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В обзоре рассмотрены механизмы поддержания жизнеспособности бактерий при неблагоприятных
воздействиях, основанные на индукции факторов гибернации рибосом, вызывающих торможение
синтеза белка посредством подавления функций рибосом. К факторам гибернации относятся рибо-
сом-связывающие белки, инактивирующие 70S рибосомы (RaiA), формирующие неактивные
100S димеры рибосом (RMF, HPF) или действующие в различных фазах трансляционного цикла
(RsfS, YqjD, SRA, EttA). Под воздействием факторов гибернации у части клеток популяции форми-
руется дормантное состояние, характеризующееся низкой скоростью метаболических процессов.
Это придает им свойство толерантности и, как следствие, способность к персистенции в присут-
ствии антибиотиков и стрессов. Обсуждается роль метаболических факторов (полиамины, индолы)
в регуляции уровня экспрессии генов гибернации.

Ключевые словa: бактерии, стресс, гибернация рибосом, метаболизм, адаптация, антибиотики, толе-
рантность, персистенция
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Синтез белка представляет собой один из фун-
даментальных процессов, составляющих основу
жизнедеятельности всех организмов. Несмотря на
значительный прогресс, достигнутый в последнее
время в понимании функционирования белоксин-
тезирующего аппарата, многие его аспекты все еще
нуждаются в изучении. Это, в частности, касается
ответной реакции со стороны рибосом на разнооб-
разные изменения условий внутренней и внешней
среды, воздействующих на бактерии и ведущих к
остановке роста и переходу части клеток популя-
ции в дормантное (“дремлющее”) состояние [1].
Покоящиеся дормантные клетки характеризуют-
ся замедлением процессов метаболизма, образо-
вания энергии, биосинтеза и пролиферации, на
которые воздействует большинство антибиоти-
ков. В таких условиях антибиотики теряют актив-
ность, в результате чего дормантные клетки при-
обретают толерантность и способность персисти-
ровать, то есть сохранять жизнеспособность при
воздействии антибиотиков и стрессов. В отличие
от антибиотикорезистентных клеток, имеющих
генетическую природу устойчивости, персистор-
ное состояние формируется как результат физио-
логических отклонений метаболизма.

Одним из наименее изученных аспектов обра-
зования дормантных клеток является роль факто-

ров гибернации рибосом в регуляции функции
рибосом в ответ на стрессы и действие антибио-
тиков [2]. Известно, что около 60% глобальной
биомассы микроорганизмов, находящихся в
естественных условиях, испытывают постоян-
ное голодание и воздействие других стрессорных
факторов, способствующих формированию у
них состояния покоя [3, 4]. Когда бактерии под-
вергаются неблагоприятным воздействиям, про-
исходит замедление или полная остановка роста
за счет действия специализированных механиз-
мов, обеспечивающих снижение скорости энер-
гоемких биосинтетических процессов. При этом
в клетках поддерживается минимально необходи-
мый базовый уровень трансляции, за счет которо-
го обеспечивается синтез связанных с рибосома-
ми факторов, ответственных за снижение актив-
ности клеток. Часть из них вовлечена в процесс
гибернации рибосом [5]. Факторы гибернации
отвечают за ингибирование рибосом и снижение
активности трансляции, которая восстанавлива-
ется при возврате клеток к оптимальным усло-
виям. Структурно-функциональное разнообра-
зие факторов гибернации и формируемых ими
неактивных рибосомальных структур, по-види-
мому, имеет значение для специфической адап-
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тации клеток к разнообразным стрессам и воз-
действию антибиотиков.

Первооткрыватели персистенции связывали
ее формирование с замедлением скорости мета-
болических процессов и развитием дормантности
без изменения генетических свойств бактерий
[6]. Представления о природе персисторного со-
стояния как следствия развития дормантности
претерпевали изменения в связи с интенсивным
развитием направления, связанного с изучением
генетической природы адаптации бактерий, а
также химической природы сигналов, формируе-
мых в ответ на стресс [7, 8].

Концепция дормантности как фактора формиро-
вания персистенции. В настоящее время точка зре-
ния о дормантном состоянии как основной при-
чине образования персисторных клеток вновь
становится преобладающей [9, 10]. Во время экс-
поненциального роста у незначительной части
клеток (10–4–10–6) генетически гомогенной бак-
териальной популяции формируется дормантное
состояние за счет случайных (стохастических) от-
клонений в уровне экспрессии некоторых генов,
в частности, кодирующих глобальные регуляторы
метаболических процессов [11–13]. В основе объ-
яснения причины этих отклонений лежит кон-
цепция бистабильности генной экспрессии, со-
гласно которой различные гены за счет случайных
флуктуаций способны переходить из активного со-
стояния в неактивное [13, 14]. При этом случайное
сочетание отклонений метаболизма в различных
дормантных клетках, по-видимому, является ос-
новной причиной формирования их фенотипи-
ческой гетерогенности.

Постоянное присутствие в бактериальной по-
пуляции фенотипически гетерогеных дормант-
ных клеток, способных переживать воздействие
антибиотиков и стрессов, привело к формирова-
нию концепции уменьшения риска (bet-hedging)
как эволюционной стратегии выживания генети-
чески однородной популяции в динамически из-
меняемом окружении [15]. Таким образом, в по-
пуляции еще до начала летального воздействия
присутствует некоторое количество дормантных
клеток, способных к персистенции, что страхует
ее от полного уничтожения.

Коллектив авторов, руководимый Balaban
[16, 17], относит процесс формирования стоха-
стических персисторов к спонтанной персистен-
ции (spontaneous persistence), а образуемые при
этом персисторы предлагают обозначать как пер-
систоры Типа II. В отличие от них, персисторы
Типа I образуются в результате так называемой
индуцируемой персистенции (triggered per-
sistence), например, в результате развития дор-
мантного состояния в ответ на комплексное воз-
действие стрессов, формируемых при переходе
клеток в стационарную фазу [18]. В реализации

данного механизма участвуют такие компоненты
стрессорного ответа, как активные формы кисло-
рода, повреждающие ДНК и индуцирующие SOS
ответ [19], RpoS (σS-субъединица РНК-полиме-
разы) [20, 21], (p)ppGpp как основной регулятор
стринджент-ответа [22, 23] и другие [24]. Молеку-
лярные механизмы, принимающие участие в об-
разовании дормантных клеток, могут действовать
кооперативно, что приводит к фенотипической
гетерогенности групп дормантных клеток, обла-
дающих толерантностью к различным стрессам
[25–27]. Экспериментальное исследование пер-
систенции часто связано с использованием моде-
ли перехода периодической культуры бактерий в
стационарную фазу [28]. При этом сопутствую-
щие стрессы индуцируют факторы, формирую-
щие дормантное состояние, включая факторы ги-
бернации рибосом, что приводит к возрастанию
численности субпопуляции персисторных клеток
на несколько порядков (индуцируемая перси-
стенция).

В последнее время к идее самодостаточности
дормантного состояния как причины развития
персистенции стали возвращаться в связи с разви-
тием методов изучения молекулярных механизмов
на уровне индивидуальной клетки [29]. На основа-
нии результатов использования этих методов
предложена концепция глубины дормантности
(dormancy depth), от которой, как считают авторы,
зависит способность бактериальной клетки фор-
мировать персисторное состояние [30].

Известно, что спустя некоторое время после
переноса в оптимальные условия (лаг-период),
дормантные клетки способны “оживать” (resusci-
tate) и возобновлять рост (regrowth). Продолжи-
тельность лаг-периода (Tregrowth) прямо пропорци-
ональна глубине дормантности, которая зависит
от степени выраженности метаболических изме-
нений, обусловливающих уровень толерантности
бактериальных клеток к антибиотикам и их спо-
собность к персистенции. Согласно данным, по-
лученным на Escherichia coli, сравнительно низ-
кие уровни дормантности имеют персисторные
клетки, обозначенные как persister-FR (Fast Re-
growth), то есть персисторы, быстро возобновля-
ющие рост (Tregrowth < 12 ч), и persister-SR (Slow Re-
growth) – персисторы, медленно возобновляющие
рост (12 ч < Tregrowth < 40 ч). Максимальный уровень
глубины дормантности характерен для жизнеспо-
собных, но некультивируемых клеток (VBNC, via-
ble but non-culturable), которые могут пребывать в
этом состоянии практически неограниченное вре-
мя, но имеют значение Tregrowth > 3 сут [30].

В модели перехода бактерий из экспоненци-
альной фазы в стационарную глубина дормант-
ности возрастает пропорционально времени пре-
бывания клеток в стационарной фазе, вплоть до
формирования у них VBNC состояния [31–33].
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Количество дормантных клеток в периодической
культуре E. coli достигает максимума к 24 ч куль-
тивирования, после чего наблюдается снижение
их численности. При этом после 48 ч пребывания
клеток E. coli в стационарной фазе в популяции
появляются VBNC клетки [34].

Механизм перехода бактерий в дормантное со-
стояние связывают с образованием внутриклеточ-
ных структур, “агресом”, которые представляют
собой высокомолекулярные белковые агрегаты,
состоящие из белков, участвующих в основных
метаболических путях. При этом активность ката-
лизирующих метаболические превращения фер-
ментов в значительной степени утрачивается при
их включении в структуру агресомы, что рассмат-
ривается как основная причина развития дормант-
ности. Наряду с белковыми агрегатами, клетки
E. coli, испытывающие стрессорные воздействия,
характеризуются также способностью образовы-
вать несколько типов ДНК агрегатов в комплексе
с ДНК-связывающими белками DPS (DNA-bind-
ing protein of starvation) [35].

В результате процессов агрегации образуется
популяция структурно и функционально гетеро-
генных дормантных клеток, способных выживать
в специфических условиях меняющейся среды.
Восстановление нормального вегетативного состо-
яния клеток сопровождается переходом белков
агресомы в растворенное состояние, условием ко-
торого является достаточный уровень энергии, не-
обходимой для функционирования шаперонов и
протеаз, ответственных за данный процесс [36].

В последнее время функция АТФ как источни-
ка энергии для осуществления переходов между
дормантным и вегетативным состояниями бак-
териальных клеток существенно дополнена его
свойствами как одного из наиболее эффектив-
ных биологических гидротропов, ответственных
за поддержание нормальной обводненности бел-
ковых поверхностей и, соответственно, рефолдин-
га белков [37]. На основании данных о влиянии ин-
тенсивности метаболических процессов на вяз-
кость и текучесть отдельных участков цитоплазмы
считают, что уровень энергетического состояния
клеток играет существенную роль в образовании
и растворении белковых агрегатов [38]. При этом
низкие энергетические потоки способствуют пе-
реходу макромолекул (белки, нуклеиновые кис-
лоты) в агрегированное состояние и формирова-
нию дормантности.

Таким образом, персисторы представляют собой
субпопуляцию фенотипически гетерогенных бак-
териальных клеток, временно утративших способ-
ность к пролиферации за счет перехода в дормант-
ное состояние, что делает их способными пережи-
вать концентрации антибиотиков, летальные для
основной части популяции, и возобновлять рост и
размножение при переносе в оптимальные усло-

вия [39]. Это позволяет всей популяции поддер-
живать жизнеспособность на уровне, достаточ-
ном для появления и отбора более редких наслед-
ственно закрепленных мутаций резистентности к
антибиотикам [40–42]. Резистентные клетки, в от-
личие от персисторов, способны размножаться в
присутствии антибиотиков, что резко повышает
возможность их распространения в окружающей
среде и осложняет задачу борьбы с инфекцией.

Согласованное изменение транскрипционно-
трансляционного аппарата бактериальной клетки –
основа формирования персистенции. Существен-
ную роль в персистообразовании играют мета-
болические процессы, которые изменяются в
ответ на воздействие стрессов стационарной фа-
зы. В этот период формируются стрессорные отве-
ты на голодание, накопление токсических продук-
тов обмена, закисление, окислительный стресс и
другие неблагоприятные факторы. Перечисленные
процессы приводят к изменению типа генной экс-
прессии, уровень которой при этом снижается до
10% от значения, характерного для экспоненци-
ального роста, с преобладанием экспрессии генов
стационарной фазы [43] и реорганизацией генома
внутри нуклеоида [44, 45].

В ответ на исчерпание сахаров, транспортиру-
емых в клетку посредством фосфотрансферазной
системы (ФТС сахаров), и стресс голодания, ко-
торый сопровождается снижением синтеза ами-
нокислот, в клетке формируется стринджент-от-
вет (рис. 1). Он представляет собой согласованное
торможение биосинтеза белков, ДНК, РНК, пеп-
тидогликана, что сопровождается значительным
замедлением скорости роста, приводящим к сбе-
режению энергии в условиях голодания [46–48].
Ключевым регулятором стринджент-ответа явля-
ется гуанозинтетра(пента)фосфат (p)ppGpp, кото-
рый играет роль сигнала тревоги (alarm) и на этом
основании отнесен к группе соединений алармо-
нов (рис. 1а). Ответственными за поддержание
определенного уровня (p)ppGpp в клетках E. coli
являются стринджент-факторы – белки-фермен-
ты RelA и SpoT. Первый из них синтезирует
(p)ppGpp при взаимодействии тРНК, не связанной
с аминокислотой, с рибосомой, т.е. в ответ на ами-
нокислотное голодание, второй, в дополнение к
менее выраженной (p)ppGpp-синтетазной, облада-
ет также более значительной гидролазной активно-
стью (рис. 1б, 1в). Аминокислотное голодание
приводит к накоплению в цитоплазме клетки
тРНК, не связанных с аминокислотами, которые
взаимодействуют с А-сайтом рибосом. Такое со-
стояние рибосомы распознается RelA белком, ко-
торый, связываясь с 50S субъединицей рибосомы,
инициирует синтез (p)ppGpp. После диссоциации
RelA из рибосомального комплекса синтез может
быть продолжен. Высокое содержание (p)ppGpp в
клетках мобилизует метаболические ресурсы на
восполнение клеточного пула аминокислот, что
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Рис. 1. Стринджент-ответ, структура и регуляция активности факторов, ответственных за его формирование в бакте-
риальных клетках: а – синтез гуанозинтетрафосфата и гуанозинпентафосфата, (p)ppGpp, в реакциях, катализируемых
семейством белков RSH (RelA-SpoT homologue); б – доменная структура SpoT и RelA. Домены белков представлены в
порядке, отражающем их относительное расположение в белковой молекуле: гидролитический (HD), синтетический
(SYNTH), регуляторные (TGS, CC, ACT). Перечеркиванием обозначено отсутствие гидролазной активности; в – ме-
ханизм активности RelA; г – механизм регуляции (p)ppGpp-гидролазной и -синтетазной активностей SpoT при глю-
козном голодании. Пояснения к рисунку приводятся в тексте.
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приводит к образованию ацилированных тРНК,
их переносу с помощью фактора элонгации EF-Tu в
А-сайт рибосом и возобновлению трансляции.
Синтетазная активность SpoT изменяется при от-
клонении удельной скорости элонгации пептид-
ной цепи от максимальной [49, 50]. В регуляции
соотношения синтетазной и гидролазной актив-
ностей SpoT принимают участие также белки-ре-
гуляторы метаболизма, такие как ACP, Rsd и HPr
[51–53].

В настоящее время показано, что, наряду с адап-
тацией к стрессу голодания, стринджент-ответ вно-
сит существенный вклад в регуляцию многих
внутриклеточных процессов, связанных с ро-
стом, вторичным метаболизмом, вирулентно-
стью, биопленкообразованием и персистенци-
ей. Основной его регулятор, (p)ppGpp, вызыва-
ет глубокие изменения транскрипции, подавляя
синтез стабильных РНК и индуцируя экспрес-
сию генов, кодирующих ферменты биосинтеза
аминокислот и факторы стрессорного ответа. В
клетках E. coli идентифицировано более 50 мише-
ней для (p)ppGpp [54]. Действие этого алармона
затрагивает около 500 генов и направлено на
предотвращение бесполезной траты ресурсов при
неблагоприятных воздействиях [50, 55, 56].

К наиболее энергоемким процессам метабо-
лизма относится синтез белка. Поэтому одной из
мишеней (p)ppGpp являются рибосомальные
структуры на уровне регуляции экспрессии ге-
нов рибосомальных РНК, rrnB. Особенностью
их промоторной области является присутствие бо-
гатой ГЦ основаниями “дискриминаторной” по-
следовательности, связывание которой с (p)ppGpp
приводит к дестабилизации открытия промоторов
и ингибированию инициации транскрипции [57].

Реорганизация метаболических процессов при
формировании дормантного и персисторного со-
стояний в значительной степени обусловлена за-
меной основной вегетативной σD-субъединицы
РНК-полимеразы (σ70, RpoD) на альтернатив-
ные, в первую очередь σS (σ38, RpoS – фактор об-
щего стрессорного ответа), которая отвечает за
избирательную транскрипцию генов адаптации
клеток к многочисленным стрессам стационар-
ной фазы [45]. Основным фактором, ответствен-
ным за происходящие замены, является антисиг-
ма-фактор Rsd (регулятор σD-субъединицы) [58].
Через него осуществляется регуляция не только
транскрипционного профиля стационарных кле-
ток, но и их метаболизма. Rsd способен образовы-
вать комплекс с σD-субъединицей РНК-полиме-
разы, что приводит к ее инактивации и замене на
специфическую для стационарной фазы σS-субъ-
единицу в составе холофермента [59].

Наряду с заменой вегетативной σD-субъедини-
цы РНК-полимеразы на альтернативные субъеди-
ницы, Rsd способен, взаимодействуя с SpoT, сдви-

гать баланс его (p)ppGpp-cинтетазной и гидролаз-
ной активностей в сторону последней (рис. 1г).
Однако это может происходить только в условиях
глюкозного голодания [51]. Во время же нормаль-
ного роста Rsd присутствует в клетках в неактив-
ном состоянии в связанной форме с гистидин-со-
держащим белком HPr, переносчиком фосфатной
группы к ФТС сахарам. HPr способен также взаи-
модействовать с различными белками, оказывая
регуляторный эффект на широкое разнообразие
реакций углеродного и энергетического метабо-
лизма [60]. В отсутствие глюкозного голодания
HPr, находясь преимущественно в дефосфорили-
рованной форме, способен связывать Rsd и удер-
живать его от взаимодействия с другими белками,
в том числе с SpoT (рис. 1г). Преобладание фос-
форилированного состояния HPr при исчерпа-
нии в среде глюкозы приводит к высвобождению
Rsd, что открывает ему возможность, взаимодей-
ствуя с SpoT, сдвигать баланс активности в сторо-
ну гидролиза (p)ppGpp [51, 52, 61].

Обратный эффект описан для ацил-перенося-
щего белка ACP (рис. 1г). Исчерпание глюкозы со-
провождается снижением пула ацетил-CoA и жир-
нокислотным голоданием, во время которых ACP
переходит в деацилированное состояние и при свя-
зывании с SpoT усиливает его синтетазную актив-
ность [52, 53]. Наоборот, в условиях экспоненци-
ального роста ACP присутствует в ацилированной
форме и, связываясь с SpoT, сдвигает баланс его ак-
тивности в сторону гидролиза (p)ppGpp. Предпо-
лагается, что Rsd и ACP могут конкурировать меж-
ду собой за связывание с SpoT во время голода-
ния, оптимизируя при этом клеточный уровень
(p)ppGpp [52].

Показано, что чрезмерно высокая концентра-
ция алармона в клетке значительно ограничивает
синтез рибосом, тогда как слишком низкое его
содержание лимитирует уровень метаболических
белков E. coli [62]. Действие Rsd, ACP, HPr и, воз-
можно, других регуляторных белков в конечном
итоге направлено на поддержание концентрации
(p)ppGpp, оптимальной для обеспечения нор-
мального уровня экспрессии генов, ответствен-
ных за адаптацию к стрессу, в том числе генов ги-
бернации рибосом и, следовательно, персистооб-
разования как механизма адаптации бактерий к
разнообразным стрессам [10].

Таким образом, наряду со стрессорными отве-
тами, белок-белковые взаимодействия между Rsd,
HPr, ACP и SpoT способствуют сохранению согла-
сованного действия процессов транскрипции и
трансляции во время стационарной фазы [43].

Гибернация рибосом – основной механизм регу-
ляции синтеза белка в формировании персистенции.
Одним из наиболее действенных механизмов,
приводящих к быстрой инактивации уже присут-
ствующих в клетке рибосом при переходе бактерий
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в стационарную фазу, является индукция факторов
гибернации рибосом, синтез которых положитель-
но регулируется (p)ppGpp [2, 63]. Факторы гибер-
нации формируют неактивные рибосомальные
структуры, 70S мономеры и 100S димеры [43, 64,
65], а также осуществляют другие способы инги-
бирования рибосом на различных стадиях транс-
ляции. В результате этого в клетках стационарной
фазы образуются рибосомальные комплексы с
разной трансляционной активностью. Это дает
возможность бактериям оперативно реагировать
на изменения условий окружающей среды.

Действие факторов гибернации рибосом при-
водит к остановке роста клетки, при этом бакте-
рии сохраняют способность к его возобновлению
в течение 1–2 мин после возврата клеток к нор-
мальным условиям. Показано, что делеция ге-
нов, кодирующих факторы гибернации рибосом,
приводит к уменьшению выживаемости клеток в
стационарной фазе роста и при воздействии раз-
личных видов стресса, а также к снижению толе-
рантности к антибиотикам [2]. Кроме того, мак-
симальный уровень экспрессии генов гиберна-
ции рибосом наблюдается во время перехода
периодической культуры E. coli в стационарную
фазу [5, 21, 66]. Однако функциональная актив-
ность белков гибернации, отвечающих за их вы-
ход из комплекса с рибосомами и возобновление
роста дормантных клеток при переносе культуры
в свежую среду, возрастает пропорционально
длительности их пребывания в стационарной фа-
зе [5]. Это указывает на возможность того, что
факторы гибернации рибосом могли бы участво-
вать в регуляции длительности периода “пробуж-
дения”, а следовательно, и глубины дормантно-
сти бактериальных клеток [30].

Поскольку мишенью воздействия факторов
гибернации являются рибосомы, знание струк-
турно-функциональных особенностей этих орга-
нелл важно для понимания механизма действия
факторов гибернации.

Как известно, рибосома представляет собой
рибонуклеопротеидный комплекс, состоящий из
двух субъединиц: большой 50S и малой 30S. Боль-
шая субъединица содержит около 30 рибосомаль-
ных белков, 23S рРНК и 5S рРНК, тогда как ма-
лая субъединица состоит из 21 рибосомального
белка и 16S рРНК. На границе между двумя субъ-
единицами локализованы участки рибосомальных
РНК. Малая субъединица связывает мРНК благо-
даря расположению в ней фрагмента 16S рРНК,
комплементарного последовательности Шайна-
Дальгарно (SD) мРНК. Рибосома содержит 3 сай-
та связывания тРНК: А-, Р- и Е-сайты. В А-сайте
связывается аминоацил-тРНК, комплементар-
ная кодону мРНК.

Большая субъединица содержит в себе катали-
тический центр рибосомы, где происходит фор-

мирование пептидной связи между синтезирую-
щейся пептидной цепочкой, связанной с тРНК в
Р-сайте, и аминокислотным остатком, связан-
ным с тРНК в А-сайте. После пептидилтрансфе-
разной реакции происходит транслокация, в ре-
зультате которой тРНК, не связанная с аминокис-
лотой, временно находится в Е-сайте перед ее
выходом из рибосомального комплекса.

Трансляция состоит из 3 основных стадий: ини-
циации, элонгации, терминации (рис. 2). На пер-
вой стадии формируется 70S инициаторный ком-
плекс, который состоит из большой и малой
субъединиц, мРНК и инициаторной формил-
метионил-тРНК, связанной в Р-сайте. В тече-
ние элонгации происходит включение аминокис-
лотных остатков в растущую пептидную цепь. Ри-
босомальный комплекс, перемещающийся вдоль
мРНК, в конечном итоге приходит в контакт со
стоп-кодоном, индуцирующим терминацию, что
приводит к высвобождению синтезированного
полипептида.

Протекание всех стадий трансляции обеспе-
чивается вспомогательными факторами (рис. 2).
Первая стадия трансляции обслуживается тремя
факторами инициации: IF1, IF2 (ГТФаза) и IF3,
происходит за счет использования энергии гид-
ролиза фосфатной группы ГТФ и завершается
образованием комплекса 30S и 50S субъединиц
на мРНК с загруженной инициаторной тРНК в
P-сайте. Данные факторы модулируют аффин-
ность Р-сайта по отношению к инициаторной
формил-метионил-тРНК и настраивают сборку
инициаторного комплекса для обеспечения точ-
ного начала синтеза белка. На стадии элонгации
функционируют два фактора, являющиеся ГТ-
Фазами: EF-Tu и EF-G. Первый из них обеспечи-
вает точный подбор аминоацил-тРНК и формиро-
вание пептидной связи, после чего второй способ-
ствует транслокации. Завершается трансляция
благодаря функционированию факторов RF1 и
RF2, которые стимулируются третьим фактором –
ГТФазой RF3 и специфично распознают раз-
личные стоп-кодоны [2, 67]. Терминация завер-
шается освобождением вновь синтезированного
полипептида после распознавания стоп-кодона.
Рециклирующий фактор рибосом RRF совместно с
фактором элонгации EF-G подготавливают транс-
ляционный аппарат для последующих процессов
инициации (рециклирование).

Механизмы действия факторов гибернации ри-
босом. Гибернация рибосом почти повсеместно
встречается у бактерий, а также в пластидах рас-
тений [68]. Стрессорные воздействия или переход
бактериальных клеток в стационарную фазу со-
провождаются прекращением роста и диссоциа-
цией части рибосом на быстро деградирующие
30S и накапливающиеся по мере голодания 50S
субъединицы [5]. Кроме того, значительные из-
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Рис. 2. Схема цикла трансляции у прокариот. Пояснения к рисунку приводятся в тексте.
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менения трансляционного аппарата при стрессе
обусловлены димеризацией 70S рибосом с обра-
зованием неактивных 100S комплексов (рис. 3)
[69]. 100S димеры, отсутствующие в экспоненци-
альной фазе, формируются при переходе в стаци-
онарную фазу и далее сохраняются на всем ее
протяжении [70–73]. Они могут составлять до
40–60% от общего содержания рибосом в клетке
[2, 73]. 100S димеры способны быстро диссоции-
ровать на отдельные 70S рибосомы в течение
1 мин после наступления благоприятных усло-
вий [71, 74, 75].

У E. coli (как и остальных представителей гам-
мапротеобактерий) 100S димеры формируются
под воздействием двух факторов гибернации:
RMF (Ribosome Modulation Factor) и HPF (Hi-
bernation Promoting Factor) [76] (рис. 3). RMF
формирует 90S промежуточный димер, который
далее преобразуется, благодаря действию HPF, в
зрелый 100S димер [77] (рис. 4). В составе 100S
комплекса мономеры взаимодействуют друг с дру-

гом посредством 30S субъединиц, связанных
при участии RMF, расположенного в непосред-
ственной близости к рибосомальным белкам
S13, L13, L2 и Р-сайту [78].

Известно, что делеция гена rmf приводит к не-
способности бактерий формировать 100S рибо-
сомальные димеры [79]. Несмотря на кажущую-
ся вспомогательную роль HPF, делеционный
мутант по данному фактору также не образует
100S димеры.

Действие третьего фактора гибернации рибосом
RaiA (Ribosome-Associated Inhibitor A), прежние
названия YfiA и pY, обусловлено его способно-
стью связываться с 70S рибосомами и инактиви-
ровать их трансляционную функцию. Предпо-
лагается, что RaiA обладает антагонистически-
ми свойствами по отношению к фактору HPF,
препятствуя его связыванию с рибосомами, тем
самым сдвигая баланс между 100S димерами и не-
активными 70S мономерами в сторону послед-
них. Как известно, HPF и RaiA на 40% гомоло-

Рис. 3. Механизмы действия факторов гибернации рибосом E. coli. Пояснения к рисунку приводятся в тексте.
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гичны по аминокислотной последовательности
[71], а также имеют общий сайт связывания с ри-
босомами [69], что может быть причиной конку-
рентных отношений между ними. При этом RaiA,
взаимодействуя с рибосомами, блокирует их А- и
Р-сайты [80], чему способствует его удлиненный
С-терминальный домен, который, кроме того,
препятствует связыванию RMF с рибосомой и,
следовательно, подавляет образование димеров
(рис. 3, 4). Кроме того, сайт связывания RaiA пе-
рекрывается с сайтами связывания факторов
IF1, IF3, EF-G, тем самым нарушая нормальное
протекание процессов инициации и элонгации
[69]. Эти особенности структуры и локализации
RaiA обусловливают его способность стабилизи-
ровать и инактивировать 70S рибосомы [81]. Это
подтверждается тем, что в делеционных мутан-
тах ∆raiA содержание 100S рибосом выше, чем в
клетках дикого типа [71]. Таким образом, спо-
собность бактерий образовывать различные ри-
босомальные комплексы – RMF-HPF-100S или
RaiA-70S – обусловливает присутствие в клетках
гетерогенных неактивных рибосомальных струк-
тур, что, предположительно, делает их специфич-
ными для формирования персисторов, толерант-
ных к определенным антибиотикам и стрессам.

В отличие от представителей гаммапротеобак-
терий, имеющих факторы гибернации рибосом
RMF, HPF и RaiA, большая часть бактерий, не
относящихся к данной категории, а также пла-
стиды растений содержат единственный фактор
гибернации рибосом – lHPF (long HPF). Послед-
ний представляет собой гомолог фактора HPF,
который, в отличие от него, имеет удлиненный
С-терминальный домен, что дает lHPF возмож-
ность формировать неактивные 70S и 100S рибо-
сомы. При этом комплекс lHPF-70S является не
только интермедиатом 100S димера, но и пред-
ставляет собой зрелую неактивную форму, до-
полняющую пул неактивных рибосом, подобно
комплексу RaiA-70S [65, 77, 82].

Наряду с этим, среди бактерий и эукариот рас-
пространены альтернативные способы инактива-
ции рибосом, в том числе действующие при уча-
стии RsfS (Ribosome silencing factor S), еще одного
из представителей факторов гибернации рибосом
[83]. RsfS препятствует окончательной сборке ри-
босомы посредством связывания с 50S субъеди-
ницей через L14 рибосомальный белок (рис. 3).
Данный механизм гибернации, наряду с другими,
обеспечивает мобильную перестройку клеточно-
го метаболизма, обратимую при возникновении

Рис. 4. Модель формирования персисторов E. coli при участии факторов гибернации. Пояснения к рисунку приводят-
ся в тексте.
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благоприятных условий, когда комплекс RsfS c
50S субъединицей диссоциирует, а малые и боль-
шие субъединицы участвуют в сборке функцио-
нальных рибосом [83, 84].

Среди описанных факторов гибернации рибо-
сом представляет также интерес YqjD, который по-
средством своего N-терминального домена связы-
вается с 30S субъединицей в составе 70S или 100S
рибосомальных комплексов. В то же время С-тер-
минальный домен YqjD, содержащий трансмем-
бранный мотив, участвует в интеграции рибосо-
мальных комплексов во внутренней мембране
грам-отрицательных бактерий и, таким образом,
выводит их из клеточного метаболизма [85].

Фактор гибернации рибосом EttA (Energy-de-
pendent translational throttle A) является АТФ-свя-
зывающим белком семейства АВС-F [86] (рис. 3).
Его взаимодействие с рибосомой происходит в Е-
сайте, что вызывает ингибирование трансляции в
промежутке между формированием первой пеп-
тидной связи и первой транслокацией, индуциру-
емой фактором элонгации EF-G. Диссоциация
EttA происходит за счет гидролиза АТФ [87, 88].
Таким образом, особенностью действия EttA явля-
ется то, что он способен непосредственно воспри-
нимать уровень АТФ в бактериальной клетке и ин-
гибировать трансляцию в ответ на его снижение.

