивание 10 мин с 2 мл воды и 2 мл этилацетата, центрифугиро-
вание 10 мин при 3000 g. Верхняя фракция отбирается, выпаривается 
при 60°C и перерастворяется в ФБСТ

– +

– +

– +

– +

сти анализа 20 мин, включавшего предынкубацию
ПАт КЛИ и пробы (5 мин), инкубации тест-полос-
ки с этой смесью (5 мин) и с АКоКр-НЧЗ (10 мин).
Калибровочная кривая ИХА (рис. 2) характери-
зовалась пределами обнаружения КЛИ при ин-
струментальной и визуальной детекции, равны-
ми 0.3 и 10 нг/мл, соответственно.

Специфичность тест-системы. Тестирование
разработанной иммунохроматографической си-
стемы для определения других фторхинолонов
позволило выделить следующие группы по степе-
ни перекрестной реактивности:

– высокая (ПР > 40%): ПЕФ – 54%, ПИП – 51%,
ЭНРО – 50%, ГАР – 41%, ДАН – 41%;

– средняя (от 10 до 40%): ГАТ – 23%, НАД – 22%,
МОКС – 20%, РУФ – 18%, ЛОМ – 17%, МАР – 14%,
САР – 12%, ОРБ – 12%, ЭНО – 11%;

– низкая (менее 10%): ФЛЮ – 8%, ОКСО – 7%,
ЛЕВ – 5%, НАЛ – 5%, ПАЗ – 3%, ЦИП – 2%.

Для двух фторхинолонов (ТОС, ДИФ) досто-
верное влияние на связывание в изученных диа-
пазонах концентраций не наблюдалось, то есть
ПР не превышала 0.1%.

Отметим, что для всех фторхинолонов, содер-
жавших циклопропильный радикал в первом по-
ложении хинолонового ядра, кроме ципрофлока-
сацина, величина ПР составляла не менее 20%, что
позволило рассматривать разработанную тест-си-
стему как средство интегрального выявления дан-
ной подгруппы фторхинолонов, включавшей КЛИ,
ЭНРО, ГАР, ДАН, ГАТ и МОКС.

Определение КЛИ в мёде. Существующие ме-
тодики пробоподготовки при иммунодетекции
антибиотиков разных классов в мёде можно раз-
делить на две основные группы: разбавление бу-
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Таблица 3. Степень выявления клинафлоксацина в мёде методом ИХА

Введено, нг/мл

Определено по калибровочному графику

в ФБСТ в разбавленном (1 : 2) мeде

нг/мл % нг/мл %

0.5 1.1 220 0.6 120
1.0 1.3 130 0.9 90
2.0 2.5 120 1.9 95
5.0 5.7 114 4.9 98

ферными растворами [28, 29] и экстракция орга-
ническими растворителями [30, 31].

Для выбора методики, эффективно сочетаю-
щейся с возможностями разработанной тест-си-
стемы, были рассмотрены варианты разбавления
проб мёда ФБСТ в объемных соотношениях 1 : 2
(экстракт № 1), 1 : 4 (экстракт № 2) и 1 : 9 (экс-
тракт № 3), а также экстракции аналита этилаце-
татом по методике, рекомендованной производи-
телями иммуноферментных тест-систем на фторх-
инолоны RIDASCREEN ELISA (“R-Biopharm”,
Германия) (экстракт № 4). Показано, что разра-
ботанная тест-система позволяла определять
КЛИ в полученных экстрактах в интервале от 0.5
до 10 нг/мл (табл. 2).

Одна из основных характеристик ИХА – экс-
прессность. Поэтому была подобрана методика, ко-
торая позволяла проводить пробоподготовку быст-
ро и эффективно, с использованием минимального
числа стадий, а именно – разбавление проб мёда в
ФБСТ в соотношении 1 : 2 (экстракт № 1, рис. 3).
Дальнейшее уменьшение количества ФБСТ, вно-
симого в пробу, было нецелесообразно, посколь-
ку в таких случаях разбавленный мёд сохранял

высокую вязкость, что затрудняло движение пробы
по рабочей мембране тест-полоски.