SRA (Stationary-phase-induced ribosome-associ-
ated) – небольшой белок 5 kDa, обнаруженный у
энтеробактерий. Известно, что SRA связывается
с 30S субъединицей рибосомы в стационарной фа-
зе [89]. ơS-зависимая транскрипция sra в условиях
стресса положительно регулируется сигнальной
молекулой (p)ppGpp, а также гистоноподобными
белками H-NS и FIS [89]. Поскольку SRA мало
изучен, его роль до сих пор остается до конца не
известной. Однако, основываясь на относитель-
но малочисленных экспериментальных данных,
можно предположить, что SRA имеет функцию,
сходную с таковой для факторов гибернации ри-
босом (рис. 3).

Механизмы диссоциации факторов гибернации
рибосом и снятия их ингибирующего действия ма-
ло исследованы. Известно лишь, что диссоциация
100S димеров у E. coli и Staphylococcus aureus
осуществляется высоко консервативным белком,
ГТФазой HflX, преимущественно при повышен-
ной температуре. При нормальных же условиях
культивирования более значительную роль в дис-
социации 100S димеров играют трансляционные
факторы RRF и EF-G [64, 82, 90].

На основании обобщения представленных в
литературе данных о механизмах, регулирую-
щих трансляционную активность рибосом, можно
прийти к заключению, что “биологическая целесо-
образность” регуляторных механизмов в первую
очередь обусловлена необходимостью избежать
непроизводительных затрат энергии на один из

самых энергоемких процессов – синтез белка – в
условиях неблагоприятных воздействий, несов-
местимых с ростом. В соответствии с этим, каж-
дая из рибосом, присутствующих в бактериаль-
ной клетке в данный момент времени, может
находиться как в активном, так и неактивном
состоянии, благодаря действию различных ме-
ханизмов гибернации рибосом, формирующих,
таким образом, гетерогенный набор их неактив-
ных форм.

Таким образом, гетерогенность рибосомаль-
ных структур играет ключевую роль в выживании
бактерий в меняющихся условиях окружающей
среды. Структурно-функциональное разнообра-
зие рибосом создает для бактериальных клеток
ряд преимуществ:

1. Гетерогенность – это страхующий механизм.
В случае, если по какой-либо причине не срабо-
тает один из механизмов гибернации рибосом,
его функции выполнит другой механизм.

2. Различные виды неактивных рибосом име-
ют разное соотношение скоростей ассоциации-
диссоциации с факторами гибернации, что поз-
воляет предположить возможность разграниче-
ния действия разных факторов гибернации во
времени.

3. Функциональная дифференциация различ-
ных факторов гибернации рибосом отражается
на эффективности их участия в противостоянии
стрессам разной природы.

Физиологическая роль факторов гибернации ри-
босом. Экспрессия факторов гибернации рибо-
сом находится под контролем механизмов обще-
го стрессорного ответа, включая rpoS регулон и
стринджент-ответ (рис. 1). Эти механизмы уни-
версальны и носят генерализованный характер,
то есть функционируют при различных стрессах,
и их действие охватывает значительную часть
клеточных процессов. Итогом является измене-
ние экспрессионного профиля клетки [91], в том
числе за счет индукции факторов гибернации ри-
босом, экспрессия которых находится на базовом
уровне в экспоненциальной фазе, но возрастает
при переходе в стационарную фазу [74, 83, 87, 92].

Известно, что транскрипция генов rmf, hpf и
raiA индуцируется сигналом стринджент-ответа,
(p)ppGpp, и не зависит от RpoS [2, 93]. В то же
время экспрессия yqjD находится под строгим
контролем RpoS [21, 85]. rpoS-регулон представ-
ляет собой совокупность генов, промоторы кото-
рых имеют сродство к ơS-субъединице РНК-поли-
меразы. Продукты этих генов выполняют разнооб-
разные функции в стационарной фазе, а также при
адаптации к различным стрессам [94, 95]. Зави-
симость экспрессии факторов гибернации рибо-
сом от разных стрессорных механизмов может
быть связана с разделением функций между ни-
ми. Наряду с (p)ppGpp, транскрипция rmf и raiA
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зависит также от транскрипционного регулятора
cAMP-CRP [96].

В результате регуляции экспрессии на тран-
скрипционном уровне белок RMF присутствует в
клетках только в течение стационарной фазы и де-
градирует в течение 1 мин после переноса клеток в
свежую питательную среду.

Результаты исследований показывают, что тран-
скрипция rmf индуцируется в ответ на разнообраз-
ные стрессы, включая аминокислотное голодание,
тепловой и холодовой шок, воздействие этанола
и бромистого этидия, осмотический шок, кислот-
ный стресс [65, 97, 98]. Остальные факторы ги-
бернации рибосом менее изучены, известно толь-
ко, что содержание RaiA в клетке также возраста-
ет в ответ на холодовой шок [80, 92].

Физиологическая роль факторов гибернации
рибосом заключается в выживании бактериаль-
ной клетки при воздействии неблагоприятных
условий. У большинства протеобактерий, в том
числе E. coli, описаны различные механизмы ги-
бернации, подробно рассмотренные в главе “Ме-
ханизмы действия факторов гибернации рибо-
сом” (рис. 3). Поскольку основные факторы ги-
бернации (RMF, HPF и RaiA) индуцируются в
присутствии (p)ppGpp и cAMP, их содержание в
клетке возрастает в стационарной фазе и состоя-
нии глюкозного голодания (рис. 4) [74, 99]. В то
же время, определенный уровень RaiA регистри-
руется также в экспоненциальной фазе [75]. Это
может играть существенную роль в тонкой на-
стройке процесса рибосомальной гибернации по-
средством конкуренции белковых факторов за
связывание с рибосомами. При этом обеспечива-
ется максимальное предохранение рРНК от рас-
щепления и быстрый возврат рибосом в активное
состояние после снятия голодания и стресса.

Сходную роль играет также другой рибосом-свя-
зывающий белок SRA (рис. 3), взаимодействующий
с рибосомами при лимитировании питательных
компонентов и переходе клеток в стационарную
фазу. SRA рассматривается как дополнительный
рибосомальный белок S22 30S субъединицы, кото-
рый функционирует как фактор гибернации рибо-
сом совместно с другим рибосом-связывающим
белком RimJ, играющим роль в созревании 30S
субъединицы [100]. Взаимодействие всех рибосо-
мальных белков с рРНК приводит к полной сборке
и созреванию рибосом. Кроме того, совместные
функции белков S22 и RimJ приводят к снижению
синтеза DnaA и, таким образом, участвуют в тон-
кой настройке инициации репликации. Таким об-
разом, данные факторы участвуют в синхрониза-
ции процессов транскрипции, трансляции и ре-
пликации в условиях стрессорных ситуаций.

Наиболее полная картина, дающая представ-
ление о физиологической роли факторов гибер-
нации, получена с использованием делеционных

мутантов по генам рибосомальной гибернации. В
частности, показано, что у мутантов ∆rmf сниже-
на выживаемость в стационарной фазе [72, 79] и
наблюдается более высокая чувствительность к
тепловому [101] и осмотическому шоку [102], а
также кислотному стрессу [97]. Мутанты ∆rsfS
проявляют сниженную выживаемость при пере-
носе клеток в бедную питательную среду и демон-
стрируют своеобразную динамику роста. После
смены питательной среды рост мутанта не отли-
чается от дикого типа, но в середине экспоненци-
альной фазы наступает внезапная остановка роста,
который восстанавливается только по истечении
12 ч дальнейшей инкубации [83]. На питательной
среде LB показана пониженная выживаемость му-
тантов ∆ettA [87].

Кроме того, делеция генов, кодирующих факто-
ры гибернации рибосом, снижает толерантность к
аминогликозидным антибиотикам, мишенью ко-
торых являются рибосомы. Бактерицидное дей-
ствие аминогликозидов, как известно, заключается
в ингибировании трансляции и образовании ано-
мальных белков, неспособных выполнять свои
функции [103]. Мутант ∆hpf демонстрирует сни-
женную толерантность к гентамицину, ∆rmf – к
гентамицину и нетилмицину [104], ∆yqjD – к не-
тилмицину [21].

В целом, анализируя результаты влияния ген-
ных делеций по факторам гибернации рибосом
можно прийти к заключению об их вовлеченно-
сти в процессы выживания бактерий в условиях
воздействия антибиотиков и стрессов.

Роль факторов гибернации рибосом в бактери-
альной персистенции. В последнее время внима-
ние исследователей к факторам гибернации ри-
босом возросло в связи с их возможным участием
в формировании персистенции. Условия среды
обитания бактериальных популяций, как извест-
но, переменчивы по ряду факторов, определяю-
щих скорость роста и характер метаболизма. Не-
оптимальные значения любого фактора среды
могут приводить к замедлению или полной оста-
новке роста, поэтому нормальными для микроор-
ганизмов в их естественном местообитании яв-
ляются переходные состояния между ростом и
его отсутствием. Одним из состояний, которые
характеризуются торможением пролифератив-
ных и метаболических процессов, является пер-
систенция.

Наиболее полно бактериальная персистенция
изучена в отношении действия антибиотиков.
Известно, что персисторы – это малочисленная
субпопуляция клеток, часто составляющая около
1% от общего их числа в популяции, которые на-
ходятся в дормантном состоянии и, благодаря
этому, не имеют мишеней для воздействия анти-
биотиков, нарушающих ростовые процессы. По-
этому персисторы часто, хотя и не всегда, обладают
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множественной толерантностью к антибиотикам.
После снятия воздействия антибактериального
препарата персисторные клетки способны возоб-
новить рост. В связи с этим персистенция пред-
ставляет собой основную причину рецидивов
инфекционных заболеваний [17, 27, 105–107].
Фенотипическая гетерогенность, лабильность,
стохастический и индуцибельный характер форми-
рования, полигенная природа, а также низкий уро-
вень содержания персисторов в популяции дела-
ют их трудно исследуемым объектом [107–109].

Показано, что ключевую роль в персистенции
играет (p)ppGpp – сигнальная молекула стрин-
джент-ответа [46, 110]. Несмотря на то, что уча-
стие (p)ppGpp в персистенции не подвергается
сомнению, окончательные механизмы его дей-
ствия до сих пор не установлены. Ранее счита-
лось, что алармон действует через токсин-анти-
токсиновые системы. Однако эта модель не при-
обрела достаточной доказательной базы [111].

На современном этапе одной из признанных
моделей формирования персистенции является
(p)ppGpp индукция персистообразования, опо-
средованная факторами гибернации рибосом
(рис. 4) [63]. Данная модель, которую авторы обо-
значили аббревиатурой PRDP (ppGpp ribosome di-
merization persister), основана на том, что ppGpp
генерирует персисторные клетки путем индукции
уровня экспрессии генов, кодирующих факторы
гибернации рибосом (RMF, HPF, RaiA), связыва-
ние которых с 70S рибосомами (RaiA) или участие
в образовании 100S димерных рибосомальных
комплексов (RMF, HPF) приводит к инактива-
ции функции рибосом. Эта гипотеза нашла экс-
периментальное подтверждение в том, что деле-
ционные мутанты по генам гибернации рибосом
демонстрируют существенное снижение частоты
персистенции при воздействии ампициллина и
ципрофлоксацина, наиболее выраженные в отно-
шении ∆rmf мутанта [63].

Наряду с (p)ppGpp, цАМФ также индуцирует
факторы гибернации RaiA, RMF, HPF в условиях
стресса (рис. 4). При этом данные сигнальные мо-
лекулы ингибируют фактор HflX, ответственный за
диссоциацию димеров рибосом. Это, в свою оче-
редь, приводит к образованию неактивных форм
рибосом и индукции персистенции. Возобновле-
ние поступления питательных веществ (глюкоза)
сопровождается дефосфорилированием EIIA бел-
ка ФТС системы, что вызывает падение активно-
сти аденилатциклазы и, соответственно, содер-
жания цАМФ в клетках (рис. 4). Это, в свою оче-
редь, активирует ГТФазу HflX, расщепляющую
100S димеры на функциональные 70S рибосомы.
Поэтому делеция гена, кодирующего ГТФазу HflX,
блокирует разделение рибосомальных димеров и
реактивацию рибосом, что делает невозможным
возврат персисторов в вегетативное состояние и,

таким образом, является еще одним прямым до-
казательством состоятельности представленной
гипотезы [63].

Роль метаболических факторов в регуляции син-
теза белков гибернации E. coli. Функции полиаминов
в тонкой настройке экспрессии генов гибернации.
Полиамины – продукты метаболизма аминокис-
лот орнитина, аргинина, метионина – несмотря
на сравнительную простоту химической структу-
ры, характеризуются многообразием функцио-
нальных активностей и вовлечены в разнооб-
разные процессы, связанные с ростом и регуля-
цией генной экспрессии. В клетках бактерий, в
частности E. coli, они представлены главным об-
разом путресцином (NH2(CH2)4NH2), сперми-
дином (NH2(CH2)3NH(CH2)4NH2) и кадавери-
ном (NH2CH2(CH2)3CH2NH2) [112].

Ранние работы, посвященные выяснению ре-
гуляторных функций полиаминов, проведенные
с использованием in vitro систем белкового синте-
за, показали, что полиамины в 1.5–2 раза стиму-
лируют его скорость и повышают точность транс-
ляции опосредованно через положительный эф-
фект на сборку рибосом [113, 114]. Полиамины
дифференцированно повышают синтез некото-
рых рибосомальных белков, среди которых белки
S20 и L34 наиболее подвержены их воздействию
на уровне транскрипции, участвуя в связывании
рибосомальных субъединиц и 16S рРНК. Синтез
же большинства рибосомальных белков сбалан-
сирован и координированно регулируется в зави-
симости от скорости роста бактерий [115]. При
этом сборка 30S субъединицы рибосомы положи-
тельно модулируется полиаминами посредством
стимуляции ферментативного метилирования
двух соседних остатков аденина, располагающих-
ся на 3' конце 16S рРНК [116]. Кроме того, как уже
сказано выше, стимулирующий эффект поли-
аминов осуществляется на уровне синтеза поли-
пептидов на матрице мРНК, при этом действие
спермидина усиливается в условиях возрастания
содержания урациловых нуклеотидов в составе
мРНК [117].

Участие полиаминов в фосфолипидном обме-
не способствует стабилизации мембранной орга-
низации при повреждающих условиях среды, что
показано на примере воздействия на клетки E. coli
процедуры замораживания-оттаивания [118]. Опи-
сано большое число примеров стабилизирующих
эффектов полиаминов на различные клеточные
компоненты in vitro [119]. Ускоренный рост требу-
ет пропорционального возрастания синтеза фос-
фолипидов как основных мембранных компо-
нентов [120] и происходит за счет усиления их
синтеза и снижения скорости катаболизма [121].

Таким образом, ранние работы, описывающие
эффекты полиаминов, касались главным образом
активно пролиферирующих клеток и связаны с
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ускорением синтеза белка, а также положитель-
ным эффектом на системы фосфолипидного об-
мена.

Последующие направления исследования
функциональных активностей полиаминов по-
лучили свое развитие в связи с тем, что в клетках
эти соединения присутствуют главным образом в
виде комплексов с РНК, в том числе мРНК. Это
послужило основанием для отнесения генов, экс-
прессия которых регулируется при участии поли-
аминов, в группу, обозначенную как “полиами-
новый модулон” [122]. Данная функция поли-
аминов сохраняется даже в условиях остановки
роста, вызванной исчерпанием источников пита-
ния или воздействия неблагоприятных факторов,
включая антибиотики. При этом снижается не
только эффективность генной экспрессии до 10%
от уровня экспоненциального роста, но изменя-
ется также генно-экспрессионный профиль бак-
терий [44, 45]. Благодаря этому, полиамины спо-
собны оказывать стимулирующий эффект на
процесс трансляции белков, не только вовлечен-
ных в пролиферацию, но и повышающих выжи-
ваемость бактериальных клеток в ответ на стрес-
сорные воздействия [21, 123–125]. В настоящее
время описано три различных типа механизмов
положительной модуляции генной экспрессии
полиаминами, действующими на уровне транс-
ляции посредством взаимодействия с мРНК [122]
(рис. 5). Механизм первого типа функционирует в
мРНК с необычно большим расстоянием (12 нук-
леотидов вместо обычных 7) между стартовым ко-
доном и последовательностью Шайна-Дальгарно
(SD), ответственной за связывание мРНК с рибо-
сомой. В присутствии полиаминов (1 мМ сперми-
дина) это расстояние сокращается за счет образо-
вания вторичной структуры мРНК в данной обла-
сти, что приводит к сильной стимуляции процесса
инициации трансляции. Такой механизм действу-
ет для мРНК oppA, fecI (σ18), fis, rpoN (σ54), hns, rpoE
(σ24) stpA, emrR, rmf, rpoZ (ω), cpxR и soxR [117].

Примером второго типа регуляции является
положительный эффект полиаминов на трансля-
цию мРНК, где вместо AUG присутствует неэф-
фективный кодон инициации, осуществляющий
UUG- или GUG-зависимое связывание формил-
метионил-тРНК (fMet-tRNA) с cya, cra, spoT, uvrY,
frr (RRF) или gshA в комплексе мРНК-рибосома
(рис. 5).

Третий тип положительной модуляции генной
экспрессии характеризуется воздействием поли-
аминов на процесс терминации трансляции, что
сопровождается ускоренным освобождением за-
вершенных белковых молекул или стимулирует
+1 сдвиг рамки считывания на 26-м UGA кодоне
мРНК prfB, кодирующем RF2 фактор (рис. 5).
Этот механизм действует в отношении синтеза σ38

(RpoS), одной из альтернативных σ-субъединиц

РНК-полимеразы, ответственной за транскрип-
цию генов, чьи продукты обусловливают адапта-
цию E. coli к переходу в стационарную фазу роста,
голоданию, окислительному стрессу и другим
факторам среды, характерным для стационарной
фазы [126–128].

Стимулирующий эффект полиаминов на транс-
ляцию данной субъединицы проявлялся только в
отношении тех штаммов E. coli, у которых мРНК
RpoS содержит необычный 33 кодон в области тер-
минатора (UAG вместо обычного CAG) [78, 129].
Полиамины стимулируют считывание данного ам-
бер-кодона терминации как за счет повышения
уровня супрессорной тРНК, так и увеличения аф-
финности связывания Gln-tRNAsupE с рибосомами.
Мутация в данном положении часто встречается в
природных штаммах E. coli, чем обусловлена изби-
рательность эффекта полиаминов. Их стимулиру-
ющее воздействие не проявляется в отношении
других кодонов терминации (UGA, UAA), частота
встречаемости которых в различных штаммах со-
ставляет 29.3 и 63.1% соответственно [130]. Вслед-
ствие того, что UAG используется в качестве кодо-
на терминации в сравнительно небольшом числе
генов, происходит избирательная стимуляция по-
лиаминами трансляции мРНК RpoS, не затрагива-
ющая экспрессию основной части генов (рис. 5).

Известно, что полиамины функционируют во
многих клеточных процессах, в том числе в адап-
тации к стрессу [27, 131, 132]. Исходя из этого, ло-
гично выглядит возможность их вовлеченности в
регуляцию персистенции через положительный
эффект на экспрессию rpoS [66]. В то же время, до
сих пор мало изученными остаются возможные
функции полиаминов и других метаболических
факторов в регуляции процессов гибернации,
принимающих участие в формировании бактери-
альной персистенции. Исследование влияния ге-
нов гибернации рибосом rmf и yqjD на формиро-
вание персисторов, толерантных к нетилмицину,
показало, что делеционные мутанты по данным
генам имеют значительно более низкую частоту
персистенции по сравнению с родительским
штаммом. При этом наиболее существенный
вклад в формирование персисторов вносит rmf,
экспрессия которого стимулируется полиаминами
в соответствии с концентрационной зависимо-
стью [21, 133]. Сходная картина имеет место в мед-
ленно растущих клетках [73, 89]. Максимальная
стимуляция rmf в контрольном родительском
штамме совпадает по времени с наиболее значи-
тельным негативным эффектом делеционной му-
тации на уровень персистенции мутанта ∆rmf.
Это свидетельствует об опосредованном через rmf
участии полиаминов в формировании персистор-
ных клеток [21].

Одним из важных аспектов снижения белок
синтезирующей способности бактерий при воз-
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Рис. 5. Полиаминовый модулон. Три механизма стимуляции полиаминами белкового синтеза: 1 – преодоление огра-
ничения трансляции генов с необычно длинным участком мРНК между стартовым кодоном и последовательностью
Шайна–Дальгарно (SD) посредством образования вторичной структуры в данной области; 2 – увеличение трансля-
ции генов с неэффективными кодонами инициации UUG или GUG; 3 – положительная модуляция генной экспрес-
сии путем воздействия полиаминов на процесс терминации трансляции, сдвиг рамки считывания +1. Пояснения к
рисунку приводятся в тексте.

Три механизма стимуляции полиаминами
белкового синтеза

1. Большое расстояние между SD последовательностью и старт-кодоном
OppA, Fecl, Fis, RpoN, H-NS, StpA, EmrR, RMF, RpoZ, CpxR, SoxR

2. Инициация неэффективного старт-кодона
Cya, Cra, SpoT, UvrY, RRF, GshA

3. Супрессия и +1-сдвиг рамки считывания в нонсенс-кодоне
Rpos, RF2
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действии стрессов является возрастание активно-
сти, приводящей к расщеплению 16S рРНК в 30S
субъединицах рибосом [134–136]. Показано, что
при переходе в стационарную фазу в клетках
E. coli происходит фрагментация 16S рРНК, лока-
лизованная преимущественно на конце спирали 6
внутри 30S рибосомальной субъединицы [135].
Это сопровождается снижением белоксинтезиру-
ющей активности рибосомы [136] и может приво-
дить к задержке ее восстановления после возврата
клеток к оптимальным условиям роста, что само
по себе является эффективным механизмом ги-
бернации рибосом. Недавно показано, что дегра-
дация 16S рРНК обусловлена активностью эндо-
рибонуклеазы YbeY и экзорибонуклеазы RNase R,
вводящих разрыв на 3' конце 16S рРНК, локализо-
ванном между 30S и 50S субъединицами [5, 136]. В
последнее время опубликованы данные, свиде-
тельствующие, что накопление фрагментирован-
ных рРНК как в цельных рибосомах, так и в рибо-
сомальных субъединицах значительно возрастает
в отсутствие факторов гибернации рибосом [5].
Это указывает на возможность участия последних
в защитных механизмах, направленных на поддер-
жание целостности рибосомальной структуры.

В регуляции РНКазной активности принима-
ют участие как факторы гибернации рибосом, так
и полиамины, связывание которых с 16S рРНК в
определенных локусах приводит к подавлению
этой активности [5, 135, 136]. Описанный меха-
низм действует во время формирования клетками
ответа на стресс голодания, однако в отсутствие
факторов гибернации у делеционных мутантов в
местах их потенциального связывания происхо-
дит фрагментация 16S рРНК.

Важным фактором в стимуляции сборки 30S
субъединицы рибосом E. coli, как известно, явля-
ются полиамины [137]. Исходя из этого, стано-
вится понятной их функция, направленная, на-
ряду с рибосомальными белками и факторами ги-
бернации, на сохранение целостности 16S рРНК
и восстановление синтеза белка после снятия
стрессов стационарной фазы.

В течение длительного времени накоплен зна-
чительный объем данных о полиаминах как факто-
рах, способствующих осуществлению рибосомаль-
ных функций. Константы связывания полиаминов
с рибосомальными РНК, как опубликовано, со-
ставляют 0.18 × 104 M–1 для спермина и 2.2 × 103 M–1

для спермидина с числом сайтов от 0,11 аминов на
фосфат нуклеиновой кислоты для спермидина и в
более широком диапазоне (0.082–0.133) для спер-
мина [138]. Знание особенностей сайтов преиму-
щественного связывания полиаминов с РНК важ-
ны для понимания механизмов их участия в на-
стройке специфических функций рибосомальных,
транспортных и информационных РНК. В настоя-
щее время известно, что такие сайты представлены

в структуре РНК главным образом остатками аде-
нина и урацила и располагаются в слабо структу-
рированных областях, включая одноцепочечные
петли [135].

Одним из основных видов белковых мишеней
для вторичного мессенджера (p)ppGpp, ответ-
ственного за развитие стринджент-ответа, являют-
ся пиридоксальфосфат-зависимые декарбоксила-
зы алифатических аминокислот, включая инду-
цибельную лизиндекарбоксилазу (LdcI/CadA),
конститутивную лизиндекарбоксилазу (LdcC), ин-
дуцибельную аргининдекарбоксилазу (AdiA), иду-
цибельную орнитиндекарбоксилазу (SpeF) и кон-
ститутивную орнитиндекарбоксилазу (SpeC)
[48, 139]. Эти мультидоменные ферменты форми-
руют большие олигомерные комплексы, состоя-
щие из димеров (SpeF, SpeC) или декамеров (LdcI,
LdcC, AdiA). Индуцибельные ферменты вовлече-
ны в стрессорные ответы (кислотный стресс), то-
гда как конститутивные, в частности SpeC, вы-
полняют функции синтеза полиаминов.

Показано, что перечисленные ферменты способ-
ны с высокой аффинностью связывать (p)ppGpp,
что сопровождается ингибированием их актив-
ности. Это объясняется необходимостью сохра-
нения ресурсов аминокислот в условиях голода-
ния и стресса. Однако падение внутриклеточного
содержания полиаминов становится реальным
скорее лишь в поздней стационарной фазе. В то же
время, к моменту прекращения роста бактериаль-
ных клеток при переходе в стационарную фазу в
культуре накапливается достаточно высокая их
концентрация. В таких условиях полиамины спо-
собны осуществлять свои регуляторные функции
применительно к РНК на уровнях транскрипции
и трансляции, несмотря на ингибирование орни-
тиндекарбоксилаз как реакции на стринджент-
ответ. В том числе, это, по-видимому, касается
способности полиаминов оказывать положитель-
ное воздействие на содержание факторов гибер-
нации. Кроме того, в присутствии ГТФ и ГДФ воз-
можна активация ферментов синтеза полиаминов
и возрастание содержания их продуктов [48].

Естественные уровни полиаминов в бактери-
альных клетках могут контролировать структур-
но-функциональные свойства РНК, связанные с
синтезом белка. Кроме того, полиамины способны
модулировать множество дополнительных процес-
сов, обеспечивающих функции ДНК, таких как хе-
ликазная активность. Следовательно, изучение
процессов взаимодействия полиаминов с нуклеи-
новыми кислотами in vivo или in vitro может быть
высоко информативным с точки зрения выясне-
ния механизма гибернации рибосом [135].

Таким образом, полиамины обладают способ-
ностью осуществлять регуляцию клеточного мета-
болизма, положительно воздействуя на синтез ри-
босомальных белков, скорость сборки рибосом,
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общую скорость белкового синтеза, целостность
16S рРНК, а также генную экспрессию на уровнях
транскрипции, трансляции и терминации. Анализ
генов, входящих в группу полиаминового моду-
лона, свидетельствует о том, что на сегодняшний
день некоторые из генов гибернации рибосом от-
несены к этой группе [117].

Функции индола в регуляции активности фак-
торов гибернации рибосом и формировании перси-
сторного состояния бактериальных клеток. Индол
представляет собой гетероциклическое аромати-
ческое соединение [140], которое продуцируется
более чем 85 видами грам-отрицательных и грам-
положительных бактерий, включая их патоген-
ных и непатогенных представителей [141]. В по-
следнее время индол привлекает внимание при-
сущими ему свойствами сигнальной молекулы,
используемой как средство внутри- и межвидо-
вой коммуникации, причем не только между бак-
териальными видами, но и в их взаимодействии с
клетками организма-хозяина [141–144]. Образо-
вание индола зависит исключительно от количе-
ства экзогенного триптофана [145]. При этом клет-
ки E. coli конвертируют эту аминокислоту в равное
количество индола, конечный уровень которого в
среде может максимально достигать 5 мМ.

Несмотря на присутствие альтернативных
транспортеров (AroP и Mtr), продукция индола
зависит исключительно от белка TnaB, ответствен-
ного за транспорт триптофана из среды, который
далее расщепляется триптофаназой TnaA до индо-
ла и пирувата аммония [146, 147]. Это обеспечива-
ет условие, при котором в отсутствие экзогенного
триптофана TnaA не может гидролизовать внут-
риклеточный анаболический пул этой аминокис-
лоты и, таким образом, влиять на рост бактерий.

В настоящее время описано, по меньшей мере,
два типа действия индола: длительный, но низко-
уровневый “персистентный сигнал” и короткожи-
вущий высокоуровневый “пульс сигнал” [148, 149].
Первый из них (0.5–1.0 мМ индола) участвует в
формировании устойчивости к множественным
стрессам, тогда как второй, обусловленный крат-
ковременным возрастанием внутриклеточной
концентрации индола до 60 мМ в момент перехо-
да клеток в стационарную фазу, делает вклад в
выживание E. coli при голодании и участвует в
формировании персисторного состояния.

Индол, представляя собой межклеточный сиг-
нал в микробных сообществах [150], оказывает
многообразный спектр эффектов на физиологию и
метаболизм бактерий, включая образование биоп-
ленок [143], антибиотикорезистентность [151], об-
разование персисторных клеток [19], вирулент-
ность [152] и другие. Однако молекулярные мише-
ни и механизмы его действия все еще остаются
неясными. В частности, это касается роли индола
в формировании персисторного состояния у бак-

терий. Пульс индола в момент перехода бактерий
в стационарную фазу рассматривается как меха-
низм, вызывающий прекращение роста для со-
хранения ресурсов, обеспечивающих выживание
в новых условиях [148, 149].

Гены триптофаназы TnaA и транспортного
белка TnaB, входящие в tna оперон, находятся под
контролем cAMP/CRP-зависимого механизма
катаболитной репрессии и индуцируются на
уровне транскрипции при исчерпании углеводов
и переходе клеток в стационарную фазу [153]. Это
приводит к накоплению индола в клетках за счет
различий в скоростях его синтеза и выхода в сре-
ду. При этом ионофорные свойства индола, как
считают, могут быть ответственны за рассеивание
энергии трансмембранного потенциала протонов
и преждевременную остановку роста [149, 154]. В
то же время, низкое энергетическое состояние
бактерий рассматривается как один из факторов
формирования дормантности, способствующий
развитию персистенции [155, 156].

Наряду со стринджент-ответом, который при-
водит к синтезу (p)ppGpp, снятие катаболитной
репрессии при переходе в стационарную фазу ро-
ста или при воздействии стрессов сопровождает-
ся образованием цАМФ. Оба эти вторичных мес-
сенджера совместно индуцируют факторы гибер-
нации рибосом (RMF, HPF, RaiA), которые также
отвечают за формирование персисторов (рис. 4)
[2, 157].

В то же время, недавно показано, что субинги-
биторные (суб-МПК) (МПК – минимальная по-
давляющая концентрация) концентрации анти-
биотиков, в частности, аминогликозидов, могут
выступать в качестве сигналов, повышающих
продукцию индола [158]. В свою очередь, иссле-
дование отклика со стороны уровня экспрессии
различных генов на добавку индола показало
сильное возрастание уровня экспрессии фактора
гибернации рибосом raiA, что сопровождалось
100-кратным увеличением числа персисторов,
толерантных к аминогликозидам [158]. В то же вре-
мя, Заркан с соавт. [159] показали участие индола в
формировании специфических персисторов, толе-
рантных к фторхинолонам, посредством взаимо-
действия с АТФ-связывающим сайтом ДНК-гира-
зы, мишени антибиотиков данного класса. Не-
смотря на это, на основе широкого анализа данных
большинство авторов склонно считать, что в раз-
витии персисторного состояния преобладающи-
ми являются генерализованные эффекты индола
на метаболизм, приводящие к замедлению его
скорости и формированию неспецифической то-
лерантности к антибиотикам и стрессам [148]. К
подобным воздействиям можно отнести такие,
как: деэнергизация клеток и стимуляция экс-
прессии факторов гибернации рибосом.
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Роль индола в формировании персисторного
состояния недавно подтверждена на его есте-
ственных производных, индолокинах, представ-
ляющих собой нормальные продукты метаболиз-
ма бактерий [160]. Этот класс соединений в боль-
шом разнообразии представлен в различных видах
бактерий, входящих в консорциум микрофлоры
кишечника человека, прежде всего, в E. coli. При-
чем индолокины, как показано авторами, облада-
ют свойствами межвидовых сигналов между бак-
териями, с одной стороны, и человеком и расте-
ниями – с другой [160]. В последнем случае они
способны повышать врожденные иммунные от-
веты человека и растений.

Синтез индолокинов, в отличие от индола, ка-
тализируется не триптофаназой TnaA, а амино-
трансферазой аминокислот AspC путем переноса
аминогруппы от ароматических аминокислот,
включая триптофан, на 2-кетоглутарат как преоб-
ладающий косубстрат [161], чем обусловлено боль-
шое разнообразие индолокинов. Содержание этих
соединений возрастало в ответ на сублетальные
воздействия антибиотиков, окислительного стрес-
са и при переходе клеток в стационарную фазу, что
сопровождалось формированием персисторов. В
этот период активировалась функция факторов ги-
бернации рибосом, положительно регулируемых
индолами на транскрипционном уровне [2, 158].

Наряду с нормальными продуктами метабо-
лизма, индолокинами, синтезированы и иссле-
дованы также разнообразные индольные произ-
водные (индигоиды) [157], функции которых ав-
торы связывают с их способностью повреждать
мембраны и вызывать прямо противоположный
эффект, т.е. гибель персисторных клеток. Воз-
можно, что противоположные эффекты (индук-
ция персистенции [19, 160] либо киллерные
функции в отношении персисторов [157]), опи-
санные разными авторами для близких по струк-
туре индольных соединений объясняются суще-
ствованием тонкой грани между нарушением
энергетической функции мембран и их необра-
тимым изменением. При этом необходимо учи-
тывать также различия между глубиной дор-
мантного состояния, формируемого под воздей-
ствием различных индольных производных, от
которой зависит уровень персистенции. Выс-
шей степенью проявления глубины дормантно-
сти является формирование VBNC клеток, воз-
растание содержания которых в популяции мо-
жет создавать иллюзию гибели персисторов,
поскольку восстановление роста VBNC клеток
характеризуется значительно более длительным
лаг-периодом (Tregrowth) [30].

Получение эффективных средств на базе ин-
дольных производных, усиливающих действие
антибиотиков, делает необходимым их углублен-
ное изучение, в том числе применительно к дей-

ствию на факторы гибернации рибосом и перси-
стообразование.

* * *

Бактерии демонстрируют способность выжи-
вания в самых разнообразных условиях среды.
Это обусловлено высокой мобильностью их мета-
болизма, которая достигается за счет согласован-
ного действия регуляторных механизмов, участ-
вующих в формировании адаптивных ответов на
стресс. При неблагоприятных условиях среды ме-
ханизмы общего стрессорного ответа (стрин-
джент-ответ, rpoS-регулон, полиаминовый моду-
лон) индуцируют факторы гибернации рибосом,
которые переводят рибосомы в неактивное состоя-
ние. К факторам гибернации относятся рибосом-
связывающие белки, инактивирующие 70S ри-
босомы (RaiA), формирующие неактивные 100S
димеры (RMF, HPF) или действующие на других
стадиях трансляционного цикла (RsfS, YqjD, SRA,
EttA). Прекращение биосинтеза белков под дей-
ствием факторов гибернации вызывает замедление
клеточного метаболизма вплоть до полной останов-
ки роста и деления. Это способствует формирова-
нию в бактериальной популяции дормантных кле-
ток, обладающих свойствами фенотипической то-
лерантности ко многим антибиотикам и стрессам и
способных к персистенции. Механизм перехода
бактерий в дормантное состояние связывают с
их способностью образовывать внутриклеточ-
ные структуры, “агресомы”, которые представ-
ляют собой малоактивные высокомолекулярные
белковые агрегаты, состоящие из ферментов,
участвующих в формировании основных метабо-
лических путей. Обсуждается концепция глуби-
ны дормантности, согласно которой персистор-
ное состояние соответствует относительно более
низким уровням ее глубины, тогда как состояние
некультивируемости (VBNC) имеет максималь-
ное значение глубины дормантности. В регуля-
ции активности факторов гибернации рибосом
принимают участие продукты метаболизма бак-
терий, включая полиамины и индолы. Обсужда-
ются механизмы воздействия этих соединений на
функции факторов гибернации рибосом в про-
цессе формирования персисторного состояния.
При переносе дормантных клеток в оптимальные
условия происходит освобождение рибосом от
факторов гибернации, что приводит к восстанов-
лению нормального роста исходных клеток. В слу-
чае патогенных видов бактерий это вызывает ре-
цидивирующее течение инфекционного процес-
са. Поэтому исследование функции факторов
гибернации рибосом становится крайне важным
для практической медицины.

Работа поддержана грантом Российского На-
учного Фонда № 18-73-10156.
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In this review, the mechanisms of bacterial cell survival mediated through the suppression of ribosomal func-
tions by hibernation factors (HFs) are discussed. The HFs are the ribosome binding proteins displaying the
following activities: inhibition of translation by 70S ribosomes (RaiA), formation of the inactive 100S ribo-
some dimers (RMF, HPF) or disordering the protein synthesis at different stages in the translation cycle
(RsfS, YqjD, SRA, EttA). Hibernation factors initiate the formation of cell dormancy state that is character-
ized by low rate of metabolic processes responsible for the development of cell antibiotic tolerance and per-
sister cell formation. The role of metabolic factors (polyamines, indoles) in the regulation of the expression
levels of hibernation genes is discussed.
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Изучены функционирование и механизм регуляции P-гликопротеина (Pgp) в условиях ингибирова-
ния синтеза глутатиона в клетках аденокарциномы ободочной кишки человека (Сасо-2), являющи-
мися моделью абсорбции ксенобиотиков in vitro. Синтез глутатиона ингибировали действием D,L-бу-
тионинсульфоксимина (БСО, ингибитор γ-глутамилцистеинсинтетазы). Установлено, что БСО в
концентрациях 50–500 мкМ и инкубации 3 ч не влиял на уровень глутатиона и снижал активность
Pgp. Увеличение срока экспозиции с БСО в концентрациях 10–100 мкМ до 24 ч приводило к развитию
умеренного окислительного стресса и повышению количества Pgp (эффект реализовался через
транскрипционный фактор Nrf2). При этом активность Pgp увеличивалась при воздействии БСО в
концентрации 10 мкМ и снижалась при концентрациях 100–500 мкМ. Развитие выраженного окис-
лительного стресса при воздействии БСО в концентрации 500 мкМ в течение 72 ч, сопровождалось
снижением количества и активности Pgp. Таким образом, БСО является прямым ингибитором Pgp,
однако снижение уровня SH-групп, вызываемое данным веществом, приводило к повышению
уровня Nrf2, который, в свою очередь, вызывал повышение количества и активности данного бел-
ка-транспортера. Полученные результаты можно использовать в клинической практике для опти-
мизации дозирования субстратов белка-транспортера при терапии заболеваний, сопровождающих-
ся развитием окислительного стресса в кишечнике.

Ключевые слова: Р-гликопротеин, окислительный стресс, глутатион, DL-бутионинсульфоксимин,
фексофенадин
DOI: 10.31857/S0555109922030023

Мембранные транспортные белки могут быть
разделены на 4 типа: ионные каналы, транспорте-
ры, аквапорины и АТФ-зависимые насосы. АТФ-
зависимые насосы используют энергию АТФ для
перемещения субстратов через мембраны против
электрохимического градиента и среди них выде-
ляют [1]: Р-тип (транспортирует ионы через ци-
топлазматическую мембрану), F-тип (обеспечи-
вает синтез АТФ из АДФ во внутренней мембране
митохондрий и обладает АТФазной активностью),
V-тип (транспортирует Н+ через цитоплазматиче-
скую мембрану вакуолей растительных клеток и
лизосом животных клеток) и АВС-транспортеры.

АВС-транспортеры (АTP-binding cassette) –
АТФ-зависимые белки-транспортеры, обеспечи-
вающие энергозависимый перенос веществ через
цитоплазматические мембраны.

Самым изученным белком из суперсемейства
АВС-транспортеров является Р-гликопротеин

(Pgp, ABCB1-белок, MDR1) – мембранный АТФ-
зависимый эффлюксный белок с молекулярной
массой 170 кДа, обладающий широкой субстрат-
ной специфичностью.

Молекула белка-транспортера представлена
двумя гомологичными частями, которые соеди-
нены между собой подвижным линкерным по-
липептидом [2]. Каждая часть молекулы Pgp со-
стоит из гидрофобного трансмембранного домена
(TMD) и консервативного цитоплазматического
домена, включающего АТФ-связывающий сайт
(NBD) [3]. Благодаря особенностям своего строе-
ния Pgp способен выполнять транспорт экзоген-
ных и эндогенных субстратов. К субстратам Pgp
относят преимущественно липофильные веще-
ства с молекулярной массой 330–4000 Да (холе-
стерин, фосфатиды) [4], а также лекарственные
средства: противоопухолевые, гипотензивные,
антигистаминные фармакологические препара-
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ты, сердечные гликозиды, антиагреганты, анти-
коагулянты, стероидные и тиреоидные гормоны,
антибиотики, ингибиторы ВИЧ-протеиназы, им-
мунодепрессанты и др. [5].

Pgp изначально изучался в опухолевых клет-
ках, где, как выяснилось, он обеспечивает меха-
низмы резистентности опухолей к химиотерапии
[6]. Однако экспрессия Pgp обнаружена и при фи-
зиологических состояниях организма. В настоя-
щее время известно, что белок-транспортер Pgp
локализован в энтероцитах кишечника, гепатоци-
тах, эпителиальных клетках почечных канальцев и
участвует в транспорте эндогенных и экзогенных
веществ, фармакокинетике лекарственных препа-
ратов [7]. Кроме этого, из-за своей локализации в
эндотелиальных клетках гистогематических барье-
ров (гематоэнцефалический барьер, гематоплацен-
тарный барьер) Pgp участвует в защите забарьерных
органов (мозг, тестикулы, плод) [8, 9]. В настоящее
время доказано, для экспериментальных исследо-
ваний классической модельной системой абсорб-
ции веществ в тонком кишечнике являются клетки
линии Сасо-2 (клетки аденокарциномы ободочной
кишки человека), гиперэкспрессирующие белок-
транспортер Pgp при культивировании 21 сут.

В ряде исследований показано, что повыше-
ние количества и активности Pgp отмечается при
патологических состояниях, например, болезни
Альцгеймера [10], болезни Паркинсона [11], эпи-
лепсии [12], онкологических заболеваниях (карци-
нома, саркома, лимфома) [13] и др., но механизмы
данных изменений на данный момент окончатель-
но не установлены. При указанных патологиях
окислительный стресс (ОС) является одним из
ключевых звеньев патогенеза.

ОС представляет собой дисбаланс между про-
дукцией активных форм кислорода (АФК) и спо-
собностью клеток защититься от них. Решающую
роль в механизмах антиоксидантной защиты иг-
рает глутатион (GSH) – тиолсодержащий трипеп-
тид. Глутатион обладает способностью связы-
вать свободные радикалы, модулирует реакцию
клеток на окислительно-восстановительные из-
менения, участвует в детоксикации метаболитов
лекарственных препаратов [14], регулирует экс-
прессию генов и апоптоз [15], участвует в транс-
мембранном транспорте органических раство-
ренных веществ [16].

Глутатион-зависимая регуляция Pgp является
недостаточно изученным вопросом. В литературе
имеются противоречивые данные о влиянии ин-
гибитора синтеза глутатиона – бутионинсуль-
фоксимина (БСО) на экспрессию Pgp. Известно,
что БСО в зависимости от времени экспозиции и
концентрации может как снижать, так и повы-
шать количество Pgp в эндотелиальных клетках
сосудов головного мозга. Однако, механизм дей-
ствия БСО и влияние изменения концентрации

глутатиона на экспрессию и активность Pgp не
описаны.

Изучение влияния истощения глутатиона на ко-
личество и функциональную активность Pgp пред-
ставляется актуальным и имеет важное практиче-
ское значение. Благодаря барьерной роли Pgp в
ограничении всасывания в кишечнике лекарствен-
ных веществ, ингибирование или активация белка-
транспортера может приводить к существенному
изменению биодоступности его субстратов, что, в
свою очередь, может приводить к снижению эф-
фективности проводимой терапии (при повыше-
нии активности Pgp и снижении всасывания) или
развитию побочных эффектов (при снижении ак-
тивности белка-транспортера и повышении вса-
сывания).

Учитывая то обстоятельство, что широкий
спектр патологии кишечника сопровождается ги-
перпродукцией свободных радикалов, актуально
исследование функционирования Pgp в условиях
ОС, что может повысить эффективность и без-
опасность проводимой терапии.

Цель исследования – изучение функциониро-
вания и механизма регуляции активности мем-
бранного белка-транспортера Pgp в условиях ин-
гибирования синтеза глутатиона – модели эндо-
генного окислительного стресса.

МЕТОДИКА
Культивирование клеток линии Caco-2. Иссле-

дование выполнено на линии клеток аденокарци-
номы ободочной кишки человека (Caco-2) (ЦКП
“Коллекция культур клеток позвоночных”,
Санкт-Петербург, Россия). Клетки культивиро-
вали при 37°С и 5%-ном содержании СО2 в инку-
баторе WS-189C (“World Science”, Корея) в среде
Игла, модифицированной Дульбекко (DMEM), с
высоким содержанием глюкозы (4.5 г/л) (“Sigma-
Aldrich”, США), содержащей L-глутамин (4 мМ)
(“Sigma-Aldrich”, США), 15% эмбриональной
бычьей сыворотки (“Sigma-Aldrich”, США),
100 Ед./мл и 100 мкг/мл пенициллина и стрепто-
мицина (“Sigma-Aldrich”, США) соответственно.

При степени покрытия клетками культураль-
ной поверхности (конфлюентность) 70–90%,
клетки снимали с флакона добавлением раствора
трипсин-ЭДТА (0.25% трипсина и 0.2% ЭДТА,
“Sigma-Aldrich”, США), а затем высевали: в 96-лу-
ночный планшет (“Сorning”, США) для оценки
цитотоксичности DL-бутионинсульфоксимина; в
6-луночные планшеты (“Сorning”, США) – для
оценки влияния БСО на количество Pgp, Nrf2 и
концентрацию карбонильных производных бел-
ков, содержание безбелковых и белковых SH-
групп. Кроме того высевали в специальные транс-
велл-системы (12 mm Transwell® with 0.4 μm Pore
Polycarbonate Membrane Insert, Sterile, “Corning”,
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США) для оценки влияния БСО на проницае-
мость клеточных мембран для субстрата Pgp –
фексофенадина. Клетки линии Caco-2 культиви-
ровали в течение 21 сут, поскольку за это время
происходит их спонтанная дифференцировка в
клетки, подобные энтероцитам тонкого кишеч-
ника, гиперэкспрессирующие Pgp.

Эндогенный окислительный стресс моделиро-
вали добавлением в культуральную среду ингиби-
тора синтеза глутатиона – D,L-бутионинсуль-
фоксимин (БСО, “Sigma-Aldrich”, США) в ко-
нечных концентрациях 1, 5, 10, 50, 100 и 500 мкМ
и инкубацией в течение 3, 24 и 72 ч. Смену среды
проводили каждые 24 ч. На каждый эксперимент
было выполнено по 3 повторения.

Тест на выживаемость (цитотоксический тест).
Клетки засевали в 96-луночный планшет из рас-
чета 104 кл. на каждую лунку и культивировали в
течение 21 сут, затем добавляли питательную сре-
ду с БСО. После окончания инкубации в каждую
лунку добавляли по 20 мкл 0.5%-ного раствора
бромида 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифе-
нил тетразолия (МТТ) и инкубировали в тече-
ние 2 ч, затем раствор МТТ удаляли и добавляли
200 мкл 1%-ного раствора диметилсульфоксида
(“ПанЭко”, Россия). Поглощение измеряли че-
рез 10 мин при 530 нм на спектрофотометре для
планшетов Stat Fax 2100 (“Awareness Technology”,
США) [17].

Выживаемость клеток Сасо-2 в присутствии
БСО рассчитывали по формуле: (ОП опытных лу-
нок – ОП среды)/(ОП контрольных лунок – ОП
среды) × 100%, где ОП — оптическая плотность.

Приготовление клеточных лизатов для анализа.
Клетки в количестве 3 × 106 по окончании экспе-
римента снимали с 6-луночных планшетов рас-
твором трипсин-ЭДТА.

Часть клеток (2 × 106) трехкратно промывали
фосфатным буфером, рН 7.4 (“ПанЭко”, Рос-
сия), лизировали трехкратным проведением цик-
ла замораживания-размораживания в 200 мкл бу-
фера при –20°С и использовали для проведения
иммуно-ферментного анализа (ИФА).

Вторую часть клеток (1 × 106) промывали изо-
тоническим раствором натрия хлорида (“Медп-
ро”, Россия), добавляли 150 мкл лизирующего бу-
фера, (50 мМ, трис-HCl, pH 7.4, 150 мМ KCl, 0.5%
тритон X-100, смесь ингибиторов протеиназ
(аминоэтилбензенсульфонилфлуорида гидрохло-
рид, AEBSF, 2 мМ, апротинин 0.3 мкМ, бестатин
130 мкМ, ЭДТА 1 мМ, эпоксисукциниллейцин-
гуанидинобутиламид (Е-64) 14 мкМ, лейпептин
1 мкМ, “Sigma-Aldrich”, США), встряхивали на
шейкере и инкубировали на льду в течение 10 мин.
Затем центрифугировали в течение 10 мин при
5000 g (СМ-50, “Eppendorf”, Германия). Цито-
плазматическую (экстраядерную) фракцию пере-
носили в отдельные пробирки и использовали

для определения концентрации небелковых и
белковых SH-групп.

Аналогичным образом лизировали клетки, ко-
торые параллельно инкубировали в 6-луночных
планшетах, для определения концентрации карбо-
нильных производных белков из расчета 3 × 106 кл.
и 450 мкл лизирующего буфера.

Анализ содержания Pgp и Nrf2 в клетках линии
Caco-2. В полученном лизате клеток методом
ИФА определяли количество Pgp (Human Perme-
ability glycoprotein ELISA kit, “Blue gene”, Китай)
и Nrf2 (Human Nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 ELISA kit, “Blue gene”, Китай). Светопо-
глощение измеряли при 450 нм на спектрофото-
метре для планшетов Stat Fax 2100 (“Awareness Tech-
nology”, США). Количество белка в пробах анали-
зировали методом Бредфорда (Pierce Coomassie
Plus (Bradford) Assay Kit, “ThermoFisher”, США).

Определение концентрации небелковых и белко-
вых SH-групп. Концентрацию белковых SH-групп
определяли по разнице между уровнем общих и
низкомолекулярных (небелковых) SH-групп. Ана-
лиз содержания общих SH-групп в лизате клеток
проводили по методу Эллмана с 5,5'-дитиобис(2-
нитро)-бензоатом (DTNB) в неденатурирующих
условиях [18]. К 100 мкл образца добавляли 100 мкл
2 мМ DTNB (“Serva”, Германия) в 1 М трис-HCl
буфере (рН 8.0) и 1000 мкл дистиллированной во-
ды, после экспозиции 30 мин количественно оце-
нивали содержание 5-тио-2-нитробензойной
кислоты при 412 нм на плашетном фотометре Stat
Fax 2100 (“Awareness Technology”, США). Кон-
центрацию SH-групп рассчитывали исходя из ко-
эффициента экстинкции ε412 = 13.6 мМ–1 см–1

[19]. Для определения содержания низкомолеку-
лярных SH-групп пробу предварительно смеши-
вали с охлажденной 5%-ной трихлоруксусной
кислотой (“Химмед”, Россия), инкубировали на
льду 15 мин, затем центрифугировали при 11000 g
(СМ-50, “Eppendorf”, Германия) 5 мин при 4°С.
Полученный супернатант нейтрализовали с по-
мощью 1%-ного NaOH и использовали для опре-
деления низкомолекулярных SH-групп по реак-
ции с DTNB.

Определение концентрации карбонильных про-
изводных белков. В полученном лизате клеток с
помощью коммерческого набора определяли
концентрацию продуктов карбонильных произ-
водных белков (“Sigma-Aldrich”, США).

Метод определения продуктов карбонильных
производных белков основан на их взаимодей-
ствии с 2,4-динитрофенилгидразином с образо-
ванием 2,4-динитрофенилгидразонов, которые
регистрировали при длине волны 375 нм. Кон-
центрацию карбонильных производных белков
рассчитывали исходя из коэффициента экстинк-
ции ε375 = 22 мМ–1 см–1 [20].
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Анализ проводили на спектрофотометре для
планшетов Stat Fax 2100.

Оценка активности Pgp. Активность Pgp оце-
нивали по транспорту его маркерного субстрата –
фексофенадина через монослой клеток линии
Caco-2. Для этого клетки культивировали в спе-
циальных трансвелл-системах (рис. 1). Транс-
велл-система представлена двумя камерами: апи-
кальной и базолатеральной. Дно апикальной ка-
меры является полупроницаемой мембраной, на
которую высевали клетки линии Caco-2 с плотно-
стью 105/см2 и культивировали в течение 21 сут.

Целостность клеточного монослоя оценивали
по величине трансэпителиального сопротивле-
ния, которое определяли с помощью вольтметра
Millicell ERS-2 (“Millipore”, США). При его зна-
чении выше 500 мОм/см2 выполняли экспери-
менты. Для этого в лунки трансвелл-системы до-
бавляли питательную среду с БСО в тестируемых
концентрациях. После окончания инкубации пи-
тательную среду заменяли на транспортную среду,
представляющую собой раствор Хэнкса (“Sigma-
Aldrich”, США) с 25 мМ Хепес (“Sigma-Aldrich”,
США) и 1% диметилсульфоксида (“ПанЭко”, Рос-
сия). Затем добавляли субстрат Pgp – фексофена-
дин (“Sigma-Aldrich”, США) в апикальную каме-
ру в конечной концентрации 150 мкМ [21]. Через 1,
2 и 3 ч забирали образцы из базолатеральной ка-
меры-реципиента для определения концентра-
ции субстрата (a-b транспорт, обусловленный
пассивной диффузией против функционирова-
ния Pgp).

В аналогичных трансвелл-системах оценивали
транспорт фексофенадина из базолатеральной ка-
меры в апикальную (b-a транспорт, обусловленный
пассивной диффузией и функционированием Pgp).
Для этого субстрат в той же концентрации добавля-
ли в базолатеральную камеру, а затем через 1, 2 и
3 ч забирали образцы из апикальной камеры для
определения концентрации фексофенадина.

Транспорт маркерного субстрата рассчитыва-
ли по формуле [22]:

где Рарр – коэффициент кажущейся проницаемо-
сти (apparent permeability coefficient, см/сек),
dQ/dt – изменение количества субстрата в камере
реципиенте за время инкубации (мкМ · мл/с), A –
площадь полупроницаемой мембраны лунки в
трансвелл-системе (см2), C0 – начальная концен-
трация субстрата в камере-доноре, мкМ.

Затем рассчитывали отношение коэффициен-
тов кажущейся проницаемости: b-a к a-b.

Данный параметр является интегральным и
оценивает общий вклад Pgp в транспорт фексо-
фенадина через билипидную мембрану.

Определение концентрации фексофенадина. Кон-
центрации фексофенадина в транспортной среде
определяли методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии (ВЭЖХ) с УФ-детектиро-
ванием при длине волны 220 нм. Исследование
выполнялось на ВЭЖХ хроматографе “Стайер”
(Россия) по оригинальной методике [23]. Полу-
ченная проба транспортной среды (50 мкл), со-
держащая фексофенадин, разводилась до 150 мкл
подвижной фазы, и 100 мкл полученного раство-
ра вводились в хроматограф.

При анализе использовалась хроматографиче-
ская колонка Phenomenex Synergi 4u Polar-RP 80A
(250 × 4.6) (США) с зернением 4 мкм. Температура
разделения – 45°С, скорость потока – 1 мл/мин.
Состав подвижной фазы: 128 мл ацетонитрила
(“PanReac AppliChem”, Испания), 267.4 мл воды
деионизированной, 6.33 мл кислоты уксусной ле-
дяной (“PanReac AppliChem”, Испания), с добав-
лением триэтиламина (“PanReac AppliChem”,

( )
=app

0

1P ,dQ
dt AC

= app

app

P –
Отношение коэффициентов .

P –
b a
a b

Рис. 1. Структура трансвелл-системы. Трансвелл-система представлена двумя камерами: апикальной и базолатераль-
ной. Дно апикальной камеры является полупроницаемой мембраной, на которую высеивали клетки линии Caco-2 с
плотностью 105/см2. *p < 0.05 по сравнению с контролем (критерий Ньюмена–Кейлса).
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Испания) до pH 6.7. Время удерживания фексо-
фенадина в данных условиях составляло 12.8 мин.
Количественное определение проводилось мето-
дом абсолютной калибровки по площади пиков.
Аналитический диапазон методики составлял
1.2–57.4 мкМ.

Статистический анализ. Полученные результа-
ты анализировали с помощью программ “StatSoft
Statistica 13.0” и Microsoft Excel. Результаты пред-
ставлены в виде M ± SD. Для оценки статистиче-
ской значимости различий использовали диспер-
сионный анализ (ANOVA), попарные сравнения
выполняли с помощью критерия Ньюмена-Кейл-
са, корреляционный анализ проводили с помо-
щью критерия Пирсона. Статистически значи-
мыми считали различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Клетки линии Caco-2 – это клетки аденокар-
циномы ободочной кишки человека. При культи-
вировании в виде монослоя данные клетки облада-
ют способностью спонтанно дифференцироваться
в клетки, подобные тонкокишечным энтероци-
там, гиперэкспрессирующим белки-транспортеры,
в том числе и Pgp [24]. Данная клеточная линия ши-
роко используется для исследования абсорбции ле-
карственных веществ и функционировании Pgp
in vitro.

Известно, что Pgp локализован на апикальной
мембране энтероцитов, что обуславливает его уча-
стие в ограничении проникновения лекарств из
просвета кишечника в эпителиальные клетки и
далее в системный кровоток.

Ключевую роль в синтезе и поддержании кле-
точного уровня глутатиона играет фермент γ-глу-
тамилцистеинсинтетаза (γ-GCS), ингибитором
которого является БСО [25]. Использование БСО
в качестве специфического ингибитора синтеза
глутатиона имеет преимущество относительно
других глутатион-истощающих агентов (N-этил-
малеимид, йодацетат, 2-йодацетамид), так как он
не влияет на активность цитохрома P-450 и не из-
меняет оксидазную активность ферментов (по-
этому метаболизм субстрата Pgp будет неизмен-
ным) [26].

Цитотоксическое действие БСО на клетки ли-
нии Caco-2. Цитотоксическое действие БСО оце-
нивалось по результатам МТТ-теста. В контроль-
ной группе клеток выживаемость составила 100%.
При воздействии БСО во всех используемых
концентрациях жизнеспособность клеток линии
Сасо-2 не изменялась при времени инкубации
3 ч. При концентрациях БСО 1–100 мкМ и инку-
бации 24 и 72 ч жизнеспособность клеток также
не отличалась от значений контрольной группы,
а при концентрации 500 мкМ снижалась на 23.9%

(р = 0.003) и 30.1% (р = 0.001) соответственно
(рис. 2).

Оценка развития окислительного стресса в клет-
ках линии Сасо-2 под действием БСО. В условиях
окислительного стресса наиболее чувствительна к
действию АФК аминокислота – цистеин. Цистеин
может входить как в состав белков (белковые тио-
лы), так и небелковых сульфгидрилов (небелковые
тиолы).

Небелковые SH-группы в основном представ-
лены глутатионом [27], поэтому оценку степени
ингибирования синтеза глутатиона проводили по
изменению их уровня.

При воздействии БСО в течение 3 ч в концен-
трациях 1–500 мкМ уровень небелковых SH-групп
не изменялся. При увеличение длительности экс-
позиции до 24 и 72 ч и концентрации БСО 1 и
5 мкМ уровень небелковых SH-групп также не
изменялся, однако при концентрациях БСО 10,
50, 100, и 500 мкМ отмечалось снижение уровня
небелковых SH-групп на 40.7% (р = 0.002) и 31.9%
(р = 0.007); 57.6% (р = 0.0004) и 48.4% (р = 0.0006);
67.8% (р = 0.0002) и 62.3% (р = 0.0002); 55.9% (р =
= 0.0004) и 57.4% (р = 0.0002) соответственно
(рис. 3а).

При окислительном стрессе АФК взаимодей-
ствуют с простыми белками, в результате чего
происходит модификация полипептидной цепи
по аминокислотным остаткам [28]. Одной из
наиболее важных и изученных является моди-
фикация цистеина. Атом серы тиольной группы
(-SH) имеет несколько состояний окисления,
поэтому модификация боковой цепи, содержа-
щей цистеин, происходит до различных продук-
тов [29, 30]. Важность оценки окисления данной
аминокислоты обусловлена тем, что цистеин

Рис. 2. Жизнеспособность клеток линии Сасо-2 (%) в
зависимости от концентрации DL-бутионинсуль-
фоксимина при инкубации 3 (1), 24 (2) и 72 (3) ч. *p <
0.05 по сравнению с контролем (критерий Ньюмена–
Кейлса).
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встречается в виде консервативного остатка в
функциональных участках белков, что позволя-
ет рассматривать реакционноспособные SH-
группы протеинов в качестве регуляторных цен-
тров [31, 32].

В ходе выполненного исследования было по-
казано, что при воздействии БСО в течении 3 ч их
концентрация не изменялась. При увеличении вре-
мени инкубации до 24 ч отмечалось снижение со-
держания белковых SH-групп на 25.5% (р = 0.02)
при концентрации БСО 10 мкМ, на 32.2% (р =

= 0.01) – при 50 мкМ, на 50.0% (р = 0.001) – при
100 мкМ и на 44.7% (р = 0.002) – при 500 мкМ, а
при концентрациях 1 и 5 мкМ достоверных отли-
чий от контроля получено не было (рис. 3б).

При инкубации в течение 72 ч наблюдалось
снижение уровня белковых SH-групп при воз-
действии на клетки линии Сасо-2 БСО в концен-
трациях 50; 100 и 500 мкМ на 37.1% (р = 0.03);
64.9% (р = 0.008) и 54.3% (р = 0.003) соответствен-
но, а при концентрациях 1–10 мкМ изменений не
отмечалось (рис. 3б).

Рис. 3. Концентрация небелковых SH-групп (а, мкмоль/мг белка) и белковых SH-групп (б, мкмоль/мг белка) в клет-
ках линии Сасо-2 под действием DL-бутионинсульфоксимина в концентрациях 1–500 мкМ в течение 3 (1), 24 (2) и
72 (3) ч (M ± SD, n = 3). *p < 0.05 по сравнению с контролем (критерий Ньюмена–Кейлса).
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Необратимыми белковыми продуктами окис-
лительного стресса являются карбонильные про-
изводные белков, которые формируются за счет
окисления нескольких аминокислотных остатков,
а также взаимодействия с продуктами перекис-
ного окисления липидов и редуцирующими са-
харами, вследствие чего могут рассматриваться в
качестве конечного продукта окислительного
повреждения [28, 33].

Уровень карбонильных производных белков
не изменялся при инкубации клеток с БСО в кон-
центрациях 1–500 мкМ и времени экспозиции
3 ч, а также при концентрациях 1 и 5 мкМ и дли-
тельности воздействия 24 и 72 ч.