При оценке степени выявления КЛИ в тести-
руемых пробах были сопоставлены результаты,
полученные с использованием двух калибровоч-
ных кривых – в ФБСТ и в разбавленном в соотно-
шении 1 : 2 мёде. Как следует из табл. 3, оба под-
хода давали приемлемые результаты. Хотя полу-
чение калибровочной кривой в ФБСТ облегчало
процесс тестирования, более точные величины
наблюдались при работе со второй калибровоч-
ной кривой, отражавшей особенности матрикса
проб.

Таким образом, впервые разработана методика
иммунохроматографического определения анти-
биотика клинафлоксацина, одного из потенциаль-
ных контаминантов мёда. Методика характеризо-
валась пределами инструментального обнаруже-
ния 0.3 нг/мл и визуальной детекции 10 нг/мл,
существенно более низкими по сравнению с нор-
мативными требованиями для фторхинолонов – до
100 нг/мл [16–19]. Широкая специфичность тест-
системы позволяет использовать ее для выявле-
ния ряда фторхинолоновых антибиотиков –
КЛИ, ЭНРО, ГАР, ДАН, ГАТ и МОКС.

Авторы выражают благодарность А.А. Рязано-
ву (ФИЦ Биотехнологии РАН) за помощь в ха-
рактеристике специфичности тест-системы.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 20-76-
10033).
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Development of an Immunochromatographic Test System 
for Detecting Antibiotic Clinafloxacin and Its Application for Honey Control

E. A. Zverevaа, D. V. Sotnikovа, K. A. Belichenkoа, O. D. Hendricksonа,
I. A. Shaninа, A. V. Zherdevа, and B. B. Dzantievа, *

аBach Institute of Biochemistry Research Center of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
*e-mail: dzantiev@inbi.ras.ru

For rapid control of food quality and safety, an immunochromatographic test system has been developed to
detect the antibiotic clinafloxacin. The test system implements an indirect competitive immunoassay format,
in which an antibiotic potentially contained in the tested sample and an antibiotic-protein conjugate immo-
bilized on the working membrane of the test strip interact with unmodified specific polyclonal antibodies.
The detection of immune complexes formed on the membrane occurs using a conjugate of anti-species anti-
bodies and gold nanoparticles. The conditions for immunochromatography, which ensure the minimum de-
tection limit, have been determined. The time of the assay is 20 min, the detection limits of clinafloxacin for
instrumental and visual detection are 0.3 ng/mL and 10 ng/mL, respectively. The selectivity of the test system
in relation to antibiotics from the class of f luoroquinolones has been studied. To control the contamination
of honey with clinafloxacin and structurally related f luoroquinolones, an optimal sample preparation mode
was established and the effectiveness of the developed test system was confirmed.

Keywords: bioanalytical systems, immunochromatography, food quality control, honey, antibiotics, clina-
floxacin
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При анализе эталонных и коммерческих образцов мясной продукции (вареной и консервирован-
ной) классическим методом двумерного электрофореза по O’Фарреллу идентифицировано 10 про-
изводных белков или их фрагментов, которые являлись компонентами сои, молока, яиц, тыквы и
подсолнечника. Именно они могут быть биоиндикаторами в незаявленных добавках при разработ-
ке более экспрессных и чувствительных методов контроля качества.

Ключевые слова: контроль состава мясной продукции, биоиндикаторы немышечных добавок, про-
теомика
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В процессе изготовления различных видов
мясной продукции в некоторых случаях исполь-
зуется, целый ряд белковых добавок немышечно-
го происхождения, включающих белки яиц, мо-
лока и продуктов растительного происхождения
сои, пшеницы, риса, овса, тыквы и др.

Состав коммерческого продукта всегда офи-
циально регламентирован соответствующими го-
сударственными стандартами или техническими
условиями производителя. В них устанавливается
предельное содержание всех компонентов, вклю-
чая немышечного происхождения, присутствие
или превышение уровня которых можно рассмат-
ривать как фальсификацию или нарушение усло-
вий производства.

Контроль качества таких пищевых продуктов
подразумевает использование методов, позволя-
ющих выявить специфические компоненты не-
мышечного происхождения и оценить их каче-
ственное и количественное содержание в изго-
товленной продукции.

В настоящее время основная часть таких бел-
ковых добавок проходит этапы дополнительной
подготовки, что в итоге приводит к потере ими
части аминокислотной последовательности, а
дальнейшая термообработка (вареные колбасы до
90°С, а консервы до 115°С и давлении 0.23 МПа) в
присутствии посолочно-нитритной смеси может

вызвать и термохимические модификации в со-
хранных аминокислотных структурах добавок,
что еще более затрудняет выбор биоиндикаторов
для контроля.

Одна из таких наиболее распространенных
растительных добавок – добавка из соевых бобов.
Как правило, в настоящее время они используют-
ся в виде соевого изолята или текстурата в виду
большей технологичности. В то же время, соя, как
и многие другие немышечные добавки (пшеничная
мука, молоко, яйцо и продукты их переработки)
входит в перечень аллергенов, присутствие кото-
рых в продукции должно строго контролироваться
и выноситься на этикетку согласно ТР ТС 022/2011
(“Пищевая продукция в части ее маркировки”) [1].

Попытки использовать соевые белки как ми-
шени ненормативных добавок предпринимались
неоднократно, в частности для β-конглицинина
[2], разных видов глицининов [3], ингибиторов
трипсина типа Баумана-Бирка и Кунитца [4]. Та-
кие разработки методов контроля ненорматив-
ных добавок в мясную продукцию продолжаются
и сейчас. В настоящее время существуют два наи-
более конкурирующих метода по производитель-
ности и цене – это “скорострельная”, она же пано-
рамная, протеомика – “shortgun” [5] и иммунофер-
ментный анализ [6]. Для панорамной протеомики
важны значения m/z (коэффициент отношения

УДК 577.112:616
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массы к заряду – mass-to-charge ratio) с подтвер-
ждением аминокислотной последовательности со-
ответствующих триптических пептидов, а для им-
муноферментного анализа приоритетным явля-
ется то, какая часть белка осталась сохранной и
может служить в качестве мишени для антител.

Классический двумерный электрофорез по
О'Фарреллу не самый производительный метод в
качестве контроля качества таких образцов, но он
позволяет идентифицировать именно сохранные
чужеродные белки и/или их фрагменты в мясной
продукции, хотя разработка количественных ха-
рактеристик требует применения более тонких
методов исследования [7].

Цель работы – выявление и идентификация
белков/фрагментов немышечного происхожде-
ния в двух типах термообработанной мясной про-
дукции (вареных колбасах и консервах типа ту-
шеного мяса), как биоиндикаторов для определе-
ния ее соответствия маркировке и разработки
более быстрых, экономичных и производитель-
ных методов контроля.

МЕТОДИКА

Образцы мясной продукции были представле-
ны двумя видами: колбасы вареные “Докторская”
и “Любительская” и консервированной продук-
цией “Говядина тушеная” и “Свинина тушеная”
с более жестким режимом термообработки.

Из всего количества исследованных образцов
вареных колбас (n = 40), три образца были изго-
товлены на базе экспериментального производ-
ства ФНЦ пищевых систем (Россия), при строгом
контроле рецептуры и количества закладываемо-
го мясного сырья, и они рассматривались как эта-
лон. Остальные были закуплены в торговых сетях
РФ и стран СНГ. В некоторых образцах помимо
говядины и свинины было декларировано нали-
чие мяса птицы, говядины, соевых добавок, сы-
вороточных белков молока и пшеничной клет-
чатки, муки тыквы.