Инкубация клеток линии Сасо-2 с БСО в кон-
центрациях 10, 50, 100 и 500 мкМ в течение 24 и 72 ч
приводила к увеличению уровня карбонильных
производных белков на 15.5% (р = 0.01) и 36.6%
(р = 0.004); 19.8% (р = 0.003) и 37.6% (р = 0.005);
21.2% (р = 0.002) и 63.1% (р = 0.0002); 150.0% (р =
= 0.0002) и 69.1% (р = 0.0002) соответственно
(рис. 4а).

Таким образом, в условиях воздействия БСО в
концентрациях 10–500 мкМ в течение 24 и 72 ч
на клетки линии Сасо-2 наблюдалось снижение
уровня небелковых SH-группы (за счет глутати-
она), что приводило к развитию эндогенного
окислительного стресса, характеризующегося по-
вреждением белков по SH-группам и формирова-
нием карбонильных производных белков.

Влияние БСО на количество и функциональную
активность Pgp. При воздействии БСО в течение 3 ч
и концентрациях 1–500 мкМ количество Pgp ста-
тистически значимо не изменялось. Уровень Pgp
при воздействии БСО в течение 24 ч и концентра-
циях 1, 5 и 500 мкМ не изменялся, но возрастал
при концентрациях 10, 50 и 100 мкМ на 71.6% (р =
= 0.002); 51.6% (р = 0.007) и 25.4% (р = 0.05) соот-
ветственно. При воздействии БСО в течение 72 ч
и концентрациях 1–100 мкМ количество Pgp не

изменялось, а при 500 мкМ снижалось на 35.6%
(р = 0.002) (рис. 4б).

Для оценки активности Pgp клетки культиви-
ровали в трансвелл-системе, состоящей из двух
камер – апикальной и базолатеральной. В ходе
исследования оценивался транспорт фексофе-
надина – субстрата белка-транспортера из базо-
латеральной камеры в апикальную (Papp b-a), обу-
словленный пассивной диффузией и функцио-
нированием Pgp (модель транспорта веществ из
кишечного эпителия в просвет кишечника). Так-
же анализировали транспорт фексофенадина из
апикальной камеры в базолатеральную (Papp a-b),
обусловленный пассивной диффузией против ра-
боты Pgp (модель транспорта веществ из просвета
кишки в кишечный эпителий, то есть всасывание).
Кроме этого, рассчитывали отношение коэффици-
ентов кажущейся проницаемости (b-a)/(a-b) для
субстратов, который превышал значение “2”.

Коэффициент кажущейся проницаемости b-a
фексофенадина составил 2.94 × 10–6 ± 0.54 ×
× 10–6 см/с, коэффициент кажущейся проницае-
мости a-b – 0.93 × 10–6 ± 0.26 × 10–6 см/с. Из пред-
ставленных данных видно, что транспорт обу-
словленный Pgp в 3.16 раз выше транспорта,
происходящего за счет пассивной диффузии, про-
тив работы белка-транспортера (р = 0.013) (табл. 1).

Воздействие БСО в концентрациях 50, 100 и
500 мкМ в течение 3 ч приводило к снижению ко-
эффициента кажущейся проницаемости b-a на
37.7% (р = 0.001), 47.4% (р = 0.001) и 57.3% (р =
= 0.005) (табл. 1) соответственно и отношения коэф-
фициентов кажущейся проницаемости (b-a)/(a-b) на
48.9% (р = 0.048), 62.4% (р = 0.03) и 65.9% (р =
= 0.03) соответственно (рис. 5), что свидетель-
ствовало о снижении активности белка-транс-
портера. Таким образом, учитывая отсутствие
изменений количества Pgp при данном времени
воздействия, полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что БСО является прямым ингибито-

Таблица 1. Влияние БСО на транспорт субстрата Pgp (фексофенадина) через билипидную мембрану клеток
Caco-2 (M ± SD, n = 3)

* p < 0.05 по сравнению с контролем (критерий Ньюмена–Кейлса).

БСО, мкМ

Рарр b-a

×10–6 см/с
Рарр а-b

×10–6 см/с
Рарр b-a

×10–6 см/с
Рарр а-b

×10–6 см/с
Рарр b-a

×10–6 см/с
Рарр а-b

×10–6 см/с

3 ч 24 ч 72 ч

Контроль 3.02 ± 0.12 1.11 ± 0.37 2.81 ± 0.77 0.76 ± 0.17 2.98 ± 0.72 0.92 ± 0.17
1 3.18 ± 1.43 1.44 ± 0.42 2.83 ± 0.47 0.72 ± 0.16 3.27 ± 0.31 1.25 ± 0.44
5 3.08 ± 0.54 1.34 ± 0.77 2.76 ± 0.06 0.71 ± 0.11 1.95 ± 0.90 0.79 ± 0.12

10 2.72 ± 0.41 1.41 ± 0.38 4.09 ± 0.13* 0.76 ± 0.03 2.05 ± 0.72 0.74 ± 0.29
50 1.88 ± 0.45* 1.33 ± 0.33 2.24 ± 0.64 1.09 ± 0.27 1.14 ± 0.27* 0.92 ± 0.38

100 1.59 ± 0.28* 1.47 ± 0.29 1.52 ± 0.52* 1.09 ± 0.35 1.04 ± 0.10* 0.97 ± 0.26
500 1.29 ± 0.16* 1.31 ± 0.19 3.72 ± 0.11* 2.77 ± 0.25* 4.11 ± 0.49* 3.69 ± 0.87*
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ром активности Pgp (за счет непосредственного
взаимодействия с молекулой белка-транспортера).

При увеличении длительности экспозиции
до 24 ч было показано, что БСО в концентрации
10 мкМ вызывал увеличение коэффициента ка-
жущейся проницаемости b-a на 45.6% (р = 0.028)
и отношения коэффициентов кажущейся прони-
цаемости (b-a)/(a-b) на 47.2% (р = 0.02), что и яв-
лялось проявлением повышения активности Pgp.
На 24 ч инкубации отмечалось увеличение количе-

ства Pgp, что может указывать индукцию актива-
ции Pgp за счет синтеза белка, а не его активации.

При концентрации 50 мкМ отмечалось сниже-
ние отношения коэффициентов кажущейся про-
ницаемости (b-a)/(a-b) на 44.8% (р = 0.01), а в
концентрации 100 мкМ уменьшение коэффици-
ента кажущейся проницаемости b-a на 45.9% (р =
= 0.029) и отношения коэффициентов кажущей-
ся проницаемости (b-a)/(a-b) на 62.2% (р = 0.002),
что свидетельствовало о снижении активности

Рис. 4. Концентрация карбонильных производных белков (а, нмоль/мг белка) и изменение количества Pgp (б,
нмоль/мг белка) в клетках линии Сасо-2 под действием DL-бутионинсульфоксимина в концентрациях 1–500 мкМ в
течение 3 (1), 24 (2) и 72 (3) ч (M ± SD, n = 3). *p < 0.05 по сравнению с контролем (критерий Ньюмена–Кейлса).
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белка-транспортера, несмотря на увеличение его
количества. Полученные результаты могут быть
обусловлены повреждением молекулы белка-
транспортера за счет усиления выраженности окис-
лительного стресса, что подтверждалось увели-
чением концентрации карбонильных производ-
ных белков, а также прямой ингибирующей ак-
тивностью БСО.

Дальнейшее повышение концентрации БСО
до 500 мкМ приводило к увеличению коэффици-
ента кажущейся проницаемости b-a и a-b на
32.4% (р = 0.05) и 264.5% (р = 0.0003). При этом
отношение коэффициентов кажущейся проница-
емости (b-a)/(a-b) снижалось по сравнению с
контролем на 64.7% (р = 0.0002), что свидетель-
ствовало о снижении активности Pgp, поврежде-
нии клеточного монослоя и повышении транс-
порта фексофенадина – субстрата белка-транс-
портера по обе стороны мембраны.

Воздействие БСО в концентрациях 50 и 100 мкМ
в течение 72 ч приводило к снижению коэффици-
ента кажущейся проницаемости b-a на 61.7% (р =
= 0.001) и 65.1% (р = 0.002) и отношения коэффи-
циентов кажущейся проницаемости (b-a)/(a-b)
на 59.4% (р = 0.002) и 65.6% (р = 0.002), что указы-
вало на снижение активности белка-транспортера.

При увеличении концентрации БСО до 500 мкМ
отмечалось увеличение коэффициента кажущей-
ся проницаемости b-a и a-b на 37.9 (р = 0.02) и
301.1% (р = 0.0002) При этом отношения коэффи-
циентов кажущейся проницаемости (b-a)/(a-b)
снижалось по сравнению с контролем на 64.4% (р =
= 0.002), что свидетельствовало о снижении ак-
тивности Pgp, повреждении клеточного моно-
слоя и повышении транспорта фексофенадина –
субстрата белка-транспортера по обе стороны
мембраны.

Таким образом, при кратковременном воздей-
ствии БСО (3 ч) отмечалось его ингибирующее
действие на Pgp, не связанное с изменением его
количества (прямое ингибирование). При увели-
чении времени инкубации до 24 ч и концентра-
ции БСО до 10 мкМ активность Pgp возрастала в
соответствии с увеличением его количества. При
увеличении концентрации БСО до 50 и 100 мкМ и
длительности воздействия 24 и 72 ч отмечалось
снижение активности Pgp, что могло быть резуль-
татом повреждения молекулы белка-транспорте-
ра за счет усиления выраженности окислительно-
го стресса (снижение концентрации белковых
SH-групп и повышение карбонильных производ-
ных белков), а также прямой ингибирующей ак-
тивности БСО.

При концентрации БСО 500 мкМ и длитель-
ности воздействия 24 и 72 ч отмечалось усиление
окислительного стресса, повреждение целостно-
сти клеточного монослоя и повышении транс-
порта фексофенадина – субстрата белка-транс-
портера по обе стороны мембраны.

Механизмы регуляции Pgp в условиях моделиро-
вания ингибирования синтеза глутатиона. В насто-
ящее время известны несколько механизмов ре-
гуляции Pgp – это изменение экспрессии гена
MDR1 и его полиморфизм, стабилизация мРНК
гена MDR1, изменение активности синтезирован-
ного белка-транспортера и изменение свойств
цитоплазматических мембран [34].

В условиях ОС отмечалась активация редокс-
чувствительного транскрипционного фактора Nrf2
(NF-E2-related factor 2), который защищает клет-
ку от воздействия свободных радикалов и может
вносить существенный вклад в регуляцию актив-
ности Pgp.

В условиях воздействия БСО в концентрациях
1–500 мкМ в течение 3 ч количество транскрип-
ционного фактора Nrf2 не изменялось. При воз-
действии БСО в течение 24 ч и концентрациях 1,
5 и 500 мкМ количество Nrf2 также не изменя-
лось, но возрастало при концентрации 10 мкМ на
157.8% (р = 0.005), 50 мкМ – 146.7% (р = 0.0003),
100 мкМ – 164.4% (р = 0.006) соответственно.
Воздействие БСО в течение 72 ч приводило к уве-
личению количества Nrf2 при концентрации ин-
гибитора 50 мкМ на 195.7% (р = 0.001), 100 мкМ –
210.8% (р = 0.001), а при концентрациях 1, 5, 10 и
500 мкМ статистически значимого эффекта не
оказывало (рис. 6).

В ходе исследования установлено, что в диапа-
зоне концентраций от 1 до 500 мкМ и времени
инкубации 3–72 ч уровень Nrf2 был обратно про-
порционален содержанию белковых SH-групп
(рис. 7) (r = –0.56, р = 0.00001), что свидетельство-
вало об обратной зависимости между концентра-
цией восстановленных тиолов и экспрессией
транскрипционного фактора Nrf2. Полученные

Рис. 5. Изменение отношения коэффициентов ка-
жущейся проницаемости (b-a)/(a-b) в клетках линии
Сасо-2 под действием DL-бутионинсульфоксимина
в концентрациях 1–500 мкМ в течение 3 (1), 24 (2) и
72 (3) ч (M ± SD, n = 3).
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результаты указывали на классический механизм
регуляции транскрипции Nrf2 [31] в условиях воз-
действия ингибитора фермента γ-глутамилцисте-
инсинтетазы БСО.

Белковые SH-группы представляют собой мо-
лекулярные переключатели активности протеинов
[32, 35]. Keap1 – белок репрессор транскрипцион-
ного фактора Nrf2, в своем составе имеет два остат-
ка цистеина и является мишенью для окислитель-
ной модификации. В физиологическом состоянии

Nrf2 находится в комплексе с белком-репрессором
Keap1, который функционирует как адаптерный
белок. Keap1 способствует убиквитинированию и
протеосомальной деградации Nrf2, а также предот-
вращает его проникновение из цитоплазмы в ядро
[36]. После активации (окисления остатков цисте-
ина в молекуле Keap1) комплекс Keap1-Nrf2 дис-
социирует, и Nrf2 транслоцируется в ядро, где свя-
зывается с элементом антиоксидантного ответа
(antioxidant-response elements, ARE). В свою оче-

Рис. 6. Изменение количества Nrf2 в клетках линии Сасо-2 под действием DL-бутионинсульфоксимина в концентра-
циях 1–500 мкМ в течение 3 (1), 24 (2) и 72 (3) ч (M ± SD, n = 3). *p < 0.05 по сравнению с контролем (критерий Нью-
мена–Кейлса).
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редь Nrf2 может участвовать в регуляции количе-
ства Pgp, поэтому проведен анализ взаимосвязи
между количеством Nrf2 и количеством Pgp.

Анализ полученных результатов показал, что
концентрация Pgp в лизате клеток Сасо-2 была
прямо пропорциональна содержанию Nrf2 в экс-
периментах с БСО только при инкубации в тече-
ние 24 ч в диапазоне концентраций 1–500 мкМ
(рис. 8).

Таким образом, в ходе настоящего исследова-
ния было показано, что БСО является прямым ин-
гибитором Pgp, что расширяет имеющиеся пред-
ставления о структуре ингибиторов и может быть
использовано для предсказания наличия ингиби-
рующей активности у веществ с аналогичной
структурой.

С другой стороны, установлено, что развитие
умеренного окислительного стресса приводит к
повышению количества и активности Pgp в энте-
роцитах кишечника, что может приводить к умень-
шению абсорбции субстратов белка-транспортера
и, следовательно, к снижению эффективности про-
водимой терапии. Развитие выраженного ОС, на-
оборот, приводило к снижению количества и ак-
тивности Pgp, увеличению проницаемости мем-
бран клеток линии Caco-2 и могло сопровождаться
повышением абсорбции субстратов белка-транс-
портера, увеличением их концентрации в плазме
крови и, в конечном итоге, проявляться развитием
нежелательных лекарственных реакций.

Настоящая статья не содержит описания ка-
ких-либо исследований с участием людей или
животных в качестве объектов.
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держке гранта Президента Российской Федерации
для государственной поддержки молодых россий-
ских ученых – кандидатов наук МК-1856.2020.7.

Авторы декларируют отсутствие явных и по-
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Functioning of the P-Glycoprotein Membrane Transport Protein under Conditions
of Inhibition of Glutathione Synthesis

Yu. V. Abalenikhinaa, *, P. D. Erokhinaa, Р. Yu. Mylnikova, A. V. Shchulkina, and E. N. Yakushevaa

a Ryazan State Medical University Named after Academician I.P. Pavlov, Ryazan, 390026 Russia
*e-mail: abalenihina88@mail.ru

The functioning and mechanism of P-glycoprotein (Pgp) regulation under conditions of inhibition of glutathi-
one synthesis in human colon adenocarcinoma (Caco-2) cells, which are a model of xenobiotic absorption
in vitro, were studied. The glutathione synthesis was inhibited by the action of DL-butionine sulfoxime (BSO,
an inhibitor of γ-glutamylcysteinesynthetase). It was found that BSO at concentrations of 50–500 μM and in-
cubation for 3 h had no effect on the level of glutathione and reduced Pgp activity. An increase in the exposure
time with BSO at concentrations of 10–100 μM to 24 h led to the development of moderate oxidative stress and
an increase in the amount of Pgp (the effect was realized through the transcription factor Nrf2). At the same
time, Pgp activity increased when exposed to BSO at a concentration of 10 μM and decreased at concentrations
of 100–500 μM. The development of pronounced oxidative stress upon exposure to BSO at a concentration of
500 μM for 72 h was accompanied by a decrease in the amount and activity of Pgp. Thus, BSO is a direct inhib-
itor of Pgp, however, a decrease in the level of SH groups caused by this substance can lead to an increase in the
level of Nrf2, which, in turn, causes an increase in the amount and activity of this transport protein. The ob-
tained results can be used in clinical practice to optimize the dosing of transport protein substrates in the treat-
ment of diseases accompanied by the development of oxidative stress in the intestine.

Keywords: P-glycoprotein, oxidative stress, glutathione, DL-butionine sulfoxime, fexofenadine
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Исследовали способность представителей психротолерантных микромицетов к продукции анти-
микробных соединений. В результате скрининга отобран (из 98 культур) перспективный продуцент
антибиотиков Penicillium vulpinum КПБ F-290. Продуцент проявлял активность в отношении услов-
но-патогенных грибов и бактерий. Выделенные активные фракции могут быть отнесены к группе
антимикробных соединений, в том числе к β-лактамным антибиотикам и пептидам.
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Одной из актуальных задач медицинской био-
технологии и фармакологии является поиск и вы-
деление новых природных антимикробных со-
единений, которые послужили бы основой для
создания лекарственных препаратов. Особый ин-
терес вызывают антимикробные вещества, эф-
фективные в отношении возбудителей заболева-
ний, устойчивых к применяемым в медицинской
практике антибиотикам [1–3].

Для поиска природных биологически актив-
ных соединений в разные периоды применялись
различные стратегии: от традиционного феноти-
пического скрининга до внедрения достижений в
геномике, транскриптомике, протеомике, мета-
боломике и других технологий [4].

В последнее десятилетие поиск новых соеди-
нений с биологической активностью ведут среди
продуцентов, выделенных из экстремальных эко-
систем – морей, засоленных грунтов и других ис-
точников [5]. За прошедшие 10–15 лет было выде-
лено и охарактеризовано более 20000 таких со-
единений [6, 7].

На сегодняшний день имеются сведения о пер-
спективных антимикробных метаболитах микро-
организмов, выделенных, в основном, в местах с
тропическим климатом, однако, относительно ма-

ло сведений о метаболитах обитателей холодных
мест Арктики, Антарктики и придонных вод глу-
боководных озер [8].

По литературным данным антимикробный по-
тенциал изолятов холодных местообитаний ча-
стично изучен у прокариот [9], в то время как в от-
ношении микромицетов таких исследований прак-
тически не проводилось до настоящего времени.
Микромицеты холодных местообитаний могут
оказаться неосвоенным, ценным источником но-
вых продуцентов, поскольку их выживание в по-
лярных условиях требует высокой адаптивности,
устойчивости ко многим стрессам. К ним относят
низкую доступность питательных веществ, значи-
тельное УФ-излучение, длительное воздействие
частого колебания температуры в сторону отрица-
тельных значений и т.п. Все вышеперечисленные
факторы в совокупности способствуют эволюци-
онной адаптации так называемых психрофиль-
ных микроорганизмов и синтезу у них специфиче-
ских метаболитов [10, 11]. Ряд вторичных метабо-
литов с антимикробной активностью был выделен
из изолятов арктических и антарктических грибов
[12, 13], среди которых было установлено пять но-
вых биоактивных производных астерриновой кис-
лоты, продуцентом которых является арктический
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аскомицет Pseudogymnoascus sp. Соединения про-
являли антифунгальную активность в отношении
Аspergillus fumigatus, а также некоторые показали
антимикробную активность в отношении грампо-
ложительных и грамотрицательных бактерий [14].

Penicillium griseofulvum, выделенный из почв
Гренландии, продуцирует ряд вторичных метабо-
литов, в том числе гризеофульвин, фульвокислоту,
мицелианамид, рокфортин С, рокфортин D, хано-
клавин I и элимоклавин. Все вещества проявляли
антимикробную активность [15]. В работе [16] у
Spriromastix sp. из глубоководных отложений Юж-
ного Атлантического океана были выделены новые
соединения с уникальной структурой. Установле-
но, что арктический изолят Penicillium nalgiovense
способен синтезировать амфотерицин B [17], а
штамм Geomyces sp. 2481 – антимикотик геоми-
цин B и антибактериальный компонент геоми-
цин C [18]. Психротолерантный штамм Penicillium
algidum синтезирует новый циклический нитро-
пептид под названием психрофилин D [19], ак-
тивный в отношении линий клеток лейкемии
мышей p388. Еще один психротолерантный изо-
лят микромицета Penicillium sp. PR19 N-1 проду-
цирует редкие новые сесквитерпеновые соедине-
ния эремофиланового типа. Их цитотоксические
исследования показали умеренную активность в
отношении линий клеток человека HL-60 (про-
миелоцитарная лейкемия) и A-549 (карцинома
лёгкого) [20].

Предполагается, что даже известные антибиоти-
ки психрофильных штаммов могут отличаться по
своей структуре от синтезируемых мезофильными
микроорганизмами, что может оказаться важным
аспектом в борьбе с резистентными формами па-
тогенных и условно-патогенных микроорганиз-
мов человека, проявляющих устойчивость к при-
меняемым в медицинской практике антибиоти-
кам [21].

Цель работы – оценка антибиотической актив-
ности коллекции психрофильных микромицетов,
выделенных из различных почв Арктики и Антарк-
тики и донных грунтов озера Байкал, и влияния
температуры на метаболическую активность и био-
синтез антибиотиков.

МЕТОДИКА
В работе были использованы 98 штаммов пси-

хрофильных и психротолерантных микромице-
тов из коллекции культур грибов экстремальных
местообитаний МГУ им. М.В. Ломоносова, 21 из
которых были выделены из грунтов Антарктиды
[22–25] и 77 из грунтов (глубина 5–250 м) озера
Байкал [26].

Для определения видовой принадлежности
штаммов предварительно была проведена иденти-
фикация по культурально-морфологическим при-

знакам. Выделение ДНК из чистых культур микро-
мицетов проводили по методике Глушаковой с
соавт. [27]: биомассу 5–6-суточной культуры пе-
реносили в пробирки эппендорфа на 2 мл, добав-
ляли 400 мкл стеклянных шариков (300–500 мкм
диаметром) и 500 мкл лизирующего буфера: Tris-
Base – 50 мM, NaCl – 250 мM, ЭДТА 50 мM,
ДДС – 0.3%, pH 8.0. Приготовленную смесь взбал-
тывали на вортексе на скорости 3500 об./мин в те-
чение 15 мин, затем инкубировали 1 ч при темпе-
ратуре 65°С, после снова взбалтывали на вортексе
15 мин и центрифугировали при 13400 g 10 мин,
затем отбирали надосадочную жидкость.

Для амплификации региона рДНК, содержа-
щего D1/D2 домен региона 26S рДНК, использо-
вали праймеры ITS1f (5' CTTGGTCATTTAGAG-
GAAGTA) и NL4 (5' GGTCCGTGTTTCAAGAC-
GG) и смеси для ПЦР ScreenMix (ЗАО “Евроген”,
Москва).

Амплификатор использовали по следующей
программе: (начальная денатурация – 2 мин при
температуре 96°С; затем 35 циклов: денатурация –
20 с при температуре 96°С, отжиг праймеров – 50 с
при температуре 52°С, синтез ДНК – 1.5 мин при
температуре 72°С; конечная достройка 7 мин при
температуре 72°С). Очистку ПЦР-продукта про-
водили с использованием набора BigDye XTermi-
nator Purification Kit (“Applied Biosystems”, США).
Для секвенирования использовали праймер NL4.

Секвенирование ДНК проводили с помощью
набора реактивов BigDye Terminator V3.1 Cycle Se-
quencing Kit (“Applied Biosystems”, США) с после-
дующим анализом продуктов реакции на секве-
наторе Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer в
Научно-производственной компании “Синтол”
(Москва). Идентификацию по полученным хро-
матограммам проводили, используя данные
Генбанка NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) и
СABI Bioscience Database Index Fungorum (http://
www.indexfungorum.org).

Способность к синтезу антимикробных соеди-
нений оценивали методом блоков [28]. Для даль-
нейших исследований отбирали штаммы, кото-
рые проявили максимальную антибиотическую
активность, и затем культивировали их в жидких
средах. Использовали стандартные питательные
среды Чапека и Сабуро. Микромицеты выращи-
вали стационарным способом в колбах Эрлен-
мейера на 750 мл в течение 14 сут или глубинным
способом на шейкере-инкубаторе Innova 40R
(“Eppendorf New Brunswick”, США). Культураль-
ную жидкость (КЖ) отделяли фильтрацией через
мембранные фильтры на воронке Зейца под ваку-
умом. Затем КЖ экстрагировали этилацетатом или
бутанолом в соотношении 5 : 1 3 раза. Полученные
экстракты упаривали в вакууме на роторном испа-
рителе “Rotavapor-RBüchi” (Швейцария) при 42°C
досуха, остаток растворяли в водном 50%-ном эта-
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ноле и получали спиртовые концентраты. Анти-
микробную активность определяли в исходной
КЖ, в спиртовых экстрактах КЖ и экстрактах ми-
целия с помощью стерильных бумажных дисков
(“НИИ Пастера”, Россия), смоченных в экстрак-
тах и высушенных в стерильных условиях. В каче-
стве контроля использовали стандартные диски с
флуконазолом для грибов (40 мкг, “НИИ Пасте-
ра”, Россия) и амоксициллином/клавулоновой
кислотой для бактерий (20/10 мкг, “НИИ Пасте-
ра”, Россия). Для оценки фунгицидной активно-
сти использовали тест-штаммы: плесневый гриб
Aspergillus niger INA 00760 и дрожжи Candida albi-
cans АТСС 2091.

Антибактериальную активность оценивали с
помощью тест-штаммов: грамотрицательной бак-
терии Escherichia coli ATCC 25922; грамположитель-
ной бактерии Bacillus subtilis АТСС 6633; грамполо-
жительной бактерии Staphylococcus aureus 209P и
Micrococcus luteus NCTC 8340; пекторбактерии
P. carotovorum и P. savastanoi.

Тест-культуру B. subtilis АТСС 6633 выращива-
ли на среде Гаузе № 2 следующего состава (г/л):
триптон – 2.5 (или бульон Хоттингера – 30 мл),
пептон – 5, хлорид натрия – 5, глюкоза – 10; S. au-
reus 209P и M. luteus NCTC 8340 выращивали на
среде МПА (“ЗАО НИЦФ”, Россия), а E. coli
ATCC 25922 на среде LB (триптон-соевый агар).
Тест-культуры P. carotovorum и P. savastanoi выра-
щивали на среде LB с добавлением 0.5% глюкозы.
Культуры микромицетов A. niger INA 00760 и C. al-
bicans АТСС 2091 – на среде Чапека. Предвари-
тельно культуры выращивали в пробирках со
скошенным питательным агаром, после чего их
клетки суспендировали в физиологическом рас-
творе до мутности 0.5 по стандарту McFarland
(1.5 × 108 КОЕ/мл) и использовали в течение 15 мин.
Использовали суточные культуры бактерий и пя-
тисуточные культуры грибов и дрожжей. Все тест-
культуры получены из коллекции культур НИИ по
изысканию новых антибиотиков.

Анализ и разделение на активные фракции
экстрактов культуральной жидкости наиболее
перспективных в качестве продуцентов штаммов
психротолерантных микромицетов осуществляли
методом аналитической обращено-фазовой высо-
коэффективной жидкостной хроматографии
(ОФ-ВЭЖХ) [29] с использованием аналитиче-
ской колонки XBridge 5 мкм 130 Aнг размером 250 ×
× 4.6 мм (“Waters”, Ирландия) в линейном гради-
енте повышения концентрации ацетонитрила в
качестве подвижной фазы (элюент А – 0.1%-ная
трифторуксусная кислота, ТФУ, в деионизован-
ной воде MQ, элюентом В – 80%-ный ацетонит-
рил c 0.1%-ной водной ТФУ) при скорости пото-
ка 950 мкл/мин. Для ОФ-ВЭЖХ использовали
ультраградиентный ацетонитрил фирмы “Panre-
ac” (Испания) и ТФУ производства “Sigma-Al-

drich” (США). Детектирование разделяемых ве-
ществ осуществляли при длине волны 214 нм в
градиенте концентрации элюента В: 16–28% – за
12 мин; 28–55% – за 20 мин; 55–85% – за 30 мин
и 85–95% – за 5 мин с последующим изократиче-
ским элюированием в течение 10 мин.

Для наработки фракций для последующего
проведения структурно-функционального ана-
лиза однократно наносили 300 мкл концентрата
на аналитическую колонку для обращённо-фазо-
вой ОФ-ВЭЖХ XBridge BEH 130 Анг 4.6 × 250 мм
5 мкм (Waters, Ирландия) при скорости потока
подвижной фазы 1.1 мл/мин. Линейный градиент
16–70% буфера В (80% ацетонитрил в 0.1% ТФУ)
за 50 мин с дальнейшим 70–95% В за 5 мин и изо-
кратическим элюированием в течение 15 мин. Де-
тектирование поглощения было осуществлено
при длине волны 220 нм.

Модификация N-концевой аминогруппы ак-
тивированным эфиром Coumarin 343 X осуществ-
ляли по следующей методике [30].

Лиофилизованное вещество (~200 мкг) раство-
ряли в 500 мМ PBS NH4HCO3 буфере с рН 7.28, для
получения концентрации ~ 1 мг/мл. К получен-
ному раствору добавляли 1080 мкл раствора активи-
рованного эфира Coumarin 343 XFITC (“Sigma-
Aldrich”, США) в 80%-ном водном диметилфор-
мамиде (ДМФ) в концентрации 4010 мкгл/мл,
тщательно перемешивали, и инкубировали в те-
чение 1 ч при комнатной температуре 37°C в тем-
ноте. Продукты реакции разделяли методом ана-
литической ОФ-ВЭЖХ на колонке XBridge BEH
C18 4.6 × 250 мм (“Waters”, Ирландия) в линей-
ном градиенте растворителя B (80%-ный CH3CN,
0.1%-ная ТФУ) от 16 до 28% в течение 12 мин; (ос-
новной) и 28–55% за 10 мин; 55–85% за 20 мин (до-
полнительный) при скорости потока 0.935 мл/мин.
Поглощение детектировали при длинах волн 214
и 437 нм.

Молекулярные массы активных пиков соеди-
нений определяли методом ультра высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографией/масс-спек-
трометрией (UHPLC-MS) с использованием уста-
новки для масс-спектрометрии типа “ионная
ловушка” Thermo Finnigan LCQ Deca XP Plus
(ThermoFisher Scientific, США) и хроматографа
высокого давления Thermo Accela UPLC (Ther-
moFisher Scientific, США), укомплектованного
микроколонкой YMC Triart (C18 150 2 мм, 1.9 μm)
(YMC Co., Япония) [31]. Детектирование сигнала
осуществляли по полному ионному току при рас-
пылении электроспреем ESI(+), 150–2000 au. Об-
разцы растворяли в смеси вода/метанол/уксусная
кислота (88 : 10 : 2) до конечной концентрации
примерно 1 мг/мл.

Спектры поглощения активных соединений в
диапазоне 200–600 нм снимали с использованием
спектрофотометра UV-1800 (“Shimadzu”, Япония)
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Таблица 1. Общее количество культур (%), проявивших активность в отношении тест-штаммов B. subtilis АТСС 6633
и A. niger INA 00760

Примечание. Зона подавления роста тест-штаммов неактивными штаммами – 0 мм; слабоактивными – 1–15 мм; умеренно
активными – 16–20 мм; высокоактивными – 21 мм и более.
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Озеро Байкал 77 13
(16.9%)

57
(74%)

35
(45.5%)

12
(15.6%)

5
(6.5%)

6
(7.8%)

24
(31.1%)

2
(2.6%)

Антарктида 21 7
(33.3%)

12
(57.1%)

8
(38.1%)

8
(38.1%)

5
(23.8%)

1
(4.8%)

1
(4.8%)

0

с применением кварцевых кювет объемом 2 мл с
длиной оптического пути 1 см.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Оценка антимикробной активности 77 штам-

мов из донных грунтов озера Байкал в отношении
микромицетов и бактерий показала, что для
культур в основном характерна антибактериаль-
ная активность. Так, доля обладающих антими-
котическим действием в отношении A. niger INA
00760, составляла 2.6%, в то время как с антибак-
териальным действием в отношении B. subtilis
АТСС 6633 составила 31.1% от общего числа ис-
следуемых штаммов (табл. 1). Наибольшую ан-
тибактериальную активность проявили предста-
вители родов Trichoderma, Penicillium, Coniochaeta
и Daldinia, а наибольшую антимикотическую ак-
тивность проявили, в основном, представители
микромицетов рода Trichoderma. Важно отметить,
что в данном случае представители микромице-
тов рода Trichoderma и Penicillium встречались ча-
ще других среди выделенных изолятов [32, 33].