Вторая партия образцов (n = 15) представляла
консервированную продукцию из свинины и го-
вядины с более жестким режимом термообработ-
ки. Три образца были произведены на базе ФНЦ
пищевых систем, при строгом контроле качества
закладываемого мясного сырья, и они также рас-
сматривались как эталон. Остальные были закуп-
лены в торговых сетях РФ, СНГ и ЕС. В двух образ-
цах было декларировано наличие соевых белков.

В качестве основной протеомной технологии
применяли двумерный электрофорез (ДЭ) по
О’Фарреллу с изоэлектрофокусированием в ам-
фолиновом (IEF-PAGE) градиенте рН, как опи-
сано ранее [8]. Детекцию белков на двумерных
электрофореграммах проводили окрашиванием

кумасси голубым R-250 (СВВ R-250) и далее по-
следовательно азотнокислым серебром [9].

Для идентификации белков отдельные фрак-
ции вырезали из сухих ДЭ, измельчали вырезан-
ные фрагменты и проводили их трипсинолиз, как
описано ранее [10]. Далее соответствующие набо-
ры пептидов изучали методами MALDI-TOF MS и
MS/MS масс-спектрометрии на MALDI – время-
пролетном масс-спектрометре Ultraflex (“Bruker”,
Германия) с УФ-лазером (336 нм) в режиме поло-
жительных ионов в диапазоне масс 500–8000 Да с
калибровкой их по известным пикам аутолиза
трипсина. Полученные масс-спектры (“пептид-
ные фингерпринты”) расшифровывали с помо-
щью традиционных биоинформационных техно-
логий.

Биоинформационный анализ масс-спектромет-
рических “пептидных фингерпринтов” с помощью
программы Mascot и других биоинформационных
технологий. Анализ полученных масс-спектров
триптических пептидов выполняли с помощью
программы Mascot, опция Peptide Fingerprint
(“Matrix Science”, США), с точностью определе-
ния массы МН+ равной 0.01%, осуществляя по-
иск по базам данных Национального центра био-
технологической информации США (NCBI).
При проведении исследований использовалось
оборудование Центра коллективного пользования
“Промышленные биотехнологии” Федерального
государственного учреждения “Федеральный ис-
следовательский центр “Фундаментальные основы
биотехнологии” Российской академии наук”.

При сравнительном анализе протеомных про-
филей представленных образцов использовали ин-
формационные модули “Белки скелетной мышцы
коров (Bos taurus)” и "Белки скелетной мышцы сви-
ньи (Sus scrofa)”, базы данных “Протеомика мы-
шечных органов” (http://mp.inbi.ras.ru).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Нарушение рецептуры мясной продукции при

ее анализе ДЭ по О’Фарреллу отражается в виде
появления атипичных фракций белков, которые,
как правило, сразу видны на двумерных электро-
фореграммах при анализе коммерческой продук-
ции (рис. 1).

Вареные колбасы. При сравнительном анализе
эталонных образцов и вареных колбас с деклари-
руемым на этикетке присутствием белковых до-
бавок не мышечного происхождения выявляется
соответствующая панель потенциальных биомар-
керов. Все белки, детектируемые в эталонных об-
разцах, были идентифицированы и оказались бел-
ками свинины и/или говядины, за исключением
фракции практически полноразмерного овотранс-
феррина (№ 1), которая и является биомаркером
количества белков яиц, используемых при приго-
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Рис. 1. Двумерные электрофореграммы белков вареных колбас: а – эталонный образец по рецептуре докторской кол-
басы, б – с декларируемыми добавками немышечного происхождения сои, в – с превышением добавки молока, г – с
декларируемыми добавками муки тыквы есть в методике Нумерация фракций согласно табл. 1.

8 9

5, 6

5, 6

7

6
5 4

12 13

14 15

1110

1

(a) (в)

(б) (г)

товлении эталонных образцов указанных вареных
колбас. Овотрансферрин достаточно устойчив к
термообработке. Масс-спектрометрическая иден-
тификация показала, что сохранным остается
крупный фрагмент аминокислотной последова-
тельности (а.п.) с 44 по 673 позицию из 705.

Другой тип животных добавок, часто исполь-
зующийся при производстве таких типов колбас, –
белки молока. При соблюдении требований
ГОСТ/ТУ в силу малого количества добавки мо-
лочного сырья обычно не детектируется на ДЭ.
Однако производитель может завышать количе-
ство добавляемого молока для повышения уровня
общего белка в продукции, что в ряде случаев на-
блюдалось и в коммерческой продукции разных
производителей. Появляются дополнительные
фракции, которые по результатам масс-спектро-

метрической идентификации оказались фраг-
ментами двух белков молока: казеина каппа, про-
дукта гена CSN3 – с 25 по 105 позицию из 190 а.о.
и казеина CSN2, в котором детектируются две
фракции, идентифицированные как фрагменты
а.п. 64-224 и 121-224 из 224 а.о.

Широко используются в производстве вареных
колбас растительные добавки. Наиболее распро-
страненная добавка – это производные соевых
белков. На рис. 1б показано присутствие 6 фрак-
ций соевых белков (в образце с декларируемым
производителем наличием сои), которые оказа-
лись фрагментами (табл. 1) четырех белков сои –
продуктами 4 генов, в виде мономорфных или
смесовых фракций: глицинина A1aBx (GY1) – а.п.
321–425 из 495; глицинина A1aB1b мутантная
субъединица (GY1) – 36–259 из 386, глицинина
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Таблица 1. Выявленные масс-спектрометрическими методами маркеры не мышечного происхождения в мяс-
ной продукции

№ Наименование белка (символ гена)

Коэффициент отношения массы
к заряду (m/z) выявленных 

триптических пептидов
в порядке возрастания масс

Выявленные сохранные 
фрагменты аминокислотной 
последовательности белков 

в мясной продукции

Вареные колбасы

Маркеры яичных белков (Gallus gallus)

1 Овотрансферрин
(TRFE)

831.4; 888.4; 44–673

912.5; 1046.5;
275–421

1066.5; 1226.1;

1307.6; 1328.7;
1330.7; 1429.7;
1443.8; 1454.8;
1515.8; 1533.8;
1651.8; 1694.8;
1745.9; 1830.1;
1893.0; 1959.0;
2055.0; 2377.2;
2569.3; 2633.3;
2953.5; 3284.6

266–421

2 Овотрансферрин
(TRFE)

1066.5; 1328.7;
1694.8;
1745.9; 1893.0;
2055.0

275–421

3 Овотрансферрин
(TRFE)

1066.5; 1694.9;
1429.7; 1745.9;
1830.1; 1893.0;
2055.0; 2569.3

266–421

Маркеры соевых белков (Glycine max)

4 Глицинин A1aBx (GY1) 588.3; 978.5;
1101.6; 1148.6;
1424.9; 1568.9;
2619.3; 3912.0;
4853.4

321–425

5 Глицинин A1aB1b мутантная субъеди-
ница (Gy1)

711.4; 1029.5;
1039.6; 1899.9;
2340.2; 2432.3;
3140.5; 3461.6;
3901.9; 4800.3

36–259

6 Глицинин G2 (GY2) 1039.6; 1098.6;
1278.7; 1930.9;
3217.6; 3794.9

33–256

7 Глицинин (A3B4) 1325.6; 2287.1;
2622.4;
2340.2; 2728.3; 
947.4;
3042.2; 4580.0

79–236
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8 Cубъединица α β-конглицинина
(CG-4)

563.3; 954.5;
1182.6; 1078.5;
1533.8; 1617.9;
1770.0; 2017.9;
2323.2; 2552.2;
2700.4; 2991.5;
3008.3; 3224.5;
3371.7; 3684.8;
3712.6; 3831.0;
4227.2