Оценка антимикробной активности 21 изолята
почв Антарктиды в отношении тест-штаммов поз-
волила выявить относительно немного, а именно,
4.8% культур, проявивших высокую антибактери-
альную активность и относящихся к представите-
лям рода Penicillium. Стоит отметить, что ни один
из протестированных изолятов не обладал высо-
кой антимикотической активностью.

Таким образом, исходя из полученных нами
результатов, среди психротолерантных штаммов
преобладает антибактериальная активность. Дан-
ная специфичность может быть объяснена тем, что
бактериальное сообщество этих почв представ-
лено намного большим видовым разнообразием,
в сравнении с микромицетами. Итак, продукция
антибиотиков, по-видимому, является эффек-
тивным приемом межвидовой конкуренции сре-
ди грибов этих экониш. В конечном итоге, для
дальнейшего исследования были отобраны наи-

более активные культуры, которые на данный
момент практически не изучены в качестве про-
дуцентов антибиотиков для медицинской и фар-
макологической промышленности [34]: Cado-
phora luteo-olivacea MT303851, Acremonium zona-
tum MT303852, Cladosporium cladosporioides КПБ
F-288, Penicillium vulpinum КПБ F-290, Antarctomy-
ces psychrotrophicus MT303855, Sarocladium kiliense
КПБ F-292 (табл. 2).

Оценка скорости роста культур на различных
синтетических и натуральных средах показала,
что все штаммы имели высокую скорость роста
на двух стандартных средах: синтетической среде
Чапека и среде Сабуро. В дальнейшем эти жидкие
среды использовали для оценки способности к
синтезу антибиотиков. Антибиотические вещества
накапливались преимущественно в КЖ штаммов,
а не в мицелии. Определение относительной кон-
центрации активных соединений выявила макси-
мальное содержание антибиотических веществ при
культивировании при 20°C для всех 6 культур.

Влияние микробной конкуренции на синтез ан-
тимикробных соединений психрофильными мик-
ромицетами, по литературным данным, наиболее
выражено в летний период, когда более высокие
температуры приводили к повышению общей ак-
тивности грибов [35]. В текущем исследовании мы
также продемонстрировали, что повышение темпе-
ратуры явно влияет на продукцию вторичных мета-
болитов и увеличивает синтез антибиотиков.

Изменения температуры, происходящие в раз-
личных временных масштабах (от суточных до се-
зонных и более длительных периодов), могут
иметь важное влияние на выживание и эволюцию
микроорганизмов. В полярных почвах антибио-
тическая активность была продемонстрирована
при температуре до 15°С [36–38].

Для дальнейшего изучения был отобран наи-
более перспективный штамм Penicillium vulpinum
КПБ F-290, проявивший максимальную анти-
микробную активность в отношении тест-культур.
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Штамм P. vulpinum КПБ F-290 растет при темпера-
турах от 10 до 25°С, с оптимумом около 20°С, не
продуцирует антибиотики при температуре ниже
15°С, при этом был способен интенсивно секрети-
ровать метаболиты с антимикробной активностью в
культуральную жидкость на 12–14 сут роста.

Штамм P. vulpinum КПБ F-290 проявлял высо-
кую антимикробную активность в отношении
условно-патогенных штаммов и B. subtilis АТСС
6633. Величины зон подавления роста этих тест-
культур достигали 15 ± 2 и 31 ± 2 мм соответ-
ственно. Также штамм был активен в отноше-
нии фитопатогенных пектобактерий P. carotovo-
rum и P. savastanoi, вызывающих мокрую гниль
картофеля, и проявлял незначительную анти-

микробную активность как при поверхностном,
так и при глубинном культивировании в отноше-
нии St. aureus 209P и M. luteus NCTC 8340. С це-
лью увеличения биосинтеза антибиотического
комплекса были апробированы различные спосо-
бы культивирования: поверхностное (стационар-
ное) и глубинное с использованием шейкера-ин-
кубатора (табл. 3). Для максимальной продукции
штаммом антибиотических веществ оптималь-
ным способом культивирования является по-
верхностное (стационарное), а лучшим экстра-
гентом из культуральной жидкости – этилацетат.

В дальнейшем была разработана схема разде-
ления антибиотического комплекса этилацетат-
ного и бутанольного экстрактов культуральной

Таблица 2. Антимикробная активность отобранных штаммов при различных температурах*

* Экстракты, из КЖ культур, выращенных при 4 и 10°С, не ингибировали рост тест-штаммов, зон подавления роста не на-
блюдали.

Изоляты Тест-организмы
Зоны ингибирования роста (мм) при 

разных температурах культивирования

15°С 20°С

Cadophora luteo-olivacea MT303851 B.subtilis АТСС 6633 7 ± 0.3 18 ± 0.3

E. coli ATCC 25922 0 0

A.niger INA 00760 6 ± 0.1 10 ± 0.1

C.albicans ATCC 2091 6 ± 0.2 10 ± 0.2

Acremonium zonatum MT303852 B.subtilis АТСС 6633 8 ± 0.2 10 ± 0.6

E. coli ATCC 25922 0 0

A.niger INA 00760 6 ± 0.1 9 ± 0.2

C.albicans ATCC 2091 8 ± 0.4 17 ± 0.3

Cladosporium cladosporioides КПБ F-288 B.subtilis АТСС 6633 0 0

E. coli ATCC 25922 6 ± 0.3 10 ± 0.2

A.niger INA 00760 0 0

C.albicans ATCC 2091 0 0

Penicillium vulpinum КПБ F-290 B.subtilis АТСС 6633 10 ± 0.5 31 ± 0.4

E. coli ATCC 25922 9 ± 0.4 25 ± 0.1

A.niger INA 00760 8 ± 0.1 15 ± 0.1

C.albicans ATCC 2091 9 ± 0.3 22 ± 0.3

Antarctomyces psychrotrophicus MT303855 B.subtilis АТСС 6633 0 0

E. coli ATCC 25922 0 0

A.niger INA 00760 0 0

C.albicans ATCC 2091 7 ± 0.1 10 ± 0.6

Sarocladium kiliense КПБ F-292 B.subtilis АТСС 6633 6 ± 0.1 10 ± 0.2

E. coli ATCC 25922 0 0

A.niger INA 00760 0 0

C.albicans ATCC 2091 0 0
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жидкости штамма Penicillium vulpinum КПБ F-290
после поверхностного культивирования методом
аналитической ОФ-ВЭЖХ, в результате которой
удалось получить около 40 отдельных фракций
(рис. 1). Масштабирование наработки компонен-
тов штамма P. vulpinum КПБ F-290 осуществляли

при оптимальной нагрузке по суммарному веще-
ству и в условиях оптимизированного градиента.

У этилацетатного экстракта наибольшая ан-
тимикробная активность была характерна для
четырех фракций (290Э-32, 290Э-36, 290Э-37 и
290Э-39), которые элюировались с колонки в
диапазоне 41–47 мин (рис. 1а). При этом отдель-
но было проверено наличие ингибирующих
свойств суммарной несвязавшейся с неподвиж-
ной фазой фракции (“провала”) (290Э-1). Фрак-
ции 290Э-1 и 290Э-39 ингибировали рост B. subtilis
АТСС 6633 и Candida albicans ATCC 2091, величи-
на зон подавления варьировалась в пределах
30/17 ± 0.1 мм и 29/23 ± 0.2 мм соответственно.
Фракции 290Э-32, 290Э-36 и 290Э-37 обладали
антифунгальной активностью в отношении A. ni-
ger INA 00760, величина их зон подавления роста
была в пределах 15/22/27 ± 0.2 мм соответствен-
но. Фракция 1 характеризовалась относительно
полярными свойствами и была отнесена к β-лак-
тамным антибиотикам (в частности, пеницилли-
нового ряда), 4 других соединения обладали более
выраженными гидрофобными свойствами.

У бутанольного экстракта наибольшая антимик-
робная активность была отмечена также для гидро-
фобных фракций 290Б-25, 290Б-26 и 290Б-29, ко-
торые также элюировались в том же временном
диапазоне, что и активные компоненты 290Э
(рис. 1б). Все индивидуальные соединения обла-
дали антигрибной активностью в отношении
A. niger INA 00760 и C. albicans ATCC 2091, при этом
фракция 290Б-26 также обладала антибактериаль-
ной активностью в отношении E. coli ATCC 25922, а
290Б-29 фракция – антибактериальной активно-
стью в отношении B. subtilis АТСС 6633. Стоит от-
метить, что этилацетат оказался более эффектив-
ным экстрагентом для соединений культуральной
жидкости P. vulpinum, чем бутанол: при качествен-
ной оценке суммарный выход растворенного ве-
щества был значительно выше (рис. 1). При этом,
что касается зоны выхода группы активных ком-
понентов, то стоит отметить их частичное совпа-
дение по наличию в каждом из экстрактов. Так,
фракция 290Э-39 по времени удерживания на
колонке соответствовала 290Б-29, что находит
свое подтверждение по спектру их антимикроб-
ных свойств.

Таблица 3. Зоны подавления роста тест-культур штаммом P. vulpinum КПБ F-290 при поверхностном и глубин-
ном культивировании

Способ 
культивирования

P. vulpinum КПБ F-290

Зоны подавления роста тест-культур этилацетатными/бутанольными экстрактами
(10 мг/диск), мм

B. subtilis
АТСС 6633

E. coli
ATCC 25922

A. niger
INA 00760

C. albicans
ATCC 2091

Поверхностное 31/25 15/19 11/0 14/13
Глубинное 18/19 11/11 0/0 12с/12

Рис. 1. Фракционирование экстракта P. vulpinum КПБ
F-290 методом аналитической ОФ-ВЭЖХ: а – про-
филь этилацетатного экстракта штамма P. vulpinum
КПБ F-290; б – профиль бутального экстракта штам-
ма P. vulpinum КПБ F-290. Серым выделены фракции,
обладавшие ингибирующей рост тест-штаммов ак-
тивностью.
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На грибы минимальная подавляющая концен-
трация (МПК) фракций в отношении A. niger INA
00760 составляла от 6.25 до 12.5 мкг/мл. В отно-
шении C. albicans ATCC 2091 МПК варьировалась
от 3.125 до 6.25 мкл/мл. На бактерии МПК в отно-
шении B. subtilis АТСС 6633 равнялась 25 мкг/мл, а
в отношении E. coli ATCC 2592 около 100 мкг/мл.

Для дальнейшей структурной характеристики
была выбрана фракций 290Э-39 (290Б-29) ввиду ее
наибольшего выхода по сравнению с остальными.
Так, в результате ее анализа методом ESI-MS был
получен тотальный масс-спектр с рядом преобла-
дающих сигналов m/z в режиме [M + H] (756.57,
782.57, 844.69 и 885.55 Да), а также некоторых ми-
норных (718.54 и 744.56 Да). По каждому из детек-
тированных значений m/z показано наличие ха-
рактерного изотопного распределения; также
между соответствующими значениями m/z не по-

казано наличие различий в массах, которые соот-
ветствовали какой-либо стандартной модифика-
ции (например, метильной или гидроксильной
группы). Следовательно полученные значения мо-
гут соответствовать спектру фрагментации метабо-
лита с массой [M + H] 844.69 Да с вероятным про-
изводным [M + H] 885.55 Да (рис. 2).

С целью выявления наличия свободных амино-
групп в исследуемой молекуле, которые, в частно-
сти, могли бы указать на его возможную пептид-
ную природу, была проведена реакция модифи-
кации нативного соединения 290Э-39 (290Б-29)
органическим флуорофором активированным
эфиром Coumarin 343 X с последующей детекцией
продуктов реакции аналитической ОФ-ВЭЖХ. Ха-
рактер изменения хроматографичекой подвижно-
сти детектируемых пиков позволяет сделать вывод
о наличии по крайней мере одной производной
(данные не представлены). Кроме того, спектр по-
глощения исследуемого соединения показал близ-
кий к типовому для большинства ген-кодируемых
полипептидов профилю с характерными значения-
ми минимумов и максимумов поглощения, соот-
ветственно, при длинах волн менее 230 нм, и диа-
пазоне 260–280 нм (рис. 3).

Таким образом, в результате исследований был
отобран психотолерантный штамм P. vulpinum КПБ
F-290, изучен комплекс его вторичных метаболи-
тов, обладающих антимикробной активностью. В
состав несвязавшейся с колонкой при ОФ-ВЭЖХ
анализе суммарной фракции с высокой степенью
вероятности входят представители β-лактамных
антибиотиков, кроме того, был выделен новый
активный полипептид, обладающий антимик-
робным действием в отношении грамположи-
тельных бактерий, в том числе фитопатогенных
пектобактерий.

Рис. 2. Масс-спектрометрический анализ активного соединения 290Б-29 (290Э-39).
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Antimicrobial Properties and Effect of Temperature on the Formation 
of Secondary Metabolites in Psychrophilic Micromycetes
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The ability of representatives of psychrotolerant micromycetes to produce antimicrobial compounds was in-
vestigated. As a result of the screening, a promising producer of Penicillium vulpinum antibiotics KPB F-290
was selected. The producer exhibited both antifungal and antibacterial activity against opportunistic fungi
and bacteria. The isolated active fractions, according to the totality of the revealed data, can be attributed to
the group of antimicrobial compounds, including β-lactam antibiotics.
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Оптимизированы процессы биокаталитического ацилирования 1-метил-5-меркапто-1,2,3,4-тетразо-
лил-7-аминоцефалоспорановой кислоты (7-TMCA) и 7-аминоцефалоспорановой кислоты (7-ACA)
метиловым эфиром манделовой кислоты (MEMA) с использованием иммобилизованной синтетазы
цефалоспоринов-кислот. В оптимизированных условиях в водно-органической среде, содержащей
43% (об./об.) этиленгликоля, при 30°С в спонтанно устанавливающемся градиенте рН в диапазоне
8.0–6.0 достигнуты выходы биокаталитической трансформации 80.8 ± 1.9% при ацилировании
7-TMCA (концентрация 100–120 мМ) с образованием цефамандола (CFM) и 88.6 ± 2.0% при ацили-
ровании 7-ACA (концентрация 140–170 мМ) с образованием полупродукта синтеза CFM (S-p CFM).
Различия в исходных концентрациях 7-TMCA и 7-ACA определяются различиями в растворимости
этих субстратов. С учетом несомненных экологических преимуществ процесса химической транс-
формации полупродукта S-p CFM в CFM перед процессом получения 7-TMCA из 7-ACA сделан вы-
вод о предпочтительности химико-биокаталитического синтеза CFM по второму пути.

Ключевые слова: цефамандол, биокаталитический синтез, синтетаза цефалоспоринов-кислот, син-
тез с ацильным переносом, 7-аминоцефалоспорановая кислота, растворимость ключевых амино-
кислот
DOI: 10.31857/S0555109922030126

Цефамандол (CFM) – парентеральный цефа-
лоспориновый антибиотик второго поколения,
обладающий широким спектром действия и ха-
рактеризующийся высокой устойчивостью к
действию плазмидных β-лактамаз, в том числе
стафилококковых пенициллиназ [1]. К досто-
инствам CFM можно отнести его высокую эф-
фективность при инфекциях, вызванных гемо-
фильной палочкой, а также возможность сочета-
ния данного цефалоспорина с пенициллинами и
аминогликозидами.

Биокаталитический синтез полусинтетических
β-лактамных антибиотиков – перспективное на-
правление в области органического синтеза, аль-
тернатива химическому синтезу в производстве
лекарственных препаратов. Биокаталитический
синтез β-лактамов является предметом много-
численных исследований [2–5], поскольку поз-
воляет избежать использования токсичных реа-
гентов, больших объемов органических раство-

рителей, низких температур реакций, а также
очистки промежуточных продуктов при многосту-
пенчатом процессе химического синтеза β-лактам-
ных антибиотиков. Таким образом, применение
биокаталитической трансформации для получения
β-лактамных антибиотиков безусловно может сни-
зить нагрузку на окружающую среду и уменьшить
затраты на производство [6, 7].

Для биокаталитических процессов трансфор-
мации органических соединений используют фер-
менты не в растворенном виде, а в виде гетероген-
ных биокатализаторов (БК) – иммобилизованных
(связанных с твердыми носителями) ферментов.
Благодаря высокой специфичности фермента уда-
ется получать целевые продукты высокой степени
чистоты [8–10].

Ранее в работе [11] по сопоставлению эффек-
тивности двух химико-биокаталитических путей
синтеза антибиотика цефазолина (CEZ) был изу-
чен и оптимизирован его биокаталитический

УДК 577.151;579.66

EDN: TAPXIO
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синтез путем ацилирования 3-[(5-метил-1,3,4-
тиадиазол-2-ил)-тиометил]-7-аминоцефалоспо-
рановой кислоты (TDA), а также синтез полу-
продукта CEZ (S-p CEZ) путем ацилирования 7-
аминоцефалоспорановой кислоты (7-ACA). На
основании полученных результатов был сделан вы-
вод о предпочтительности использования биоката-
литического ацилирования 7-ACA для разработки
химико-биокаталитической технологии получе-
ния CEZ.

Настоящая работа посвящена сопоставлению
двух биокаталитических путей синтеза другого

β-лактамного антибиотика – цефамандола. CFM
может быть синтезирован двумя химико-биока-
талитическими путями, показанными на рис. 1.
Традиционный химико-биокаталитический под-
ход к синтезу CFM основан на том, что сначала
химическим методом вводят необходимый заме-
ститель в С3-положение 7-ACA (рис. 1, трансфор-
мация 1), а затем осуществляют биокаталитическое
ацилирование аминогруппы полученного произ-
водного 1-метил-5-меркапто-1,2,3,4-тетразолил-
7-аминоцефалоспорановой кислоты (7-TМСА) с
образованием CFM (рис. 1, трансформация 2).

Рис. 1. Пути химико-биокаталитического синтеза CFM. 1 – xимический синтез 7-TMCA из 7-ACA; 2 ‒ биокатали-
тический синтез CFM из 7-TMCA; 3 – биокаталитический синтез S-p CFM из 7-ACA; 4 – xимический синтез CFM
из S-p CFM.
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Альтернативным химико-биокаталитическим
подходом является использование биокатализа
для ацилирования аминогруппы в С7-положе-
нии 7-ACA (рис. 1, трансформация 3) с последу-
ющим химическим превращением полупродукта
CFM (S-p CFM) в целевой антибиотик (рис. 1,
трансформация 4).

Биокаталитический синтез CFM и S-p CFM
проводили методом ацильного переноса (кинети-
чески-контролируемого синтеза) [6, 10, 11], ис-
пользуя 7-TMCA и 7-ACA в качестве ключевых
аминокислот (КА) и метиловый эфир манделовой
кислоты (МЕМА) в качестве ацилирующего аген-
та (АА). В качестве биокатализатора использова-
ли иммобилизованную синтетазу цефалоспори-
нов-кислот (IECASA). Фермент катализирует три
конкурентные реакции: синтез CFM или S-p
CFM и две побочные гидролитические реакции, а
именно, гидролиз ацилирующего агента MEMA и
расщепление ациламидной связи целевого продук-
та с образованием побочного продукта – мандело-
вой кислоты (МА). Выход β-лактамного антибио-
тика кинетически контролируется, поскольку он
зависит от скорости всех протекающих реакций.

Высокоспецифичным к цефалоспоринам-кис-
лотам является фермент синтетаза цефалоспори-
нов-кислот (Cephalosporin-acid synthetase, CASA
КФ 3.5.1.11) [6, 12]. Было установлено [12], что
CASA кодируется геном, который является гомо-
логом гена широко специфичной пенициллинаци-
лазы (ПА) из Escherichia coli . В настоящей работе в
качестве БК был использован фермент CASA, про-
дуцируемый рекомбинантным штаммом E. coli
ВКПМ В-12316 и иммобилизованный путем ко-
валентного связывания с эпокси-активирован-
ным макропористым носителем [5].

Цель работы – оптимизация ключевых стадий
двух химико-биокаталитических путей получения
CFM, а именно, процессов биокаталитического
ацилирования 7-ТМСА с образованием CFM и
7-ACA с образованием полупродукта S-p CFM,
катализируемых IECASA. В качестве критериев
оптимизации использовали выход целевого про-
дукта биокаталитической трансформации по отно-
шению к КА и достигаемую концентрацию β-лак-
тамного продукта в конечной реакционной смеси.
Оптимизацию осуществляли по таким парамет-
рам, как начальная концентрация КА и состав ре-
акционной среды, а именно, концентрация в ней
смешивающегося с водой двухатомного спирта
этиленгликоля (ЭГ). 

МЕТОДИКА

Материалы. В работе использованы коммерче-
ские образцы 7-ACA фирмы “Anhui BBCA Phar-
maceutical Co., LTD” (Китай) 93%-ной чистоты,
определеной методом ВЭЖХ; 7-ТМСА, “Shan-

dong Sihuan Pharmaceutical Co., Ltd.”, (Китай)
96.5%-ной чистоты, также определенной мето-
дом ВЭЖХ; МЕМА (“Sigma-Aldrich”, США) –
чистота 99%, определена методом ВЭЖХ; цефа-
мандол натриевая соль (“Sigma-Aldrich”, США) –
чистота 99% (по ВЭЖХ); МА (“Sigma-Aldrich”,
США) – чистота 99%, (по ВЭЖХ); ЭГ (“РеаХим-
Лаб”, Россия) – ГОСТ 19770–83, 99.9%, концен-
трат. Лабораторный образец стандарта S-p CFM
(97% чистоты, определено методом ВЭЖХ) лю-
безно предоставлен Сычуаньским индустриаль-
ным институтом антибиотиков (Китай).

Получение биокатализатора IECASA. Биока-
тализатор IECASA получали согласно методике,
описанной в работах [5, 11], путем иммобилиза-
ции фермента CASA из рекомбинантного штам-
ма E. coli ВКПМ В-12316 на макропористом эпок-
си-активированном носителе Seplite LX-1000EP
(“Sunresin New Materials”, Китай). Для работы
был получен образец IECASA с синтетазной ак-
тивностью 340 МЕ/г влажного БК при содержа-
нии сухих веществ 37%.

Синтетазную активность образца гетерогенно-
го биокатализатора IECASA определяли по на-
чальной скорости реакции синтеза CEZ из TDA и
метилового эфира 1(H)-тетразолилуксусной кис-
лоты (METzAA) с контролем содержания CEZ в
реакционной смеси методом ВЭЖХ.

За 1 международную единицу (МЕ) синтетазной
активности образца в реакции синтеза СEZ прини-
мали такое количество препарата, которое катали-
зирует образование 1 мкмоля CEZ за 1 мин в рас-
творе, содержащем 60 мМ TDA и 240 мМ METzAA
при температуре 30°С и начальном значении
рН 7.5 [5, 11].

Анализ методом ВЭЖХ. Анализ реакционных
смесей, получаемых при биокаталитическом син-
тезе CFM и S-p CFM, а также смесей, получаемых
при изучении растворимости субстратов, прово-
дили методом ВЭЖХ в изократическом режиме на
хроматографе фирмы “Gilson” (США) с использо-
ванием хроматографической колонки “Spherisorb
ODS”, 250 × 4 мм с диаметром частиц 7.5 мкм. В
качестве мобильной фазы использовали смесь,
состоящую из 0.05 М фосфатно-аммонийного бу-
фера, рН 4.0, и метанола в различных соотношени-
ях в зависимости от изучаемого процесса (табл. 1).
Скорость потока мобильной фазы – 1.0 мл/мин.
Детектирование пиков анализируемых веществ
осуществляли спектрофотометрически при длине
волны 218 или 254 нм. Условия проведения анализа
методом ВЭЖХ и времена удерживания анализи-
руемых веществ (RT) представлены в табл. 1.

Проведение синтеза CFM и S-p CFM, катализи-
руемого IECASA. Биокаталитический синтез CFM
и S-p CFM осуществляли путем ацилирования со-
ответствующей КА (7-ТМСА или 7-ACA) метило-
вым эфиром манделовой кислоты. Для проведе-
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ния процесса синтеза использовали стеклянный
реактор емкостью 75 мл, оборудованный лопаст-
ной механической мешалкой и снабженный си-
стемами поддержания температуры и рН. Для
приготовления раствора субстратов в реакторе
при температуре 30 ± 1°С суспендировали навес-
ку КА в 0.3 М фосфатно-натриевом буфере (ФБ),
рН 8.3, с добавлением или без добавления ЭГ.
Растворение КА осуществляли под контролем
рН при постоянном перемешивании и порцион-
ном добавлении 2 М NaOH вплоть до полного
растворения КА. При этом рН не превышал ве-
личину 8.0. После растворения КА вносили на-
веску МЕМА. Раствор перемешивали в течение
3–5 мин до полного или частичного растворения
АА и начинали процесс биокаталитического син-
теза, добавляя навеску IECASA, необходимую для
создания в реакционной смеси требуемого содер-
жания активного фермента (СЕ = 10–30 МЕ/мл).
Значение рН снижалось по ходу реакции за счет
образования МА. Процесс синтеза CFM или S-p
CFM проводили при постоянном умеренном пе-
ремешивании реакционной смеси, температуре
(30 ± 1)°С в спонтанно устанавливающемся гра-
диенте рН. После достижения значения рН, рав-
ного 6.0, его поддерживали добавлением 2.0 М
NaOH. Синтез останавливали, отделяя IECASA
вакуумной фильтрацией на пористом стеклян-
ном фильтре.

Для исследования динамики процесса синтеза
каждые 5–10 мин отбирали пробу реакционной
смеси и контролировали в ней методом ВЭЖХ
содержание четырех компонентов: КА (7-TMCA
или 7-ACA), ацилирующего агента MEMA, целе-
вого β-лактамного продукта (CFM или S-p CFM)
и побочного продукта МА. Синтез проводили до

достижения стабильного плато на кривой зависи-
мости относительной концентрации целевого
продукта от времени (плато максимальной кон-
центрации целевого продукта,  мМ). Отно-
сительное содержание целевого продукта (CFM
или S-p CFM) в текущий момент времени рассчи-
тывали по отношению к содержанию в реакцион-
ной смеси КA (7-ТМСА или 7-ACA) в начальный
момент времени (  мМ). Максимальную сте-
пень трансформации КА в целевой продукт (мак-
симальный выход целевого продукта,  %) рас-
считывали по формуле: 

(средние данные на плато).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Растворимость субстратов биокаталитического

синтеза CFM и S-p CFM. Учет растворимости КА
и АА является важным инструментом для выбора
оптимальных условий процессов биокаталити-
ческого синтеза β-лактамов [14]. Растворимость
7-TMCA, 7-ACA и МЕМА изучали в условиях, мо-
делирующих условия проведения биокаталитиче-
ских процессов, а именно: 30°С, 0.3 М ФБ, началь-
ная концентрация ЭГ (СЭГ, % об./об.) – 0 или 43%.
Эксперименты проводили методом насыщения,
описанным в работах [5, 14, 16]. Полученные ре-
зультаты представлены в табл. 2.

Не зависящая от рН растворимость МЕМА, не
являющегося электролитом, была изучена при
рН 6.5, что обеспечило практическое отсутствие

макс
продC ,

o
KAC ,

максη ,

= ×
макс

макс прод
о
КА

С
η 100

С

Таблица 1. Условия проведения анализа методом ВЭЖХ

Процесс Определяемый 
компонент

Содержание метанола
в мобильной фазе, % 

(об./об.)
Детекция, нм RT, мин

Биокаталитический синтез S-p CFM

7-ACA
1

218

7.8–8.0

MA 5.3–5.8

S-p CFM
35

4.1–4.5

MEMA 6.8–7.3

Биокаталитический синтез CFM

7-TMCA
5

218

11.6–12.0

MA 4.5–4.7

MEMA
35

7.0–7.3

CFM 4.5–5.5

Определение растворимости 7-ACA 7-ACA 5 254 2.8–5.0

Определение растворимости 7-TMCA 7-TMCA 8 254 8.0–8.3

Определение растворимости MEMA MEMA 35 218 7.0–7.3



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 3  2022

АЛЬТЕРНАТИВНЫЕ ПУТИ СИНТЕЗА ЦЕФАМАНДОЛА 257

спонтанного гидролиза данного эфира в процессе
проведения экспериментов. Из табл. 2 видно, что
присутствие ЭГ существенно влияло на раствори-
мость МЕМА. Так в водной буферной среде при
СЭГ = 0 % (об./об.) растворимость MEMA состав-
ляла 130 мМ, а при СЭГ = 43% (об./об.) она дости-
гала 360 мМ.

Для 7-TMCA и 7-ACA было изучено влияние
рН на растворимость этих аминокислот при сла-
бокислом, нейтральном и слабощелочном рН и
определены константы ионизации карбоксиль-
ной (рK2) и аминогруппы (рK1), а также характе-
ристическая растворимость (S±).

Для аминокислот 7-TMCA и 7-ACA зависи-
мость растворимости (S, мМ) от рН, описывается
уравнением:

(1)

При нейтральных и щелочных рН в условиях
полного депротонирования карбоксильной груп-
пы аминокислоты может быть использовано урав-
нение:

(1.1)

+ +
±

+
+ +=

2
1 1 2

1

[H ] [H ] .
[H ]

K K KS S
K

± ±
+= + 2

1 .
[H ]

S S S K

При кислых рН в условиях полного протони-
рования аминогруппы аминокислоты примени-
мо уравнение:

(1.2)

где [H+] – концентрация ионов водорода в рас-
творе при заданном рН, мМ;

K2 – константа ионизации карбоксильной
группы аминокислоты, мM;

K1 – константа ионизации аминогруппы ами-
нокислоты, мM;

S± – растворимость индивидуальной электро-
нейтральной цвиттерионной формы аминокис-
лоты (характеристическая растворимость элек-
тролита), мM.

На рис. 2а и 3а представлена линеаризация
экспериментальных данных в координатах урав-
нения (1.1, S vs. 1/[H+]), полученных при изуче-
нии влияния pH на растворимость аминокислот
7-ТМСА и 7-ACA при нейтральном и слабощелоч-
ном pH при СЭГ = 0% (об./об.) и СЭГ = 43% (об./об.)
соответственно. Линеаризация в координатах
уравнения (1.2, S vs. [H+]) экспериментальных дан-
ных, полученных при изучении влияния pH на рас-
творимость аминокислот при нейтральном и сла-
бокислом pH при СЭГ = 0% (об./об.) и СЭГ = 43%

±
± += +

1

[H ],SS S
K

Таблица 2. Влияние этиленгликоля на кислотно-основные свойства и растворимость субстратов биокаталити-
ческого синтеза CFM и S-p CFM

* Характеристическая растворимость электролита – это растворимость его электронейтральной формы, а именно, цвиттери-
онной формы в случае аминокислоты (S±). Растворимость неэлектролита (S) не зависит от рН.

Соеди-
нение Структура Электрохими-

ческая природа

Константы ионизации
Характерис-

тическая 
раствори-

мость, мМ*

Концент-
рация 

этилен-
гликоля
CЭГ, % 

(об./об.)

pK1 pK2

MEMA Неэлектролит _ _

134 ± 4 0

360 ± 11 43

7-TMCA Электролит,
аминокислота

2.16 ± 0.03 4.71 ± 0.05 0.22 ± 0.03 0

2.33 ± 0.03 4.72 ± 0.05 0.15 ± 0.03 43

7-ACA Электролит,
аминокислота

1.73 ± 0.02 4.70 ± 0.05 [11] 2.78 ± 0.09 0

2.25 ± 0.03 4.58 ± 0.05 1.42 ± 0.14 43

C
OCH3

O
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N

SH2N

COOH
O

S

N N

N
N

N

SH2N

COOH
O

O

O



258

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 3  2022

СКЛЯРЕНКО и др.

(об./об.), представлена на рис. 2б и 3б соответ-
ственно.

Рассчитанные значения констант ионизации и
характеристической растворимости для 7-ТМСА
и 7-ACA приведены в табл. 2. На величину pK2
7-ТМСА и 7-ACA этиленгликоль практически не
влиял, однако увеличивал величину pK1, особен-
но в случае 7-ACA (на 0.5 ед. рН). Для обеих ами-
нокислот в присутствии ЭГ характеристические
растворимости снижались: в 1.5 раза для 7-ТМСА
и в 2 раза для 7-ACA. 

По уравнению (1) с использованием констант,
представленных в табл. 2, были рассчитаны тео-
ретические кривые зависимости растворимости

7-ТМСА и 7-ACA от pH при СЭГ = 0% (об./об.)
и СЭГ = 43% (об./об.) (кривые 1–4 на рис. 4). На
рис. 4 представлена также растворимость МЕМА в
водной среде (кривая 5) и в присутствии ЭГ (кри-
вая 6).

Влияние ЭГ на растворимость КА различно:
растворимость 7-TMCA в присутствии ЭГ снижа-
лась (кривые 1 и 2, рис. 4), а растворимость 7-АСА
существенно увеличивалась (кривые 3 и 4, рис. 4).
При этом во всем изученном диапазоне рН рас-
творимость 7-АСА значительно превышала рас-
творимость 7-TMCA как в водной среде (кривые 3
и 1, рис. 4), так и в присутствии ЭГ (кривые 4 и 2,

Рис. 2. Зависимости растворимости 7-ТМСА от рН в
0.3 M ФБ при 30°C: а – в координатах уравнения (1.1),
б – в координатах уравнения (1.2). 1 – СЭГ = 0%
(об./об.); 2 – СЭГ = 43% (об./об.).
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Рис. 3. Зависимости растворимости 7-АСА от рН в
0.3 M ФБ при 30°C: а – в координатах уравнения (1.1),
б – в координатах уравнения (1.2). 1 – СЭГ = 0%
(об./об.); 2 – СЭГ = 43% (об./об.).
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рис. 4). В рабочем диапазоне pH 6.0–7.0, где
CASA обладает высокой активностью и стабиль-
ностью [5], растворимость 7-ТМСА в водной сре-
де изменялась от 4.5 до 43 мМ, а растворимость
7-АСА превышала ее более чем в 10 раз, изменя-
ясь от 55 до 570 мМ (расчет по уравнению (1)).
Присутствие в среде ЭГ (СЭГ = 43%, (об./об.)) уве-
личивало разрыв в растворимости КА в диапазоне
pH 6.0–7.0 до 80 раз: растворимость 7-ТМСА из-
менялась от 3.0 до 30 мМ, а растворимость 7-АСА
от 250 до 2500 мМ (расчет по уравнению (1)). В
присутствии ЭГ (СЭГ = 43%, (об./об.)) раствори-
мость МЕМА увеличивалась в 2.8 раза по сравне-
нию с водной средой (СЭГ = 0%, (об./об)) (кривые 6
и 5 на рис. 4, табл. 2). При изучении синтеза CFM
для достижения в реакционной смеси исходной
концентрации 7-ТМСА, превышающей ее рас-
творимость в рабочем диапазоне pH 6.0–7.0, рас-
твор субстратов готовили при рН около 8.0. В ходе
ацилирования 7-ТМСА метиловым эфиром ман-
деловой кислоты рН снижался за счет образова-
ния МА, однако 7-ТМСА не выпадала в осадок за
счет эффекта перенасыщения, как это описано
ранее для TDA при синтезе CEZ в работе [5].

Таким образом, с точки зрения возможности
создания в реакционной среде высоких исходных
концентраций КА  и АА  предпочти-
тельным является биокаталитический процесс
ацилирования 7-АСА с образованием S-p CFM,
протекающий в среде, содержащей ЭГ.

Оптимизация процессов биокаталитического
синтеза CFM и S-p CFM, катализируемого IECASA.
Для повышения выхода целевого β-лактама в про-
цессах синтеза с ацильным переносом может быть
использована водно-органическая среда, содер-
жащая смешивающийся с водой двухатомный
спирт ЭГ. Наблюдаемый эффект является след-
ствием снижения активности воды в присутствии
органических растворителей, влекущей за собой
уменьшение скорости непродуктивных гидроли-
тических процессов. При этом замедляется гидро-
лиз как ацилирующего агента, так и целевых про-
дуктов [16, 17]. В ряде работ было продемон-
стрировано существенное увеличение выхода
амино-β-лактамных антибиотиков ампицилли-
на [18–20] и цефалексина [21–23] в процессах их
кинетически-контролируемого синтеза, катализи-
руемого иммобилизованной различными спосо-
бами ПА из E. coli, за счет присутствия ЭГ в реак-
ционной среде. Было показано, что растворитель
не оказывал инактивирующего действия на ПА из
E. coli [18, 19]. В настоящей работе ЭГ был исполь-
зован для увеличения выхода CFM и S-p CFM,
относящихся к классу β-лактамов-кислот, в про-
цессах их биокаталитического синтеза, катализи-
руемого БК на основе рекомбинантного фермента
CASA, гомологичного ПА из E. coli [12].

( )o
KAC ( )o

АAC ,
Процессы биокаталитического ацилирования

7-TMCA и 7-ACA метиловым эфиром мандело-
вой кислоты проводили в следующих условиях:
30°С, 0.3 М ФБ, Хо = 3.3 M/М (мольный избыток

АА над КА, ), спонтанный градиент pH

(спонтанное снижение рН от значения, при кото-
ром растворяют субстраты, до рН 6.0 и поддержа-
ние этого значения рН до завершения процесса).
Эти условия были выбраны для биокатализатора
IECASA при оптимизации процессов синтеза
CEZ и S-p CEZ [5, 11]. В настоящей работе при
оптимизации процессов синтеза CFM и S-p CFM
варьировали два параметра: начальную концен-
трацию КА (  = 60–120 мМ или  =
= 60–170 мМ) и концентрацию ЭГ в реакцион-
ной смеси (СЭГ = 0–43%, (об./об.)). Биокатализа-
тор IECASA вносили в количестве, обеспечиваю-
щем содержание активного фермента в реакци-
онной смеси СЕ = 10–30 ME/мл, так, чтобы
длительность процесса, включая плато макси-
мальной концентрации продукта, составляла
70–90 мин.

Отметим, что ЭГ тормозит не только побочные
процессы гидролиза, протекающие при синтезе с
ацильным переносом, но и (в меньшей степени)
целевой процесс синтеза [17]. Было показано, что
начальная скорость накопления CFM в процессе
его биокаталитического синтеза снижалась в два
раза при СЭГ = 43% (об./об.) по сравнению с на-
чальной скоростью процесса в водной среде. Про-
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Рис. 4. Теоретические кривые зависимости раство-
римости субстратов от рН, рассчитанные с исполь-
зованием констант, представленных в табл. 2 (30°C,
0.3 M ФБ). Кривые 1–4 рассчитаны по уравнению (1).
1 – 7-TМСA при СЭГ = 0%; 2 – 7-TМСA при СЭГ = 43%;
3 – 7-АСA при СЭГ = 0%; 4 – 7-АСA при СЭГ = 43%;
5 – МЕМА при СЭГ = 0%; 6 – МЕМА при СЭГ = 43%.
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цессы биокаталитического синтеза CFM и S-p
CFM при концентрациях ЭГ более 43% (об./об.)
не изучались, так как их осуществление за вре-
мя, не превышающее 90 мин, требует содержания
IECASA в реакционной смеси более 100 мг/мл,
что затрудняет массообменные процессы.

В каждом эксперименте по синтезу β-лактама
осуществляли динамический контроль состава ре-
акционной смеси по всем компонентам (КА, АА,
целевой продукт, МА) и рассчитывали балансы по
β-лактаму и МА. Результаты двух экспериментов,
проведенных при СЭГ = 43% (об./об.), показаны
на рис. 5 и 6 для биокаталитического ацилирования
7-ТМСА и 7-ACA соответственно, при макси-
мальной использованной концентрации КА для
каждого процесса:  = 120 мМ (рис. 5) и

 = 170 мМ (рис. 6).
В обоих процессах наблюдалось продолжи-

тельное плато на кривых накопления целевого
продукта (рис. 5 и 6, кривые 2). Максимальные
выходы CFM и S-p CFM, рассчитанные как сред-
нее значение на плато, составили в этих экспери-
ментах 81.3 ± 2.2 и 88.8 ± 2.3% соответственно.
Особенностью процесса синтеза S-p CFM, ре-
зультаты которого представлены на рис. 6, было
использование АА при начальной концентрации
560 мМ, превышающей растворимость MEMA.

−
о
7 TMCAC

−
о
7 ACAC

Из-за неполного растворения MEMA в течение
первых 15 мин наблюдалось отсутствие баланса
не только по МА (рис. 6, кривая 6), но и по β-лак-
таму (рис. 6, кривая 3). Это можно объяснить тем,
что часть 7-AСА также выпадала в осадок в при-
сутствии нерастворенных кристаллов АА. Далее
оба баланса достигали 100%, т.е. оба субстрата
полностью растворялись, а кроме того, в системе
отсутствовали побочные процессы, в том числе с
участием β-лактамного ядра.

На основании результатов всех проведенных
экспериментов по синтезу CFM и S-p CFM, ката-
лизируемому IECASA, были построены зависи-
мости максимального выхода продукта реакции
(  %) от концентрации ЭГ (СЭГ, % (об./об.)) и

от начальной концентрации КА (  мМ), пред-
ставленные на рис. 7 и 8 соответственно.

Использование водно-органической среды,
содержащей ЭГ, позволило повысить выход CFM
(рис. 7, кривая 1) с 60% (СЭГ = 0% (об./об.)) до
70% (СЭГ = 43%, (об./об.)). С увеличением кон-
центрации ЭГ от 0 до 43% (об./об.) выход S-p СFM
возрос с 80% до 88% (рис. 7, кривая 2).

максη ,
о
КAC ,

Рис. 5. Изменение состава реакционной смеси (отно-
сительные концентрации, %) от времени при синтезе
CFM, катализируемом IECASA (30°C, 0.3 M ФБ, CE =

= 30 МЕ/мл,  = 120 мМ,  = 400 мМ, Xo =
= 3.3 М/М, СЭГ = 43% (об./об.), спонтанный градиент
рН в диапазоне рН 8.0–6.0). 1 – 7-ТМСА; 2 – CFM,

рассчитаны по отношению к  3 – баланс (%) по
β-лактаму, сумма относительных концентраций
7-ТМСА и CFM; 4 – MEMA, 5 – MА, рассчитаны по

отношению к  6 – баланс (%) по MA – сумма от-
носительных концентраций CFM, MEMA и MA.
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Рис. 6. Изменение состава реакционной смеси (отно-
сительные концентрации, %) от времени при синтезе
S-p CFM, катализируемом IECASA (30°C, 0.3 M ФБ,

CE = 30 МЕ/мл,  = 170 мМ,  = 560 мМ, Xo =
= 3.3 М/М, СЭГ = 43% (об./об.), спонтанный градиент
рН в диапазоне рН 8.0–6.0): 1 – 7-ACA; 2 – S-p CFM,

рассчитаны по отношению к  3 – баланс (%) по
β-лактаму, сумма относительных концентраций 7-ACA
и S-p CFM; 4 – МЕMА; 5 – MA, рассчитаны по отно-

шению к  6 – баланс (%) по MA – сумма относи-
тельных концентраций S-p CFM, MEMA и MA.
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Для дальнейших исследований процессов био-
каталитического синтеза СFM и S-p СFM, ката-
лизируемых IECASA, была выбрана водно-орга-
ническая среда, содержащая ЭГ в концентрации
43% (об./об.), поскольку она обеспечивала наи-
более высокий выход целевых продуктов. Зави-
симости максимального выхода каждого из про-
цессов (ηмакс, %) от начальной концентрации
КА (  мМ) представлены на рис. 8. Зависи-
мость выхода CFM от  была исследована в
диапазоне 50–120 мМ (рис. 8, кривая 1), посколь-
ку растворимость 7-ТМСА в условиях проведе-
ния эксперимента не позволяла достичь в исход-
ной реакционной смеси более высокой концен-
трации КА, чем 120 мМ. Зависимость выхода S-p
CFM от начальной концентрации 7-ACA была
исследована в диапазоне  = 40–170 мМ (рис. 8,
кривая 2). Растворимость 7-ACA в условиях про-
ведения эксперимента при СЭГ = 43% (об./об.),
рН 6.0–8.0 очень высока (рис. 4, кривая 4), одна-
ко диапазон используемой  при Хо = 3.3 М/М
ограничен сверху растворимостью МЕМА.

Зависимости выхода продукта от  имеют вид
кривых с насыщением (рис. 8). Выход CFM моно-
тонно возрастал с ростом концентрации 7-ТМСА
вплоть до  = 100 мМ и в диапазоне  от 100–
120 мМ достигал среднего значения 80.8 ± 1.9%.
Наибольший выход продукта процесса синтеза
S-p CFM достигался в диапазоне  от 140–
170 мМ и его среднее значение в данном диапазо-
не составляло 88.6 ± 2.0%.

На основании полученных результатов были
выбраны следующие оптимальные условия про-
цессов синтеза CFM и S-p CFM, катализируемых
IECASA: 30°С, 0.3 М ФБ, СЭГ = 43% (об./об.),
СЕ = 30 МЕ/мл, спонтанный градиент рН в диа-

пазоне рН 8.0–6.0, Хо = 3.3 M/М,  = 100–120 мМ
для процесса ацилирования 7-TMCA и  =
= 140–170 мМ для процесса ацилирования 7-ACA.
В таких оптимальных условиях продолжитель-
ность процессов ацилирования (время выхода на
плато максимальной концентрации продукта) со-
ставляла 50 и 60 мин для синтеза CFM и S-p CFM
соответственно.

В табл. 3 представлены результаты, достигну-
тые при синтезе CFM и S-p CFM, катализируе-
мом IECASA, в выбранных оптимальных усло-
виях, обеспечивающих высокую степень транс-
формации КА в β-лактам (ηмакс, %) и высокую
концентрацию целевого продукта в конечной ре-
акционной смеси (  мМ), что необходимо для
разработки эффективного процесса выделения и
очистки антибиотика. Полученные в настоящей
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Рис. 7. Зависимость максимального выхода β-лак-
тамного продукта (ηмакс, %) от концентрации эти-
ленгликоля (СЭГ, % (об./об.)) в реакционной смеси
при синтезе с ацильным переносом, катализируемом
IECASA (30°C, 0.3 M ФБ, Xo = 3.3 M/M, спонтанный
градиент рН): 1 – синтез CFM из 7-TMCA и МЕМА

при CE = 10–20 МЕ/мл;  = 60 мМ; 2 – синтез S-p

CFM из 7-АCA и МЕМА при CE = 30 МЕ/мл;  =
= 150 мМ.
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Рис. 8. Зависимость максимального выхода β-лак-
тамного продукта (ηмакс, %) от начальной концен-

трации КА (  мМ) при синтезе с ацильным пере-
носом, катализируемом IECASA (30°C, 0.3 M ФБ,
Xo =3.3 M/M, CE = 20–30 МЕ/мл, спонтанный гра-
диент рН, СЭГ = 43% (об./об.)): 1 – синтез CFM из
7-TMCA и МЕМА; 2 – синтез S-p CFM из 7-ACA и
МЕМА.
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работе результаты по кинетически-контролируе-
мому синтезу CFM и S-p CFM, катализируемому
IECASA, сопоставлены в табл. 3 с лучшими из
имеющихся в литературе результатами по биока-
талитическому синтезу этих соединений [24, 25].

Сравнение катализируемых IECASA процес-
сов синтеза CFM из 7-TMCA, S-p CFM и 7-ACA,
(рис. 1, трансформации 2 и 3) свидетельствовало о
таких преимуществах второго процесса, как увели-
чение выхода продукта процесса ацилирования с
80.8 ± 1.9 до 88.6 ± 2.0% и увеличение концентра-
ции целевого β-лактама в конце процесса в реак-
ционной смеси в 1.5 раза. Следует отметить, что
увеличение концентрации продукта S-p CFM в
конечной реакционной смеси по сравнению с
концентрацией CFM достигалось как за счет по-
вышения выхода продукта процесса трансформа-
ции, так и в результате достижения более высо-
кой начальной концентрации 7-ACA по сравне-
нию с начальной концентрацией 7-TMCA.

Таким образом, процесс биокаталитического
ацилирования 7-ACA метиловым эфиром ман-
деловой кислоты (рис. 1, трансформация 3) проте-
кал более эффективно, чем ацилирование 7-TMCA
(рис. 1, трансформация 2). Существенно, что хи-
мическая трансформация S-p CFM в CFM (рис. 1,
трансформация 4) может быть осуществлена без
выделения S-p CFM из реакционной смеси [11, 25]
и с экологической точки зрения предпочтительнее,
так как протекает в более мягких условиях, чем
химическая трансформация 7-ACA в 7-ТМСА
(рис. 1, трансформация 1). В связи с этим хими-
ко-биокаталитический синтез CFM через полу-
продукт S-p CFM представляется более перспек-
тивным для разработки конкурентоспособной
технологии получения данного антибиотика. Ра-
нее аналогичный вывод был сделан нами при со-

поставлении химико-биокаталитических путей
синтеза другого цефалоспоринового антибиоти-
ка – CEZ [11].

Работа выполнена в рамках Государственного
задания № 593-00003-19 ПР “Фундаментальные и
прикладные научные работы в области биотехно-
логии”.
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Alternative Synthesis of Cefamandole Using Biocatalytic Acylation Catalyzed 
by Immobilized Cephalosporin-Acid Synthetase

A. V. Sklyarenkoa, *, I. A. Groshkovaa, I. N. Krestyanovaa, and S. V. Yarotskya

a National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia
*e-mail: asklyarenko@yandex.ru

The processes of biocatalytic acylation of 1-methyl-5-mercapto-1,2,3,4-tetrazolil-7-amino-cephalosporanic
acid (7-TMCA) and 7-amino-cephalosporanic acid (7-ACA) by methyl ester of  mandelic acid (MEMA) were
optimized using an immobilized cephalosporin-acid synthetase as biocatalyst. Under optimized conditions in
water-organic medium containing 43% (v/v) of ethylene glycol at 30°С with a spontaneous pH gradient in the
range of 8.0–6.0 the following yields of the bicatalytic transformations were reached: 80.8 ± 1.9% for acylation
of 7-TMCA (concentration 100–120 mМ) resulted in cefamandole (CFM) production, and 88.6 ± 2.0% for ac-
ylation of 7-ACA (concentration 140–170 mМ) resulted in semi-product of CFM (S-p CFM) production. In
case of the second process a concentration of an target β-lactam product in a final reaction mixture is one and
a half times higher than in case of the first one. Taking into account undoubted environmental benefits of a
chemical transformation of S-p CFM to CFM over a process of a chemical production of 7-TMCA from 7-ACA
we conclude that the second pathway of combined chemical and biocatalytic CFM synthesis is preferable.

Keywords: cefamandole, biocatalytic synthesis, cephalosporin-acid synthetase, acyl transfer synthesis, 7-ami-
nocephalosporanic acid, solubility of key aminoacids
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Изучена продукция диадиноксантина в интенсивной культуре Cylindrotheca closterium, а также его
цитостатическая активность методами молекулярного моделирования и исследованиями на культу-
рах опухолевых клеток человека: OVCAR5, OVCAR8, KURAMOCHI и OVSAHO. По результатам как
вычислительного эксперимента, так и эксперимента с культурами клеток диадиноксантин демон-
стрирует более низкую активность по сравнению с фукоксантином (более чем в 4 раза). Величина
IC50 диадиноксантина достигалась при >100 мкМ, в то время как фукоксантин проявлял цитостати-
ческое действие в пределах 18.75 мкМ. В проточной культуре Cylindrotheca closterium продукция диа-
диноксантина может превышать продукцию фукоксантина в 14 раз, что может сделать технологию
его получения менее затратной и существенно снизить себестоимость лечебно-профилактических
препаратов на основе микроводорослей.

Ключевые слова: морские микроводоросли, каротиноиды, Cylindrotheca closterium, молекулярный до-
кинг, рак яичников, противоопухолевая активность
DOI: 10.31857/S0555109922010032

Морская диатомовая водоросль Cylindrotheca
closterium является источником целого ряда био-
логически активных веществ, которые представля-
ют большой интерес для современной медицины и
биотехнологии [1–3]. Особый интерес представля-
ют каротиноиды морского генезиса, поскольку их
биологическая активность позволяет создавать вы-
сокоэффективные препараты для профилактики и
лечения тяжелых заболеваний. Например, фукок-
сантин (Fx), доля которого в биомассе C. closterium
достигает 2% от сухой массы, являясь уникальным
каротиноидом с алленовой связью проявляет вы-
сокую противоопухолевую активность [3, 4], а так-
же цитотоксическую активность по отношению к
клеткам рака простаты PC-3, DU145 и LNCap
[5, 6], индуцирует апоптоз лейкозных клеток
HL-60 и клеток рака толстой кишки Caco-2, HT-29
и DLD-1 [5–7], останавливая клеточный цикл в
клетках GOTO нейробластомы и др.

Технология получения Fx в интенсивной куль-
туре микроводорослей, как правило, основана на

двухстадийном накопительном культивировании
[8, 9]: на первом этапе культивирования (экспо-
ненциальная фаза роста) происходит накопление
биомассы, а на втором (стационарная фаза роста) –
биосинтез Fx. Накопление Fx наблюдается в усло-
виях стресса, например при лимитировании роста
биогенными элементами, поэтому именно условия
второго этапа культивирования определяют коли-
чество синтезируемого Fx в клетках. Однако су-
щественным недостатком двухстадийного нако-
пительного культивирования является гибель не-
малой части клеток микроводорослей в условиях
стресса, поскольку в клетках микроводорослей
происходят множество неустойчивых и неуправ-
ляемых деструктивных процессов, что в значи-
тельной мере снижает предсказуемость накопле-
ния Fx в технологическом процессе и эффектив-
ность технологии получения целевого продукта в
целом.

Известно, что Fx является побочным продук-
том диадиноксантинового цикла у диатомовых

УДК 579:582.26

EDN: QPYCFU
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водорослей [10, 11]. Именно при неблагоприят-
ных условиях окружающей среды из диадинок-
сантина (Ddx) синтезируется Fx, что обуславли-
вает накопление Ddx в экспоненциальной фазе, а
Fx в стационарной фазе роста. Такая физиологи-
ческая особенность диатомовых водорослей дает
возможность при разработке промышленной тех-
нологии получения Ddx этап создания стрессо-
вых условий исключить, что в значительной мере
ее упрощает и удешевляет, а также повышает эф-
фективность процесса.

Несмотря на достаточно большое количество
публикаций, посвященных исследованию проап-
оптотической активности каротиноидов морских
организмов [12–16], данные об активности Ddx в
литературе до сих пор отсутствуют.

Цель работы – изучение продукции Ddx в ин-
тенсивной культуре диатомовой водоросли C. closte-
rium и оценка цитостатического эффекта Ddx мето-
дами молекулярного моделирования, а также на
культурах опухолевых клеток человека.

МЕТОДИКА

Условия культивирования. C. closterium, полу-
ченную из коллекции культур ФИЦ Институт
биологии южных морей РАН выращивали в фо-
тобиореакторах плоскопараллельного типа с ра-
бочим объемом 3 л и толщиной рабочего слоя 5 см,
при температуре 20 ± 1○С, при круглосуточном
освещении белыми люминесцентными лампами
CЄPIL1LF36W/54-765-2450 lm, которые на рабо-
чей поверхности давали 150 мкмоль квантов/(м2 · с)
(33 Вт/м2). Культуру выращивали в накопитель-
ном режиме на питательной среде RS, приготов-
ленную на стерильной черноморской воде, следую-
щего состава (г/л): NaNO3 – 0.75, NaH2PO4·2H2O –
0.0641, Na2SiO3·9H20 – 0.386, Na2ЭДТА – 0.0872,
FeSO4·7H2O – 0.05, CuSO4·5H2O – 0.2 × 10–3,
ZnSO4·7H2O – 0.44 × 10–3, CoCl2·6H2O – 0.2 × 10–3,
MnCl2·4H2O – 0.36 × 10–3, NaMoO4·H2O – 0.12 ×
× 10–3 [17]. В процессе выращивания культуру бар-
ботировали воздухом (1.5 л воздуха на литр культу-
ры в минуту).

Измерение плотности культуры микроводо-
рослей приводили путем взвешивания сырой
массы C. сlosterium в полипропиленовых пробир-
ках с погрешностью 0.1 мг после осаждения кле-
ток центрифугированием при 1600 g в течение
2 мин. Для пересчета полученных данных на
сухую массу использовали коэффициент связи
между сухой и сырой массой (k = 0.1) [18].

Fx и Ddx в биомассе C. сlosterium определяли
по разработанной нами ранее методике [19]. Ко-
эффициент экстинкции  для Ddx в ацетоне
принимали равным 2230 мл/(мг · см) при 448 нм

( )1%
1cmE

[20], а для фукоксантина в спирте – 1280 мл/(мг · см)
при 448 нм [21].

Выделение каротиноидов. Для получения Fx и
Ddx в кристаллической форме предварительно
проводили трехкратную экстракцию липидов сме-
сью Фолча из 30 г сырой массы C. closterium (3 г су-
хой массы) с концентрацией Fx и Ddx 7 и 1.5 мг/г
сухой массы соответственно. При первой экс-
тракции использовали 100 мл смеси Фолча в со-
отношении спирт-хлороформ 1 : 1. Две последую-
щих экстракции проводили смесью Фолча объе-
мом по 50 мл в соотношении спирт-хлороформ 1 : 2
до полного обесцвечивания биомассы.

Все экстракты объединяли и трехкратно про-
мывали дистиллированной водой в соотношении
1 : 3 для удаления нелипидных примесей. Хлоро-
формную фракцию упаривали на роторном испа-
рителе при температуре 30°С. Концентрат липидов
хроматографировали на колонке (диаметр 1.5 см,
высота 22 см). В качестве носителя использовали
силикагель марки Lachema 100/250 мкм. Элюиро-
вали смесью гексан–ацетон в соотношении 7 : 3.
Полученную фракцию Fx и Ddx в дальнейшем пе-
рекристаллизовывали из смеси диэтилового эфи-
ра-гексана или хлористого метилена-гексана.
Выделившиеся кристаллы Fx и Ddx промывали
гексаном и высушивали в потоке аргона. Было
получено 13 мг кристаллического Fx и 2.5 мг кри-
сталлического Ddx, при этом потери Fx при кри-
сталлизации составили 38.1%, а Ddx – 45.5%.

Каротиноиды идентифицировали по извест-
ным величинам Rf и спектральным (UV-Vis) ха-
рактеристикам [20, 22, 23]. Отношение полос по-
глощения (III/II) для Ddx составляло 90% и совпа-
дало с данными литературы [20]. Кристаллический
Fx был также охарактеризован методами ВЭЖХ,
масс- и ЯМР-спектроскопии. Изомеры Fx разде-
ляли на жидкостном хроматографе высокого дав-
ления Shimadzu LC–6АD (Shimadzu, Япония),
снабженного колонкой длиной 250 мм. Внутрен-
ний диаметр колонки 4.6 мм, неподвижная фаза −
силикагель, растворитель ацетон-гексан (3 : 7),
скорость подачи элюанта 1 мл/мин, регистрация
при 450 нм. Спектры протонного магнитного ре-
зонанса (HNMR, 500 МГц) снимали на Varian
UNITY INOVA 500 (Varian, США) в дейтерохло-
роформе, в качестве внутреннего стандарта ис-
пользовали тетраметилсилан (TMS). Масс-спек-
тры (Fast Atom Bombardment MS) получены на
спектрометре JEOL JMS HX 110 Å (JEOL, Япо-
ния) на матрице из мета-нитробензилового спир-
та. На рис. 1а представлены данные препаратив-
ного разделения изомеров кристаллического Fx.
После перекристаллизации Fx из хлористого ме-
тилена-гексана соотношение изомеров составило
99:0.5. Спектр протонного магнитного резонанса
кристаллического Fx (рис. 1б) соответствует all-
trans Fx, который был описан ранее [24]. Основ-
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ные пики масс-спектра: m/z 681.4078 [M + Na]+

m/z 659.4272 [M + H]+ m/z 641.4172 [MH-18]+

идентичны для Fx. Спектры в ультрафиолетовой
и видимой областях (UV-VIS) в метаноле соответ-
ствовали all-trans Fx и совпадали с литературны-
ми данными [25].

Молекулярный докинг. Молекулярный докинг
проводили в программе Glide [26]. Структура бел-
ка HER2 загружена из базы данных RCSB Protein
DataBank [27] (номер структуры: 3RCD). Перед
проведением расчетов модель белка прошла про-
верку на наличие ошибок и дефектов с примене-
нием модуля Protein PrepWizard [28]. Для исследу-
емых малых молекул проведена генерация трех-
мерных координат в силовом поле OPLS3e с
использованием модуля LigPrep [28].

Область докинга малых молекул построена на
основе центроида координат лиганда в модели
белка HER2. Ввиду больших размеров исследуе-
мых лигандов, размер грани кубической области
докинга составил 23 ангстрем. Процедура моле-
кулярного докинга проводилась без каких-либо
позиционных ограничений. Для каждого лиганда
отобраны 20 решений докинга (укладок). Реле-
вантность метода докинга проверена путем по-
вторного докинга контрольного лиганда (пред-
ставлен в рассматриваемой модели белка HER2) в
активную полость. Среднеквадратичное отклоне-
ние (RMSD) лучшей расчетной укладки от дан-
ных рентгеноструктурного анализа составило
0.23. Оценка результатов молекулярного докинга
проводилась путем сравнения показателей ско-
ринг-функции GlideScore и Emodel.

Клеточные линии. Для экспериментов исполь-
зованы следующие клеточные линии опухолевых
клеток (рак яичников человека): OVCAR5 (CV-
CL_1628), OVCAR8 (CVCL_1629), KURAMOCHI
(CVCL_1345) и OVSAHO (CVCL_3114) [https://
web.expasy.org/cellosaurus/]. Образцы клеточных ли-
ний получены из банка клеток American Type Cul-
ture Collection (ATCC), культивировали при 37°C в
атмосфере с 5% CO2 в увлажненном инкубаторе в
соответствии с инструкциями поставщика. Куль-
туры клеток выращивали с избытком, с целью
оценки уровня заражения микоплазмой с исполь-
зованием специализированного ПЦР-теста. Ис-
пользуемая среда для культивирования – RPMI
(“Lonza”, Швейцария).

Исследование выживаемости. Исследуемые со-
единения (Fx, Ddx) приготовлены в виде раство-
ров с шестью разными концентрациями: 5, 10, 15,
50, 100 мкМ/л. Каждая концентрация в четырех
повторностях. Растворы размещены в 384-луноч-
ных планшетах (“Corning”, США) с использова-
нием жидкостного автодозатора Echo 550 (“Lab-
cyte”, США). В качестве негативного контроля
использован 0.1% раствор ДМСО и 100 мкМ/л
раствор бензетония хлорида соответственно. В

ячейки планшета с растворами Fx и Ddx добавле-
но по 50 мкл суспензии клеток, что соответство-
вало плотности 1000 кл. на ячейку. После 72 ч ин-
кубирования проведен анализ выживаемости
клеток и цитотоксичности. Реагент CellTiter-Glo
(“Promega”, Германия) добавляли по 25 мкл в
каждую лунку, люминесценцию регистрировали
после 10-минутной выдержки при комнатной
температуре с помощью ридера PheraStar (“BMG
Labtech”, Германия). Выживаемость клеток рас-
считывали путем нормализации позитивного и
негативного контролей по следующей формуле:

(1)

где CTGdrug – (CellTiter-Glo) интенсивность флу-
оресценции титрующего агента для клеток под
действием исследуемого соединения, CTGbenz –
уровень флуоресценции положительного кон-
троля (100 мкМ раствор бензетония хлорид),
CTGDMSO – соответствующий показатель для не-
гативного контроля (ДМСО).