24–522

9 Cубъединица α’ β-конглицинина
(CG-4)

563.3; 872.4;
938.5; 1078.5;
1141.6; 1222.7;
1510.8; 1533.8;
1652.9; 1740.8;
2136.0; 2449.1;
2761.5; 2935.3;
3074.5; 3114.6;
3655.8; 3770.0;
3820.0; 4188.9;
4272.2

1–559

Маркеры белков молока (Bos Taurus)

10 Казеин каппа (CSN3) 970.5; 1250.7;
1979.1; 4990.1

25–105

11 Казеин CSN2 (CSN2) 741.4; 779.5;
829.5; 1012.5;
1136.6; 2185.2;
2908.6; 5355.9

121–224
64–224

Маркеры белков семян тыквы (Cucurbita pepo)

12
Субъединица β 11S глобулина 
(LOC111464525)
*gi|112677

643.4; 687.4;
750.5; 903.4;
973.5; 1219.7;
1429.8; 1437.8;
1463.8; 1532.8;
2430.2; 2673.3;
2717.3; 3556.8

47–282

13 Субъединица β 11S глобулина 
(LOC111464525)
*gi|112677

817.4; 1001.5; 306–465

1151.6; 1320.7;
317–468

1392.7; 1425.7;

1453.9; 1542.7;
1870.1; 1893.9;
1893.9; 2350.2;
2767.3; 2911.3;
3589.9

348–468

№ Наименование белка (символ гена)

Коэффициент отношения массы
к заряду (m/z) выявленных 

триптических пептидов
в порядке возрастания масс

Выявленные сохранные 
фрагменты аминокислотной 
последовательности белков 

в мясной продукции

Таблица 1.  Продолжение
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G2 (GY2) – 33–256, глицинина (A3B4) – 79–236,
субъединица α β-конглицинина (CG-4) – 24–522
из 543 и субъединица α' β-конглицинина (CG-1) в
виде полноразмерного белка. Продукты гена GY1
были идентифицированы в двух транскрипцион-
ных вариантах, что при количественных методах
оценки может давать завышение количества сои в
образце. Эти фракции были выявлены и в некото-
рых образцах коммерческой продукции разных
производителей в варьирующихся количествах, но
не декларируемых в составе.

Одиннадцать фракций белков тыквы/тыквен-
ной муки было идентифицировано в образце на-
ционального продукта из стран СНГ. Они оказа-
лись разными фрагментами N- (47–282) и С-кон-
ца (306–468) cубъединицы β 11S глобулина
(480 а.о), одна фракция – запасным белком 2 по-
добным 11S глобулину (11S globulin seed storage
protein 2-like), фрагмент 291–412 из 465 и фраг-
мент 257–475 из 511 а.о. субъединицы β, подобной
11S глобулину. Геном тыквы еще недостаточно
аннотирован в международных базах данных и
представлен только в виде конкретных локусов,

но соответствующие фрагменты-мишени амино-
кислотной последовательности уже представле-
ны в базе данных NCBI Рrotein под соответствую-
щими записями.

Консервированная мясная продукция. Сравни-
тельный анализ белкового состава консервов ти-
па “говядина/свинина тушеная” с контролируе-
мой закладкой сырья и декларируемой добавкой
белков немышечного происхождения также поз-
волил выявить панель потенциальных биомар-
керов этих добавок, но детекция таких фракций
оказалась более затруднительной (рис. 2). Более
жесткий режим стерилизации консервов приво-
дит к образованию большого количества фраг-
ментов мышечных белков, а термохимические
модификации вызывают у многих белков фор-
мирование характерных треков одноименных
белков [11], различающихся по pI за счет блока-
ды или исчезновения части, как правило, ще-
лочных заряженных групп, что вносит свой
вклад в протеомный профиль этого вида продук-
ции. На этом фоне затруднительно детектиро-
вать чужеродные фракции. Но, тем не менее,

* Запись в NCBI Рrotein.