Все измерения проводили в четырех аналитиче-
ских повторностях. На рисунках приведены сред-
ние значения и среднеквадратическое отклонение.
Для расчета доверительных интервалов использо-
вали t-критерий Стьюдента для 95% вероятности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В эксперименте накопительная культура C. clos-

terium характеризовалась достаточно высокими
продукционными показателями. Лаг-фаза практи-
чески отсутствовала, экспоненциальная фаза роста
длилась 5 сут, стационарная фаза роста – с 5 по
11 сут, после чего культура переходила в фазу отми-

−
=

−
drug benz

DMSO benz

CTG CTG
Выживаемость ,

CTG CTG

Рис. 1. ВЭЖХ изомеров кристаллического фукоксан-
тина после перекристаллизации фукоксантина из
хлористого метилена–гексана (а), спектр протонного
магнитного резонанса (´HNMR) кристаллического
фукоксантина (б).
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рания (рис. 2а). В экспоненциальной фазе роста в
биомассе C. closterium наблюдалось накопление
преимущественно Ddx, к концу стационарной фа-
зы роста накапливался Fx (рис. 2б). Средняя ско-
рость биосинтеза Ddx в экспоненциальной фазе
роста составила 1.22 мг/(л·сут). За все время нако-
пительного культивирования средняя скорость
биосинтеза Fx составила 0.636 мг/(л · сут). Таким
образом, очевидно, что получение Ddx на основе
накопительной культуры C. closterium занимает
вдвое меньше времени, чем Fx. Кроме того, по-
скольку накопление Ddx наблюдалось именно в
активно растущей культуре, еще больший выход в
единицу времени возможен в проточной культуре,
например, хемостате.

Для предельной оценки продуктивности C. clos-
terium и скорости биосинтеза Ddx в хемостате ап-
проксимировали экспериментальные данные
методом наименьших квадратов и рассчитали
величину удельной скорости роста (μ) в экспо-
ненциальной фазе роста (рис. 2a):

(2)

где B0 = 0.3 – плотность культуры в момент вре-
мени t0 = 0, г/л; μ = 0.5 – удельная скорость роста,
1/сут.

Продуктивность (P) проточной культуры равна:
(3)

где ω – скорость разбавления культуры (удельная
скорость протока), 1/сут; B – текущая плотность
культуры, которая в свою очередь определяется
выражением:

(4)
где Bн – плотность культуры в момент включения
протока tн.

( ) ( )μ⋅= ⋅ = ⋅ 0.5
0 ; 0.3 .t tB t B e B t e

= ω ⋅ ,P B

( ) ( )( )μ−ω −= ⋅ н
н ,t tB t B e

Из формулы (3) ясно, что продуктивность
культуры в хемостате будет тем больше, чем боль-
ше величины удельной скорости протока и текущей
плотности культуры. Однако эти величины ограни-
чены рабочей областью хемостата: 0 < ω ≤ μ и B0 <
< Bн < Bmax, где Bmax – плотность культуры в стаци-
онарной фазе роста.

Подставляя (4) в (3), получим:

(5)
Из последнего выражения следует, что в рабо-

чей области хемостата максимальная продуктив-
ность будет достигаться в условиях стационарного
динамического равновесия при ω = μ и Bн → Bmax,

Поскольку в условиях стационарного динами-
ческого равновесия рост культуры микроводорос-
лей характеризуется неизменностью биохимиче-
ского состава биомассы, используя выражение (5),
скорость биосинтеза Ddx в хемостате (Pddx) мож-
но представить как:

(6)
где δDdx – доля Ddx в биомассе C. closterium.

Подставив в (6) данные эксперимента (ω =
= 0.5 1/сут, δDdx = 0.0061, Bн = 3 г/л), получим
предельное значение продуктивности Ddx в хе-
мостате для установившегося процесса: 

Таким образом, можно видеть, что в проточ-
ной культуре скорость биосинтеза Ddx превыша-
ет среднюю скорость биосинтеза Ddx в накопи-
тельной культуре в 7.5 раз, а Fx – в 14 раз.

В дальнейшем была проведена оценка проапо-
птической активности Ddx и Fx. Эксперименты
на клетках, а также анализ тематических публика-

( )( )μ−ω −= ω ⋅ ⋅ .нt t
нP B e

( )( )μ−ω −= ω ⋅ δ ⋅ ⋅ н
Ddx Ddx н ,t tP B e

−= × × × ⋅3
ddx 0.5 0.0061 3 = 9.15 10 г (л сут).P

Рис. 2. Динамика плотности накопительной культуры C. closterium в эксперименте (а) (линией отмечена аппроксима-
ция данных уравнением (2) в экспоненциальной фазе роста); (б) – концентрация диадиноксантина (1) и фукоксанти-
на (2) в экспоненциальной и стационарной фазах роста.
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ций показал наличие проапоптотических процес-
сов, индуцируемых Fx и его метаболитами [12–16].
В табл. 1 приведены наиболее значимые мишени,
связанные с развитием проапоптотических про-
цессов.

С целью более точного определения потенци-
альной мишени для исследуемых активных ве-
ществ был изучен генетический профиль кле-
точной культуры OVCAR4 (рак яичников чело-
века https://web.expasy.org/cellosaurus/CVCL_1628).
Анализ генома клеточных культур нормальных
клеток яичников и рака яичников проведен с по-
мощью инструмента BioGPS [29], а также базы
данных KEGG [30]. Список генов, задейство-
ванных в процессе канцерогенеза: 1. BRCA1
(germline mutation/deletion) [HSA:672] [KO:K10605];
2. BRCA2 (germline mutation/deletion) [HSA:675]
[KO:K08775]; 3. MSH2 (germline mutation)
[HSA:4436] [KO:K08735]; 4. MLH1 (germline mu-
tation) [HSA:4292] [KO:K08734]; 5. ERBB2 (ampli-
fication/overexpression) [HSA:2064] [KO:K05083];
6. K-ras (mutation) [HSA:3845] [KO:K07827];
7. AKT2 (amplification) [HSA:208] [KO:K04456].
8. PIK3CA (amplification) [HSA:5290] [KO:K00922];
9. c-MYC (overexpression) [HSA:4609] [KO:K04377];
10. p53 (mutation / deletion, overexpression)
[HSA:7157] [KO:K04451].

Ранее упомянутые мишени, к которым селек-
тивен Fx и его производные, в данном генетиче-
ском профиле отсутствуют. Однако проапоптоти-

ческий эффект есть. Среди перечисленных генов,
стоит обратить внимание на ERBB2, кодирую-
щий белок HER2, который наиболее часто связан
с развитием рака яичников у человека.

HER2 (англ. human epidermal growth factor re-
ceptor 2; рецептор эпидермального фактора роста,
тип 2) — трансмембранный белок, тирозиновая
протеинкиназа, относящаяся к семейству рецепто-
ров эпидермального фактора роста (EGFR/ErbB).
Амплификация или повышенная экспрессия ге-
на данного белка играет важную роль в патогенезе
и прогрессировании определенных агрессивных
типов злокачественных новообразований, явля-
ясь важным биомаркером и терапевтической ми-
шенью.

Анализ структуры белка HER2, имеющейся в
базе данных RCSB Protein Data Bank, показал на-
личие работ, демонстрирующих возможность не-
гативной модуляции активности данного белка с
помощью низкомолекулярных агентов [31, 32]. В
частности, при рассмотрении трехмерной модели
белка HER2 в комплексе с селективным ингиби-
тором TAK-285 (модель 3RCD в Protein Data Bank),
нами установлен линейный характер структуры
низкомолекулярного ингибитора. В связи с этим,
был проведен вычислительный эксперимент по
симуляции процесса взаимодействия Ddx и Fx с
активной полостью белка HER2.

Оценка сродства малых молекул проведена с
помощью метода молекулярного докинга. Рас-
считана область потенциального взаимодей-
ствия. При этом, размер области связывания вы-
бран в соответствии с геометрией исследуемых
лигандов, так как они значительно больше лиган-
да в активной полости TAK-285. В итоге, получе-
ны результаты, которые представлены в табл. 2.

Проведенные расчеты показали, что Ddx пар-
циально имитирует гидрофобное взаимодействие с
аминокислотами активной полости белка HER2.
Отсутствие ароматического скаффолда в случае
рассматриваемого каротиноида приводит к значи-
тельной потере гидрофобных контактов. Однако,
если обратиться к рис. 4б, то можно увидеть, что
основные гидрофобные/полярные/электростати-
ческие контакты реализованы аналогично кон-
трольному лиганду. Данный факт позволяет гово-
рить о потенциальной реализуемости специфиче-
ского взаимодействия с белком HER2. К тому же,

Таблица 1. Основные мишени, рассматриваемые в
контексте развития низкомолекулярных индукторов
апоптоза

Мишень Культура клеток Ссылка

Bcl2
SGC-7901 (рак желудка) [16]

HepG2 cancer [14]

Bcl-xl human leukemia cell HL-60 [13]

PI3k
human cervical cancer [12]

Глиома человека [12]

Akt
human cervical cancer [12]

Глиома человека [12]

NF-kB
human cervical cancer [12]

Глиома человека [12]

Таблица 2. Показатели расчeтного сродства исследуемых соединений в отношении белка HER2

Структура GlideScore (ккал/моль) Emodel (ккал/моль) IC50 (мкмоль)

Фукоксантин –7.18 –44.72 18.75

Диадиноксантин –6.61 –44.61 >100

Контроль (в модели белка HER2) –9.72 –102.4 0.017
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расчеты показывают достаточно высокий уро-
вень кластеризации решений докинга, что также
косвенно говорит о потенциальной сайтоспеци-
фичности взаимодействия (рис. 3б). Аналогично
и со структурой Fx. Соединение за счет линейной
структуры с сопряженными двойными связями
обладает весьма высоким потенциалом гидро-
фобного взаимодействия, за счет чего довольно
эффективно оккупирует активную полость HER2.
Тем не менее, отсутствие ароматических мотивов
в структуре снижает сайтоспецифичность взаи-
модействия (рис. 4).

Результаты расчетов показали, что в сравне-
нии с референсной структурой TAK-285 Fx и Ddx
обладают более низкими показателями активно-
сти. Рассматривая величину GlideScore как ана-
лог свободной энергии Гиббса (ΔG) можно утвер-
ждать, что расчетная константа ингибирования
различается примерно на три порядка (1000х).
Данные результаты согласуются с эксперимен-
тальным уровнем активности: ΔGlideScore (Ddx) =
= 3.11; IC50 Ddx/реф = 5882.35; ΔGlideScore (Fx) =
= 2.54, IC50 Fx/реф = 1102.94.

Проведенный нами эксперимент по изуче-
нию цитостатического эффекта Ddx и Fx с культу-
рами клеток OVCAR5, OVCAR8, KURAMOCHI и

OVSAHO (Серозная аденокарцинома яичников с
вариантами мутаций в ERBB2/p53/KRAS) пока-
зал, что для соединения Ddx величина IC50 дости-
галась при концентрации >100 мкМ (рис. 5а).

Результаты анализа жизнеспособности кле-
точных линий рака яичников показали, что Fx
проявлял цитостатическое действие с IC50 в пре-
делах 18.75 мкМ (рис. 5б). Этот эффект воспроиз-
водился во всех протестированных клеточных ли-
ниях. Ddx снижал жизнеспособность клеток на
40% только при наивысшей протестированной
концентрации (100 мкМ). В то время как эффект
от воздействия Fx более выражен уже в диапазоне
физиологических концентраций, а токсический от-
вет был достигнут при концентрации 18.75 мкМ.
Клеточная линия OVCAR4 показала самую высо-
кую чувствительность к Fx и Ddx среди протести-
рованных клеточных линий (рис. 5б).

На основании полученных результатов можно
предположить, что в случае применения Ddx, ци-
тостатический эффект достигался за счет подав-
ления активности гиперэкспрессированного бел-
ка HER2, отвечающего за рост клеток. Стоит так-
же отметить, что гиперэкспрессированный HER2
ответственен за резистентность к химиотерапии
опухолевых клеток [33]. Селективное взаимодей-

Рис. 3. Укладка исследуемых соединений в активной полости белка HER2: контрольный лиганд TAK-285 (a), диади-
ноксантин (б), фукоксантин (в).

(а)

(в)

(б)



270

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 3  2022

ГЕВОРГИЗ и др.

ствие с данным белком отчасти объясняет явление
сенсибилизации клеток к цитостатикам под воз-
действием каротиноидов, применяемых в комби-
нации с химиотерапией [2].

По данным как вычислительного эксперимен-
та, так и эксперимента с культурами клеток Ddx
демонстрирует более низкую активность по срав-
нению с Fx (более чем в 4 раза). Но для полноты
исследований проапоптической активности Ddx
требуется расширенный эксперимент с использо-
ванием клеточной репортерной системы, демон-
стрирующей специфическую активацию процес-
сов клеточной смерти. При этом, в качестве поло-
жительного контроля должны быть использованы

существующие специфичские ингибиторы белка
HER2.

Несмотря на низкую проапоптотическую ак-
тивность Ddx, скорость его продукции в проточ-
ной культуре C. closterium может превышать сред-
нюю скорость накопления Fx в 14 раз, что может
сделать технологию его получения менее затрат-
ной и существенно снизить себестоимость препа-
ратов лечебно-профилактического характера на
основе микроводорослей. Отметим, в качестве
профилактики онкозаболеваний человеку реко-
мендуется ежедневное употребление 0.5 мг в сутки
Fx [https://www.oryza.co.jp/cms/wp-content/uploads/
2019/06/e1d04e41b30d14f57abeab355f965f9a.pdf], что

Рис. 4. Диаграмма лиганд-белковых взаимодействий исследуемых соединений с белком HER2: референсный лиганд
TAK-285 (а), диадиноксантин (б), фукоксантин (в).
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соответствует 0.07 г сухой биомассы C. closterium.
Если в качестве профилактики использовать Ddx,
как альтернативу Fx, то, учитывая более низкую
активность Ddx, потребуется минимум 0.33 г сухой
биомассы C. closterium в сутки.
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Production of Diadinoxanthin in Intensive Culture
of the Diatomaceous Alga Cylindrotheca closterium (Ehrenb.) Reimann et Lewin.

and Its Pro-Apoptotic Activity
R. G. Gevorgiza, *, M. A. Gureevb, **, S. N. Zheleznovaa, E. V. Gureevaa, and M. V. Nechorosheva
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In this study, we estimate the production of diadinoxanthin and its cytostatic activity in an intensive cul-
ture of C. closterium by molecular modeling and experiments with human tumor cell cultures OVCAR5,
OVCAR8, KURAMOCHI and OVSAHO. According to the data of both the simulation and experiments
with the cell cultures, diadinoxanthin demonstrates lower activity (by a factor of more than 4) in comparison
with fucoxanthin. The IC50 value for diadinoxanthin is achieved at a concentration of above 100 μM, while
fucoxanthin exhibits a cytostatic effect below 18.75 μM. In a f low-through culture of C. closterium, the pro-
duction of diadinoxanthin can exceed the production of fucoxanthin by 14 times, which can make a technol-
ogy for its production less expensive and significantly reduce the cost of therapeutic and prophylactic drugs
based on microalgae.

Keywords: marine microalgae, carotenoids, Cylindrotheca closterium, molecular docking, ovarian cancer,
antitumor activity
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Исследовано деацетилирование крабового хитина в растворах гидроксида натрия NaOH при по-
лучении хитозана. Сделаны предположения о механизме реакции на двух участках кинетической
кривой, соответствующих быстрому и медленному деацетилированию. Быстрое деацетилирова-
ние связано с атакой гидроксид-ионами (OH–) ацетамидных связей хитина. Реакция деацетили-
рования начиналась на границе полной гидратации ионов OH– при концентрации NaOH около
20% и ее скорость росла с увеличением концентрации щелочи. При концентрации NaOH выше
50% скорость быстрого деацетилирования снижалась, по-видимому, вследствие уменьшения
концентрации гидроксид-ионов в результате ионной ассоциации Na+ и OH–. При медленном де-
ацетилировании скорость реакции с увеличением концентрации щелочи снижалась и деацети-
лирование останавливалось при концентрации NaOH – 60%. Вероятно, основная причина оста-
новки реакции заключается в образовании кинетически устойчивого аниона хитозана в реакции
бимолекулярного нуклеофильного замещения второго порядка SN2 с участием двух гидроксид-
ионов.

Ключевые слова: хитин, хитозан, деацетилирование, гидратация, кинетика, механизм реакции
DOI: 10.31857/S0555109922030096

Природные полисахариды хитин и хитозан
представляют интерес для многих отраслей пи-
щевой промышленности, медицины, сельского
хозяйства [1]. Известно, что биологическая ак-
тивность и другие свойства хитозана определя-
ются двумя параметрами: молекулярной массой
(ММ) и степенью деацетилирования (СД), при
этом для удовлетворения потребности различных
областей эти параметры должны изменяться не-
зависимо друг от друга.

До настоящего времени основной объем иссле-
дований проведен на хитозане со СД более 70% [2].
В сведениях, приведенных в научно-техниче-
ской литературе, не обнаружено однозначной
связи свойств хитозана с СД. В большинстве
случаев необходимые свойства хитозана увеличи-
ваются с ростом СД, например, такие как адсорб-
ционная емкость [3], вязкость растворов, не-
ньютоновские реологические свойства и энер-
гии активации потока [4], антибактериальная и
противогрибковая активность [5]. Хитозан с СД
более 90% считается перспективным материалом
для регенерации периферических нервов [6].

В некоторых случаях требуется полисахарид с
низкой или средней СД. С увеличением СД сни-
жаются прочность мембран при растяжении, но
увеличивается индекс набухания [7]. Раствори-
мость в воде наблюдается при средней СД около
50% [8]. Исследование ферментативного расщеп-
ления гликозидных связей хитозана лизоцимом
показало, что максимальная скорость расщепле-
ния наблюдалась при средней СД около 50%, при
СД более 60% скорость расщепления снижалась,
а при СД 97% хитозан лизоциомом не расщеплял-
ся [9, 10].

При щелочном деацетилировании хитина, ко-
торое используется для промышленного получе-
ния хитозана, в отсутствии молекулярного кисло-
рода гликозидные связи, по аналогии с простой
эфирной связью, являются устойчивыми, а аце-
тамидные связи легко расщепляются, что позволя-
ет получать высокомолекулярный хитозан с высо-
кой СД.

Процесс регулирования СД полисахарида огра-
ничен особенностью кинетики реакции щелочного
деацетилирования, которая заключается в быст-
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ром росте СД в первые 30–60 мин до значений
75–80% и медленном росте СД в течение несколь-
ких часов после 60 мин до 85% [11, 12]. Небольшое
повышение СД до 90–95% достигается при дли-
тельной обработке хитозана в концентрирован-
ной щелочи при высокой температуре и сопро-
вождается значительным уменьшением ММ.

Существует способ дискретного деацетилиро-
вания хитина, позволяющий быстро увеличить
СД практически до 100% с сохранением высокой
ММ [13].

Вопрос, связанный с причиной остановки реак-
ции щелочного деацетилирования после 60 мин от
начала реакции, остается нерешенным.

Известно, что гликозидные связи хитина и хи-
тозана проявляют устойчивость к действию кон-
центрированных растворов щелочей. В деаэриро-
ванных растворах и в растворах с акцепторами
окислительных радикалов деструкция полисаха-
ридной цепи очень мала [14], при этом СД дости-
гает и сохраняется на уровне 80–85% [15].

Изучение механизма реакции деацетилирова-
ния в настоящее время остается актуальным, по-
скольку независимое друг от друга регулирование
ММ и СД хитозана является важной практиче-
ской задачей.

Цель работы – выяснение особенностей меха-
низма реакции деацетилирования хитина при
длительной обработке в концентрированных рас-
творах щелочи.

МЕТОДИКА
Объектами исследования служили образцы хи-

тина, полученные из панциря камчатского краба
Paralithodes camtschaticus по технологии, включаю-
щей депротеинизацию 4%-ным раствором NaOH,
деминерализацию 7.2%-ным раствором HCl и по-
вторную депротеинизацию 4%-ным раствором
NaOH [12]. Высушенные на воздухе образцы хи-
тина измельчали на конусной дробилке и просеи-
вали через сито со стороной ячейки 0.1 мм.

Реакцию деацетилирования проводили в стек-
лянных колбах на глицериновой бане при темпе-
ратуре 100.0 ± 0.2°C при постоянном перемеши-
вании. Объем раствора NaOH 20 см3, масса хити-
на 0.5 г. Начало реакции фиксировали с момента
смешивания нагретых отдельно друг от друга до
100.0 ± 0.2°C порошкообразного хитина и кон-
центрированного раствора NaOH. Реакцию пре-
рывали быстрым переносом реакционной смеси
в избыток (1 : 15 об./об.) охлажденного до 6 ± 2°C
96%-ного этилового спирта. Осадок центрифуги-
ровали и промывали 80%-ным этиловым спиртом
до нейтрального pH. Полученный хитозан суши-
ли в сушильном шкафу при температуре 60 ± 2°C.

Концентрация NaOH была 40, 45, 50, 55 и 60%.
Для получения растворов с концентрацией более

50% в раствор NaOH после нагревания его до
100°C при перемешивании добавляли расчетное
количество кристаллического NaOH, после пол-
ного растворения щелочи раствор смешивали с
хитином.

СД определяли методом ИК-спектроскопии
по методике, описанной в работе [16]. ИК-спек-
тры снимали на Фурье ИК-спектрофотометре
IRTracer 100 (“Shimadzu Corp.”, Япония) в диапа-
зоне 700–2000 см–1. СД (%) рассчитывали по фор-
муле:

где A1560 и A1070 – оптическая плотность при 1560 и
1070 см–1; 0.7568 и 0.0069 – эмпирические коэф-
фициенты, взятые из [16].

Концентрацию ацетамидных групп (CA,
моль/дм3) в реакционной смеси рассчитывали по
формуле:

где СД – степень деацетилирования, %; m – масса
навески хитина, г; MA – молярная масса ацетили-
рованного звена хитина, г/моль; V – объем рас-
твора, дм3.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что кинетическая кривая реакции

деацетилирования хитина состоит из двух участ-
ков: первый – быстрое деацетилирование до 70–
80% за 1–1.5 ч, и второй – медленное деацетили-
рование до 85–90% в течение нескольких часов
[11, 12, 17]. До настоящего времени основным
фактором, определяющим такую кинетику реак-
ции, считают наличие кристаллических обла-
стей в хитине, в которых скорость деацетилиро-
вания очень низкая из-за плотной упаковки мо-
лекул и трудности проникновения внутрь
реакционных частиц – гидроксид-ионов [18]. Су-
ществуют другие гипотезы, объясняющие сни-
жение скорости деацетилирования: изменение
морфологии частично деацетилированного хи-
тина при промывках, существование обратной
реакции ацетилирования, снижение концентра-
ции щелочи в процессе деацетилирования, вли-
яние пористости частиц хитина на диффузию
гидроксид-ионов и продуктов реакции, а также
влияние сольватации или гидратации реагирую-
щих частиц на их взаимодействие с хитином [12].
На основании данных литературы и собствен-
ных результатов нами был сделан вывод, что ос-
новным фактором, определяющим снижение
скорости деацетилирования на втором участке
кинетической кривой, является не степень кри-
сталличности хитина, а особенности химиче-

= 1560 1079СД 0.75( )68 – 0.069,A A

( )=A A( )100 – 100 ,C СД m M V
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ской реакции в концентрированных растворах
электролитов.

Замедление кинетики реакции деацетилиро-
вания наблюдалось и при гомогенном деацетили-
ровании хитина [18].

Ранее в работах [19–21] было выдвинуто пред-
положение о том, что решающую роль в гетероген-
ном щелочном деацетилировании хитина играет
гидратация ионов щелочи – гидроксид-ионов и
макромолекул хитина/хитозана. Изучение кинети-
ки реакции щелочного деацетилирования хитина
позволило сделать вывод о существовании двух
параллельных процессов, один из которых уско-
ряет деацетилирование, другой вызывает замед-
ление реакции. Предложенный механизм состоит
из реакции взаимодействия гидроксид-ионов с
разной степенью гидратации и молекулы хитина
и реакции гидратации молекулы хитина, которая
замедляет процесс деацетилирования.

На участке быстрого деацетилирования кине-
тической кривой скорость деацетилирования
резко росла с увеличением концентрации щелочи
и уменьшением степени гидратации гидроксид-
ионов [21]. Реакция деацетилирования начина-
лась при концентрации щелочи около 20%. Этот
процесс может быть описан с точки зрения тео-
рии существования границы полной гидратации
(ГПГ) ионов электролита в воде, при которой все
молекулы воды связаны и входят в состав первич-
ной гидратной оболочки растворенных ионов
[22]. До ГПГ реакция деацетилирования практиче-
ски не происходит. После ГПГ, когда гидратная
оболочка гидроксид-ионов становится неполной,
их активность начинает проявляться в реакции с
ацетамидной связью хитина. По всей видимости,
реакция деацетилирования начинается при пере-
ходе через ГПГ, когда количества молекул воды не-
достаточно для построения полных гидратных обо-
лочек и в реакции деацетилирования уже не участ-
вуют свободные молекулы воды. В соответствии с
механизмом реакции нуклеофильными частица-
ми, атакующими ацетамидную связь в этих услови-
ях, являются гидроксид-ионы. Реакционная спо-
собность гидроксид-ионов растет с уменьшением
степени гидратации при изменении концентра-
ции щелочи от 20 до 50% [21].

Другой причиной, вызывающей уменьшение
скорости реакции на участке быстрого деацетили-
рования кинетической кривой, является гидрата-
ция молекулы хитина. Ранее было установлено, что
гидратная оболочка влажного хитина вызывала
снижение скорости деацетилирования хитина [19].

В настоящем исследовании получены кинети-
ческие кривые деацетилирования хитина при
концентрациях NaOH от 40 до 60% и времени де-
ацетилирования до 480 мин (рис. 1).

Для оценки скорости реакции деацетилирова-
ния были построены кинетические кривые изме-

нения концентрации ацетамидных звеньев хити-
на/хитозана в моль/дм3 (рис. 2).

Для участка быстрого деацетилирования кине-
тической кривой (0–90 мин) были рассчитаны
начальные скорости реакции деацетилирования
по тангенсу угла наклона касательной к кинети-
ческой кривой в нулевой момент времени. Ско-
рости реакции деацетилирования на участке мед-
ленного деацетилирования (120–480 мин) были
рассчитаны путем линейной аппроксимации ки-
нетических кривых в диапазоне от 240 до 480 мин.
Результаты изучения влияния концентрации ще-
лочи на скорость реакции деацетилирования на
обоих участках кинетической кривой приведены
на рис 3.

Ранее было показано, что скорость реакции на
участке быстрого деацетилирования кинетиче-

Рис. 1. Кинетические кривые деацетилирования хити-
на (СД, %) при концентрации NaOH (%): 1 – 40, 2 – 45,
3 – 50, 4 – 55, 5 – 60.
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Рис. 2. Кинетические кривые изменения концентра-
ции ацетамидной группы хитина при деацетилиро-
вании в растворе NaOH с концентрацией (%): 1 – 40,
2 – 45, 3 – 50, 4 – 55, 5 – 60.
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ской кривой при увеличении концентрации ще-
лочи до 50% растет [21]. В настоящей работе мы
установили, что при концентрации щелочи более
50% скорость реакции замедлялась, а при кон-
центрации щелочи 60% снижалась до значения
V1 = 4.31 ± 0.4 × 10–3 моль/(дм3 ⋅ мин) (рис. 3, кри-
вая 1). Это свидетельствовало о влиянии на меха-
низм реакции деацетилирования процесса ассо-
циации катионов и анионов щелочи при их высо-
кой концентрации, что приводило к уменьшению
содержания в реакционной смеси свободных гид-
роксид-ионов.

На участке медленного деацетилирования ки-
нетической кривой при увеличении концентрации
щелочи от 40 до 60% скорость реакции снижалась
и при концентрации щелочи 60% реакция останав-
ливалась: V2 = (0.00 ± 1.2) × 10–5 моль/(дм3 ⋅ мин)
(рис. 3, кривая 2). Следует отметить, что при кон-
центрации щелочи выше 50% уменьшалась не

только скорость реакции деацетилирования но и
максимально достигаемая СД на этом участке ки-
нетический кривой (рис. 1).

Ранее было высказано предположение, об
ингибирующем действии воды, образующейся
при протекании реакции деацетилирования хи-
тина [19]. Вода вызывает гидратацию макромо-
лекул полисахарида, что приводит к снижению
скорости деацетилирования. Однако не было
дано объяснения, почему при большой концен-
трации щелочи (55–60%), когда количества во-
ды, участвующей в процессе гидратации значи-
тельно меньше, чем в разбавленных растворах,
скорость деацетилирования на участке медлен-
ного деацетилирования кинетической кривой
замедляется. Для ответа на этот вопрос рассмот-
рим механизм реакции щелочного гидролиза
(расщепления) ацетамидной связи.

Известно, что реакция щелочного гидролиза
ацетамидных связей является реакцией бимоле-
кулярного нуклеофильного замещения второго
порядка SN2, при котором сильный нуклеофил
гидроксид-ион атакует ацетамидную связь [23].
В результате суммарной реакции деацетилиро-
вания вода не образуется и не расходуется. В рас-
творах щелочи при атаке амидного углерода гид-
роксид-ионом (условно “первый гидроксид-
ион”) образуется анионный тетраэдрический
интермедиат  который может или превра-
титься в исходное соединение, или распасться до
продуктов гидролиза. Пути распада интермедиата

 могут включать его взаимодействие с разны-
ми формами, находящимися в растворе, осуществ-
ляющими перенос протона от –OH– к ацетамид-
ной связи –NHR. В разбавленных растворах в ка-
честве переносчика протона постулируется вода
(схема 1) [23].
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При высокой концентрации щелочи увеличи-
вается вероятность отрыва протона H+ вторым
гидроксид-ионом с образованием молекулы во-

ды и второго интермедиата  который затем( )−2 ,OT

распадается с образованием ацетат-иона и амид-
иона. Расщепление ацетамидной связи в кон-
центрированном растворе щелочи может быть
изображено схемой (2), где R – остаток молеку-
лы хитина.

Рис. 3. Влияние концентрации щелочи (С, %) на ско-
рость реакции деацетилирования на участках кинети-
ческой кривой быстрого (1) и медленного деацетили-
рования (2).
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(2)

В соответствии с этим механизмом получен-
ный амид-ион –NHR– отнимает протон H+ у мо-
лекулы воды с образованием молекулы хитозана
по схеме (3) [24]:

(3)

В концентрированной щелочи при отсутствии
“свободной воды” амид-ион -NHR–, являясь бо-
лее сильным нуклеофилом, чем гидроксид-ион,
отнимает H+ у молекулы воды, входящей в гид-
ратную оболочку гидроксид-иона.