14 Белок 2 подобный запасному белку 
хранения 11S глобулину
(LOC101217162)
*gi|449468676

610.4; 804.4;
838.4; 1126.5;
2469.0; 3204.5

291–412

15 Субъединица β- подобная 11S глобу-
лину 1 (LOC111464083)

*gi|659093215

1162.6; 1320.7;
1376.7; 1528.7;
1713.0; 2383.2;
3112.7

257–475

Консервированная мясная продукция

Маркеры соевых белков

16 Глицинин сои A3B4 (A3B4) 853.4; 1255.6;
1397.8; 542.8;
2061.0

361–499

17 Глицинин G1 (GY1) 1148.5; 1424.9;
1449.6

401–435

Маркеры белков подсолнечника (Helianthus annuus)

18 Запасной G3 белок 11S глобулина 
(LOC110881169) *XP_021985214.1

760.3; 945.9;
1639.9; 1770.9;
2106.1; 2759.4

308–475

№ Наименование белка (символ гена)

Коэффициент отношения массы
к заряду (m/z) выявленных 

триптических пептидов
в порядке возрастания масс

Выявленные сохранные 
фрагменты аминокислотной 
последовательности белков 

в мясной продукции

Таблица 1.  Окончание
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фрагменты соевых глицининов были идентифи-
цированы. Эти фракции идентифицируются как
смесь растительных и мышечных белков. Расти-
тельный компонент оказался фрагментами гли-
цинина G1 (GY1) – 401–435 и глицинина (A3B4) –
361–499. Молекулярная масса выявленных
фрагментов составляла 17–18 кДа, что должно
соответствовать фрагментам длиной около 140 а.о.
Продукт гена A3B4 соответствует этому парамет-
ру, а GY1 нет.

При масс-спектрометрии детектируются толь-
ко триптические пептиды из короткого (наиболее
термохимически устойчивого) сегмента, а осталь-
ные, очевидно меняют массу вследствие термохи-
мических модификаций и не опознаются поиско-
вой программой.

И в консервах тушеной говядины производ-
ства стран ЕС (Франция) было детектировано на-
личие фрагмента 308–475 запасного G3 белка 11S
глобулина из подсолнечника. Наличие такой до-
бавки возможно за счет добавки нерафинирован-
ного подсолнечного масла, но оно не указано в
составе продукта, и, следовательно, также являет-
ся нарушением регламента. Только эта часть бел-
ка является наиболее устойчивой к термохимиче-
скому воздействию и может выступать в роли
маркера присутствия муки из семян подсолнеч-
ника.

Сводные результаты масс-спектрометрической
идентификации сохранных немышечных добавок
(фрагментов аминокислотных последовательно-
стей и m/z триптических пептидов) представлены в
табл. 1.

В целом, полученные результаты показали,
что спектр биоиндикаторов контроля внесения
незаявленных добавок в мясную продукцию до-
статочно ограничен. После термообработки до-
стоверно детектируется только овотрансфер-
рин/его фрагмент, два вида казеинов молока (с
преобладанием продукта гена CSN3), четыре
производных глицининов и конглицининов сои
(равнозначно представленных), а для тыквы и
подсолнечника три производных белков/фраг-
ментов 11S глобулина.

Полученные результаты позволяют суще-
ственно сузить и детализировать круг маркеров
таких добавок в мясную продукцию для улучше-
ния способов контроля ее соответствия заявлен-
ному составу, а также для предотвращения введе-
ния потребителя в заблуждение.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 19-16-
00108).
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Reference and commercial samples of meat products (boiled and canned) were analyzed using classical two-
dimensional electrophoresis by O’Farrell. We identified 10 different protein products or their fragments on
the final stage of the procedure, which are turned to be a components of soy, milk, egg, pumpkin and sun-
flower. They can be used as the targets of undeclared additives to develop more rapid and sensitive quality
control methods, such as shotgun proteomic or immunofluorescense assay.
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