Вероятно, уменьшение скорости реакции деа-
цетилирования на участке медленного деацети-
лирования кинетической кривой при увеличении
концентрации щелочи до 60% может быть след-
ствием образования амидного аниона хитина
RHN–, который стабилизируется в высоко кон-
центрированном растворе щелочи. В этом слу-
чае на деацетилированных звеньях хитина на-
капливается избыточный отрицательный заряд,
который отталкивает гидроксид-ионы, что и
приводит к снижению скорости реакции деаце-
тилирования. Если этот анион будет достаточно
стабилен, то реакция деацетилирования может
остановиться (об этом свидетельствует измене-
ние наклона участка медленного деацетилиро-
вания кинетической кривой на рис. 1 при увели-
чении концентрации NaOH). При концентра-
ции щелочи менее 50% в растворе происходит
нейтрализация заряда аниона хитина за счет пе-
реноса протона от молекулы воды с образовани-
ем нейтральной молекулы хитозана и гидроксид-
иона. При этом отрицательный заряд на молекуле
хитина уменьшается, а скорость реакции деаце-
тилирования на участке медленного деацетили-
рования кинетической кривой увеличивается.
При высокой концентрации щелочи “свободной
воды” практически нет, и анион хитозана должен
отнять молекулу воды у гидратированных ионов
электролита. При увеличении концентрации ще-

лочи, то есть при уменьшении степени гидрата-
ции ее ионов, энергия связи ионов щелочи с мо-
лекулами воды увеличивается. Вероятность отры-
ва молекулы воды анионом хитозана снижается,
поэтому время жизни “квазистабильного” анио-
на хитозана увеличивается.

Влияние амид-аниона на реакцию деацетили-
рования может заключаться в следующем. Так
как реакция деацетилирования осуществляется в
гетерогенных условиях, молекулы хитина нахо-
дятся в упорядоченном состоянии, за счет обра-
зования между ними водородных связей [25]. От-
рицательный заряд на амид-ионе одной линей-
ной молекулы может вступить во взаимодействие
с атомом углерода в ацетамидной группе соседней
молекулы, на котором существует частичный по-
ложительный заряд. Величина отрицательного
заряда на атоме азота амидной группы одной мо-
лекулы снижается, а положительный заряд на
атоме углероде ацетамидной группы второй мо-
лекулы частично нейтрализуется, что приводит к
уменьшению нуклеофильности амид-иона первой
молекулы и электрофильности атома углерода аце-
тамидной группы второй молекулы полисахарида.
Вследствие этого снижается вероятность реакции
амид-иона с водой и скорость нуклеофильной ре-
акции гидроксид-иона по ацетамидной связи. В
целом это приводит к замедлению скорости и оста-
новке реакции деацетилирования.

При промывке водой амид-ион переходит в
нейтральную форму и его воздействие на ацета-
мидную группу соседней молекулы прекращается.

Для подтверждения этой гипотезы было изуче-
но влияние добавления воды на кинетику реакции
деацетилирования. Воду добавляли в реакционную
смесь хитина и 50%-ного NaOH до концентрации
NaOH 40%, через 3 ч после начала реакции, когда
кинетика деацетилирования вышла на “плато”
участка медленного деацетилирования кинетиче-
ской кривой (рис. 4, кривая 1). Из данных, приве-
денных на рис. 4, следует, что добавление воды
приводит к увеличению скорости реакции и СД
(рис. 4, кривая 2). По-видимому, добавление воды
в 50%-ный раствор щелочи до концентрации

O

NH3C
R

H + HO−
k1

k− 1

O−

OH
H3C N

H

R

k2

O−

O−
H3C N

H

H

+
R +

k3
O

O−H3C

(TO− )

+ HO−
− H2O

N
H

R

−

(TO   )2−

k4

− HO−
N

H

R

− H2O
H2NR.



278

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 3  2022

НОВИКОВ и др.

NaOH 40% приводит к исчезновению образую-
щегося аниона хитозана в соответствии с реакци-
ей (3), что дает возможность дальнейшему проте-
канию реакции деацетилирования. Увеличение
скорости деацетилирования в условиях экспери-
мента на этом участке кинетической кривой
(рис. 4, кривая 2) может быть объяснено тем, что
при увеличении степени гидратации гидроксид-
ионов энергия гидратации снижалась, что приво-
дило к увеличению вероятности отрыва части мо-
лекул воды анионом хитозана для завершения ре-
акции деацетилирования.

На основании полученных результатов сделан
вывод о том, что основную роль в гетерогенном
деацетилировании хитина играют эффекты гид-
ратации макромолекул полисахарида и гидрок-
сид-ионов щелочи. На участке быстрого деаце-
тилирования кинетической кривой гидратация
гидроксид-ионов и макромолекул хитина инги-
бирует реакцию деацетилирования, на участке
медленного деацетилирования процесс гидрата-
ции приводит к увеличению скорости реакции
деацетилирования.
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The Mechanism of Chitin and Chitosan Deacetylation
during Long-Term Alkaline Treatment

V. Yu. Novikova, b, *, I. N. Konovalovab, and N. V. Dolgopyatovab

a Polar Branch of Russian Federal Research Institute of Fisheries and Oceanography (Knipovich Polar Research Institute
of Marine Fisheries and Oceanography), Murmansk, 183038 Russia

b The Murmansk State Technical University (MSTU), Murmansk, 183010 Russia
*e-mail: nowitaly@yandex.ru

The deacetylation of crab chitin in solutions of sodium hydroxide NaOH during the preparation of chitosan
was investigated, assumptions about the reaction mechanism in two parts of the kinetic curve corresponding
to fast and slow deacetylation were made. Rapid deacetylation is associated with the attack by hydroxide ions
(OH–) on acetamide bonds of chitin. The deacetylation reaction begins at the full hydration boundary of
OH– ions at NaOH concentration about 20% and its rate increases with increase in the alkali concentration.
At NaOH concentration above 50% the rate of rapid deacetylation decreased, apparently due to a decrease in
hydroxide ion concentration as a result of the ionic association of Na+ and OH–. With slow deacetylation, the
reaction rate decreased with an increase in the alkali concentration, and deacetylation stopped at NaOH con-
centration of 60%. Probably, the main reason for the termination of the reaction is the formation of kinetically
stable chitosan anion in the reaction of second-order bimolecular nucleophilic substitution SN2 with the par-
ticipation of two hydroxide ions.

Keywords: chitin, chitosan, deacetylation, hydration, kinetics, reaction mechanism
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Для получения модифицированных полиуретановых (ПУ) пластин на их поверхность послойно на-
носили кватернизированный хитозан (КватХит; степень замещения 50%, степень дезацетилирова-
ния 87%) и нефракционированный гепарин (НФГ). Рельеф поверхности пластин исследовали с по-
мощью АСМ. После обработки значительно увеличивались среднеквадратичная шероховатость,
высота неровностей профиля ПУ пластин. Величина контактного угла модифицированных ПУ пла-
стин снижалась с 86.1 ± 11.3° до 63.2 ± 3.68°. Для оценки in vitro устойчивости ПУ пластин к появле-
нию сгустков крови на поверхности (тромборезистентность, ТРЗ) использовали кровь доноров и
тест на время рекальцификации крови. При инкубации модифицированных ПУ пластин с кровью
в течение 20–180 мин ТРЗ достигала 78.43 ± 4.02–88.94 ± 1.98%. Время рекальцификации крови че-
ловека, содержащей ПУ пластины с покрытием КватХит – НФГ (20 мин – 483 ± 22.64 с и 40 мин –
576.5 ± 24.64 с), достоверно отличалось от времени рекальцификации крови человека, содержащей
ПУ пластины без покрытия (20 мин – 257.5 ± 12.84 с и 40 мин – 273.3 ± 16.6 с). Таким образом, по-
слойная модификация ПУ пластин КватХит и НФГ приводила к высокой устойчивости в отноше-
нии появления сгустков крови на поверхности.

Ключевые слова: полиуретановая пластина, кватернизированный хитозан, нефракционированный
гепарин, послойная модификация, тромборезистентность
DOI: 10.31857/S0555109922020040

В результате контакта с кровью таких меди-
цинских устройств, как дренажные трубки, сосу-
дистые стенты и катетеры, протезы кровеносных
сосудов, оборудование для систем искусственно-
го или вспомогательного кровообращения, ис-
кусственные клапаны сердца, возможна актива-
ция плазменного и клеточного гемостаза, что мо-
жет привести к появлению фибриновых сгустков
крови (тромбов) на поверхности приспособлений
[1–3]. Для снижения такой вероятности поверх-
ности материалов медицинских устройств (на
основе полимеров, сплавов, металлов, керами-
ческих материалов, цементов, смол и т.д.) моди-
фицируют [4, 5]. Стратегии модификации матери-
алов устойчивых к появлению тромбов (тромборе-
зистентность) включают изменения химического
состава и морфологии поверхности (влияющих на
заряд, гидрофобность/гидрофильность, профиль
поверхности, пористость), а также иммобилиза-
цию антикоагулянтов (лекарственные средства,

препятствующие появлению сгустков крови) или
высвобождение с поверхности соединений с ан-
титромботической активностью (наряду с антико-
агулянтами, это могут быть и антиагреганты) [5–7].

Используемые в таких целях антикоагулянты,
полисахарид гликозаминогликан нефракциони-
рованный гепарин (НФГ), прямой ингибитор
тромбина бивалирудин, комплекс гепарина с ан-
титромбином (плазменный ингибитор серино-
вых протеиназ свертывающей системы крови),
ингибитор кукурузного трипсина [5, 8–10]. Раз-
нообразие медицинских устройств с активным
покрытием НФГ представлено рядом компа-
ний – производителей [11]. Механизм антикоагу-
лянтного действия НФГ связан с активацией плаз-
менного ингибитора сериновых протеиназ сверты-
вающей системы крови – антитромбина [12].
Активация факторов коагуляции приводит к нара-
ботке фибрина и возможному появлению тромбов,
а активация ингибитора факторов коагуляции сни-
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жает вероятность развития тромбоза. НФГ на по-
верхности устройств действует как катализатор и
не расходуется [11, 13].

Методы иммобилизации гепарина на поверх-
ности материала (полимеры, металлы, сплавы)
могут быть различны. Возможно соединение че-
рез промежуточное вещество, через активацию,
простая инкубация, обработка плазмой и облуче-
ние или комбинация методов [4, 5].

В последние годы возросло число публикаций,
в которых описано улучшение гемосовместимости
и тромборезистентности поверхностей, контакти-
рующих с кровью медицинских приспособлений,
за счет включения полисахаридов (гепарин, хито-
зан, целлюлоза, крахмал), а также моноакрилата
полиэтиленгликоля, кластера фосфата кальция,
оксида графена и нанопластин графена, фиброина
шелка, N-винил-2-пирролидона, урокановой кис-
лоты, композиции поливинилового спирта/цир-
конийоксинитрата, гиалуроновой кислоты, фулле-
ренолов [5, 14, 15]. Выбор полисахаридов связывают
с широкой распространенностью, биосовместимо-
стью и отсутствием токсичности.

Для достижения гемосовместимости нередко
используют послойное нанесение на поверхность
материала гепарина или соединений с антикоа-
гулянтной активностью, чередуя с каким-либо
другим соединением. В работе [16] для сниже-
ния активации тромбоцитов и скорости гемо-
лиза магниевого сплава, перспективного для
сердечно-сосудистого стента, модифицировали
поверхность комбинируя химическую обработ-
ку с последующим послойным нанесением функ-
ционализованного хитозаном оксида графена и ге-
парина. Авторы работы [17] предложили нетоксич-
ную пленку на основе поли-L-молочной кислоты,
часто используемую для изготовления биорезор-
бируемых сосудистых каркасов, с отличной гемо-
совместимостью, которая достигалась путем на-
несения слоев сульфатированного полисахарида
китайского ямса и хитозана со степенью деацети-
лирования (СД) 95%. Модификация многослой-
ным полиэлектролитом “tanfloc” (гидрофильное,
катионное и конденсированное амино-производ-
ное танина)/гепарин поверхности титановых на-
нотрубок привела к появлению противотромботи-
ческой активности [18].

Несмотря на достижения науки о структурах и
биоматериалах контактирующих с кровью акту-
альность новых разработок несомненна.

Цель работы – анализ in vitro устойчивости по-
верхности полиуретановых пластин, обработанных
слоями кватернизированного хитозана (КватХит) и
НФГ, к появлению тромбов (тромборезистент-
ность, ТРЗ).

МЕТОДИКА
В работе был использован коммерческий пред-

варительно обработанный термопластичный поли-

уретан на основе полиэфира Elastollan 1180a50 (ПУ;
BASF Polyurethanes GmbH, Германия). Кватер-
низированный хитозан (КватХит) со степенью за-
мещения (СЗ) 50%, полученный на основе хитозана
с молекулярной массой (ММ) 200 кДа и СД 87%
(“Биопрогресс”, Москва), синтезирован по мето-
дике [19]. Нефракционированный гепарин (НФГ;
“Белмедпрепараты”, Беларусь). Для активации
пластин ПУ использовали 1,6-диизоцианатогек-
сан 98%, дибутилдилаурат олова 95% (“Sigma”,
США). Другие используемые химические веще-
ства были аналитического класса.

Модификация поверхности полиуретана. Пла-
стину ПУ 1.54 г размером 5 × 5 см, помещали в
100 мл толуола под током азота. Спустя 15 мин,
добавляли 5 мл гексаметилендиизоцианата и
0.25 мл дибутилдилаурата олова. Температура ре-
акции 70°C, время реакции 2 ч. По окончании ре-
акции активированную ПУ (актПУ) пластину про-
мывали толуолом, высушивали на воздухе 24 ч.

Затем предварительно активированную и вы-
сушенную пластину помещали в 1%-ный раствор
КватХит с СЗ 50%, растворенного в 1%-ной ук-
сусной кислоте.

Послойная поверхностная прививка КватХит и
НФГ. Процесс получения первого полиэлектро-
литного бислоя на гидрофильной предваритель-
но активированной и обработанной КватХит ПУ
пластине состоял из нескольких последователь-
ных шагов. Первоначально пластину погружали в
0.5% раствор НФГ, приготовленный в 0.15М NaCI,
на 15 мин при 23°С. Обработанную пластину про-
мывали дистиллированной водой трехкратно по
5 мин. После чего пластину погружали в 0.1%-ный
раствор КватХит, содержащий 0.15М NaCI, при-
готовленный в 1%-ной уксусной кислоте, и вы-
держивали при 23°С 15 мин. Промывали дистил-
лированной водой трехкратно по 5 мин. Далее
процесс нанесения бислоев многократно повто-
ряли (n = 9), в результате чего были получены мо-
дифицированные ПУ (мПУ) пластины. Послед-
ний слой поверхности пластины – нефракциони-
рованный гепарин.

ИК-спектроскопия. Спектры образцов были
записаны с использованием методики измерения
нарушенного полного внутреннего отражения
(НПВО) на Фурье-спектрометре Vertex 70 V
(“Bruker”, Германия) с использованием аксессуа-
ра Pike ATR с алмазным рабочим элементом (“Ni-
colet”, США); спектры НПВО были усреднены с
разрешением 4 см–1. Вся необходимая коррекция
была сделана с помощью программного пакета
Omnic 8 (“Nicolet”, США).

Атомно-силовая микроскопия. Исследования
рельефа поверхности образцов в нанометровом
масштабе проводили с помощью атомно-силово-
го микроскопа NTEGRA Prima (“NT-MDT SI”,
Россия) в полуконтактном режиме на воздухе.
Сканирование осуществлялось с частотой 0.9–
1.50 Гц, с разрешением 512 × 512 точек. Использо-
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вали кремниевые кантилеверы серии ETALON
HA-NC (“TipsNano”, Россия) с резонансной ча-
стотой кантилевера 235(A) и 140(B) кГц, радиусом
закругления менее 10 нм, жесткостью 12(А) и
3.5(В) Н/м. Обработку результатов проводили с
помощью программ NOVA и ImageAnalysis P9
(“NT-MDT SI”, Россия).

Оценка гидрофильности пластин. Измерения про-
изводили на цифровом угломере Contact Angle Meter
110 VAC (“Cole-Parmer”, США). Образец фиксиро-
вали на предметном стекле. Затем стекло помещали
в поле зрения видеокамеры прибора перед источни-
ком света. Далее на поверхность образца с помощью
микрошприца наносили каплю дистиллированной
воды объемом 0.015 мл и измеряли контактный угол
между поверхностью и каплей. Контактный угол из-
меряли не менее чем для 10 капель при температуре
25°C, рассчитывали среднее значение.

Подготовка крови. В исследовании применяли
кровь из локтевой вены доноров, стабилизиро-
ванную водным раствором 0.106 М лимоннокис-
лого натрия Na3C6H6O7 (кровь отбирали до метки
в пластиковый шприц S-Monovette 5 mL 9NC,
(“Sarstedt”, Германия). Все доноры давали пись-
менное информированное согласие на взятие и
использование крови в ФГБУ “НМИЦ гематоло-
гии” Минздрава России.

Определение времени рекальцификации крови
(ВРК). Влияние ПУ пластин на время свертывания
цельной крови человека в тесте ВРК оценивали в
соответствии с методом, описанным в статье [20].
Образцы пластин (0.5 × 0.5 см) помещали в пласти-
ковые пробирки эппендорфы, добавляли 0.5 мл
стабилизированной 0.106 М Na3C6H6O7 крови че-
ловека. Через 20 и 40 мин (при 37°C) отбирали
0.1 мл крови в пробирку для определения времени
свертывания, добавляли 0.1 мл раствор CaCl2 (ко-
нечная концентрация 0.01 M) и фиксировали время
появления фибринового сгустка в секундах на про-
граммируемом полуавтоматическом коагулометре
АПГ2-01 (Минилаб-701-М, НПО “Эмко”, Россия).

Влияние ПУ пластин на образование сгустков
крови. Определяли на поверхности ПУ пластин в
соответствии с рекомендациями в работе [21] c
некоторыми модификациями. Образцы пластин
(0.5 × 0.5 см) помещали в пластиковые пробирки.
Затем добавляли 0.5 мл стабилизированной
0.106 М Na3C6H6O7 крови человека и активирова-
ли свертывание добавлением водного раствора
CaCl2 (конечная концентрация 0.05 M). Через 20,
40, 60, 120, 180 мин (при 37°C) пластины извлека-
ли, фотографировали и помещали в гемолизиру-
ющий раствор на 1 ч (37°C). Затем определяли оп-
тическую плотность раствора, полученного после
инкубации с пластинами, при длине волны 545 нм
на спектрофотометре SmartSpec Plus (“Bio-Rad”,
США) [22]. Тромборезистентность (%) пластин
рассчитывали по следующей формуле:

= ×о кТРЗ 100% – OD 100% OD( ),

где ODо – оптическая плотность раствора, после
инкубации с мПУ пластиной; ODк – оптическая
плотность раствора, после инкубации с необра-
ботанной ПУ пластиной [23].

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программ Biostat и Statisti-
ca. Для сравнения ненормально распределенных
данных применяли непараметрический U-кри-
терий Манна-Уитни. Результаты работы пред-
ставлены средними арифметическими значе-
ниями ± стандартные ошибки средних арифме-
тических от 6–12 независимых определений.
Статистически значимые отличия рядов дан-
ных наблюдали при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
На первой стадии ПУ пластины были активи-

рованы с помощью бифункционального реагента
гексаметилендиизоцианата. В результате актива-
ции происходило введение активной функцио-
нальной группы на поверхности ПУ пластин,
способной взаимодействовать с производным хи-
тозана, содержащим свободные аминогруппы.

Затем обработанные КватХит ПУ пластины
модифицировали методом “слой на слой” поли-
электролитами – НФГ, КватХит, НФГ.

Модифицированная с помощью диизоциона-
та ПУ пластина имела характерный пик в ИК-
спектре при 2264 см–1, соответствующий колебани-
ям новой NCO-функциональной группы (рис. 1,
спектр 2). Дальнейшая обработка водным раство-
ром КватХит привела к исчезновению данного
сигнала в результате частичного гидролиза ак-
тивной функциональной группы и взаимодей-
ствия с производным хитозана. Также наблюда-
ли сдвиг и уширение сигнала колебаний O–H в
области 3310 см–1 за счет вклада гидроксильных
групп КватХит на поверхности ПУ пластины
(рис. 1, спектр 3).

Поверхность полиуретановых пластин до и по-
сле модификации исследовали методом атомно-
силовой микроскопии, результаты представлены
на рис. 2 и в табл. 1. Исходная поверхность ПУ
пластины до модификации относительно глад-
кая, перепад высот составлял около 100 нм, и до-
стигался, преимущественно, за счет наличия ха-
рактерных крупных борозд на его поверхности.

Рельеф поверхности актПУ пластины значитель-
но отличался от исходной, появлялись выступы и
впадины (рис. 2б). После обработки изоцианатом
как среднеквадратичная шероховатость, так и высо-
та неровностей профиля, значительно увеличива-
лись в 17 и в 8 раз соответственно (табл. 1). АСМ-
изображение ПУ пластины после нанесения на ак-
тивированную поверхность 1 слоя КватХит пред-
ставлено на рис. 2в. Морфология поверхности была
практически аналогична образцу актПУ пластины:
присутствие выступов и впадин также наблюдалось,
но на их поверхности различалась полимерная



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 3  2022

ТРОМБОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ ПОЛИУРЕТАНОВЫХ ПЛАСТИН 283

пленка КватХит в виде фибриллярных структур, до-
полнительно усложняющих рельеф пластины и
приводящих к увеличению шероховатости на 12%.

Микрофотография образца мПУ пластины по-
сле активации изоцианатом и модификации 9 бис-
лоями КватХит и НФГ представлена на рис. 2г.
Снижение шероховатости по сравнению с образ-
цом с 1 слоем КватХит может быть связано с по-
степенным заполнением впадин, образовавшихся
после активации изоцианатом, и сглаживанием об-
щего рельефа в процессе послойного нанесения
полимерной пленки.

Измерения значений контактного угла были
использованы для характеристики свойств поверх-
ности ПУ пластины до и после модификации по-
лимерным покрытием. Известно, что гидрофоб-

Таблица 1. Высота профиля и среднеквадратичная шероховатость поверхности ПУ пластин, рассчитанные с по-
мощью АСМ, а также данные по измерению контактного угла

Образец Перепад высот, нм Среднеквадратичная 
шероховатость, нм Контактный угол, °

ПУ 105.3 ± 11.1 8.3 ± 4.4 86.1 ± 11.3
актПУ 875.8 ± 150.9 143.1 ± 20.7 76.5 ± 9.2
актПУ + 1 слой КватХит 901.6 ± 170.1 160.3 ± 34.6 –
мПУ 760.1 ± 182.2 135.5 ±40.1 63.2 ± 3.68

Рис. 1. ИК-спектры полиуретановых пластин. 1 – исходный ПУ; 2 – акт ПУ; 3 – мПУ
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Таблица 2. Влияние ПУ пластин на время рекальци-
фикации крови человека in vitro

* p < 0.05, достоверность различий с показаниями в контроле
с ПУ 20 мин инкубации; ** p < 0.05, достоверность различий
с показаниями в контроле с ПУ 40 мин инкубации; n = 6.

Вариант опыта Инкубация, 
мин

Время 
рекальцификации 

крови, с

Контроль без ПУ 0 290.20 ± 15.80

Контроль с ПУ
20 257.50 ± 12.84

40 273.30 ± 16.60

Опыт с мПУ 20 483.00 ± 22.64*

40 576.50 ± 24.64**
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Рис. 2. АСМ-изображения поверхности пластин: а – исходный ПУ; б – актПУ; в – актПУ + 1 слой КватХит; г – актПУ +
+ 9 бислоев КватХит/НФГ.

100

2

0

2
4

6
8

10

4
6

8
10

нм
мкм

850

2

0

2
4

6
8

10

4
6

8
10

нм
мкм

900

2

0

2
4

6
8

10

4

6

8

10

нм

мкм
750

2

0

2

4

6

8

10

4

6

8

10

нм
мкм

(а) (б)

(в) (г)

Таблица 3. Оптическая плотность раствора, полученного после инкубации ПУ пластин с гемолизирующим рас-
твором (n = 6–12)

* P vs – достоверность различия показаний при инкубации при 20, 40, 60, 120 мин.

Образцы Время инкубации, мин OD545, отн. ед. ТРЗ, %

Опыт с мПУ 20 0.0246 ± 0.0023 88.02 ± 1.76
40 0.0453 ± 0.0051 83.62 ± 2.06

P vs 20 min = 0.157
60 0.0544 ± 0.0083 88.94 ± 1.98

P vs 20 мин = 0.665
P vs 40 мин = 0,046

120 0.0738 ± 0.0109 78.43 ± 4.02
P vs 20 мин = 0.078
P vs 40 мин = 0.544
P vs 60 мин = 0.069

180 0.0899 ± 0.0162 85.22 ± 1.06
P vs 20 мин = 0.426
P vs 40 мин = 0.888
P vs 60 мин = 0.147
P vs 120 мин = 0.426

Контроль с ПУ 20 0.3400 ± 0.0505 –
40 0.2563 ± 0.0479 –
60 0.4009 ± 0.0250 –

120 0.2611 ± 0.0329 –
180 0.6208 ± 0.1107 –
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Рис. 3. Изображения фибриновых сгустков крови на пластинах, время инкубации 180 мин: а – ПУ пластина (кон-
троль); б – мПУ пластина (опыт).

(а) (б)

ные свойства поверхности материала могут вызы-
вать значительную адгезию тромбоцитов, что
может привести к тромбозу [24]. Из данных, пред-
ставленных в табл. 1 следовало, что снижение ве-
личины контактного угла на ПУ пластине, как по-
сле активации поверхности изоцианатом, так и в
дальнейшем, после нанесения на активированную
поверхность 9 полимерных бислоев, может быть
связано с наличием функциональных групп –OH и
–NН2 на поверхности модифицированных пла-
стин. Придание материалу гидрофильных свойств
должно способствовать повышению гемосовме-
стимости медицинских изделий на его основе.

Поверхности материалов для медицинских
устройств не должны провоцировать коагуляцию
крови или плазмы [25]. В табл. 2 показано, что ин-
кубация крови с мПУ пластинами (0.5 × 0.5 см)
приводила к достоверному увеличению (p < 0.05)
времени свертывания в тесте ВРК (20 мин –
483.00 ± 22.64 с и 40 мин – 576.50 ± 24.64 с), по
сравнению с контролем – инкубация крови с ПУ
пластинами (20 мин – 257.50 ± 12.84 с и 40 мин –
273.30 ± 16.60 с), в 1.88 и 2.11 раза соответственно.
Следует отметить, что показания в контроле с ПУ
пластинами (20 и 40 мин) достоверно не отлича-
лись от показаний в контроле без ПУ пластин.

На рис. 3 (инкубация 180 мин) показаны разли-
чия между размерами фибриновых сгустков крови
на пластинах ПУ (контроль) и мПУ пластинами
(опыт). Ранее нами была обнаружена связь между
площадью сгустков крови на фотографиях поверх-
ностей пластин и оптической плотностью раство-
ров, полученных после инкубации пластин в гемо-
лизирующем растворе [23]. С увеличением размера
сгустка оптическая плотность раствора после ге-

молиза возрастала. При инкубации крови челове-
ка с ПУ пластинами 20, 40, 60, 120, 180 мин оптиче-
ская плотность раствора, полученного после инку-
бации пластин с гемолизирующим раствором,
достигала 0.2563 ± 0.0479 – 0.6208 ± 0.1107 отн. ед.,
что было в 3.5–13.8 раз выше, чем после инкуба-
ции с мПУ пластинами 0.0246 ± 0.0023–0.0899 ±
± 0.0162 отн. ед. (табл. 3). То есть, размеры сгуст-
ков на ПУ пластинах были больше, чем на мПУ
пластинах. Рассчитанная по оптическим плотно-
стям тромборезистентность мПУ пластин дости-
гала 78.43 ± 4.02–88.94 ± 1.98%. Достоверных раз-
личий между тромборезистентностью мПУ пла-
стин после инкубации 20 и 180 мин не наблюдали.

Таким образом, обработка поверхности поли-
уретановых пластин слоями КватХит и НФГ при-
водила к проявлению ими высокой устойчивости
к образованию сгустков крови.

Химическая часть работы выполнена в рамках
гранта РФФИ 20-33-70168. Биологическая часть
работы выполнена в рамках НИР по Государствен-
ному заданию ФГБУ “НМИЦ гематологии” Мин-
здрава России РК № АААА-А21-121011290079-5.
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Thromboresistance of Polyurethane Plates Modified
with Quaternized Chitosan and Heparin

N. N. Drozda, *, A. P. Lunkovb, B. Ts. Shagdarovab, **, Yu. V. Zhuikovab, A. V. Il’inab, and V. P. Varlamovb

a National Medical Research Center for Hematology, Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 125167 Russia
b Institute of Bioengineering, Research Center of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: nndrozd@mail.ru
**e-mail: shagdarova.bal@gmail.com

To obtain modified polyurethane (PU) plates, quaternized chitosan (QuatCh; degree of substitution 50%, de-
gree of deacetylation 87%) and unfractionated heparin (UFH) were applied to their surface in layers. The re-
lief of the surface of the plates was studied using AFM. After processing, the root-mean-square roughness and
the height of the unevenness of the PU profile of the plates significantly increased. The value of the contact
angle of the modified PU plates decreased from 86.1 ± 11.3° to 63.2 ± 3.68°. To assess the in vitro resistance of
PU plates to the appearance of blood clots on the surface (thromboresistance, TR), donor blood and a blood
recalcification time test were used. When incubating modified PU plates with blood for 20–180 min, the TR
reached 78.43 ± 4.02–88.94 ± 1.98%. The time of recalcification of human blood containing PU plates coated
with QuatCh – UFH (20 min–483 ± 22.64 s and 40 min-576.5 ± 24.64 s) significantly differed from the time
of recalcification of human blood containing PU plates without coating (20 min-257.5 ± 12.84 s and 40 min–
273.3 ± 16.6 s). Thus, the layer-by-layer modification of the PU plates of QuatCh and UFH leads to high
resistance to the appearance of blood clots on the surface.

Keywords: polyurethane plate, quaternized chitosan, unfractionated heparin, layer-by-layer modification,
thromboresistance
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Изучены антибактериальная и антигрибная активности хитозанов с молекулярной массой (ММ) 5,
10, 50, 150 кДа и степенью деацетилирования 85%, а также медных комплексов, полученных на их
основе. Установлено, что активность хитозана зависела от ММ хитозана и его концентрации. По-
казано, что в пределах концентраций 0.02–0.1% антибактериальная и антигрибная активности мед-
ных комплексов не зависели от ММ хитозана и была более высокой по сравнению с хитозаном.

Ключевые слова: хитозан, медные комплексы хитозана, антибактериальная активность, антигрибная
активность
DOI: 10.31857/S0555109922030114

Широко распространенный в природе полиса-
харид хитозан по-прежнему привлекает внима-
ние исследователей благодаря своим уникальным
физико-химическим свойствам и биологической
активности, а также полной безопасности для
окружающей среды [1–4]. В связи с тем, что хито-
зан получают специальными методами из разно-
образных природных источников, то для него ха-
рактерна структурная неоднородность по многим
параметрам [2]. К ним следует отнести молеку-
лярную массу (ММ), количественное соотноше-
ние ацетилированных и деацетилированных зве-
ньев в цепи, а также характер их расположения в
полимерной цепи. Именно эти особенности хи-
тозана обусловливают многообразие его биологи-
ческих свойств, что подтверждается многочис-
ленными исследованиями в этой области [5, 6].

Большинство работ, связанных с изучением ме-
ханизмов антибактериального и антигрибного дей-
ствия этого биополимера, свидетельствуют о том,
что биоцидная активность хитозана связана с его
поликатионной структурой и способностью связы-
ваться с отрицательно заряженными поверх-
ностными структурами клеток [5, 7]. Механизм
проявления такой активности до сих пор не по-
нятен, однако есть четкие доказательства того,
что взаимодействие хитозана и его производных
с клеточными мембранами на молекулярном
уровне приводит к гибели клеток [8–10]. Это так
называемый “антибактериальный эффект” хи-

тозана [8]. Первой мишенью действия хитозано-
вого полимера в случае грамотрицательных бак-
терий становится липополисахарид, который за-
ряжен отрицательно и входит в состав внешней
мембраны. У грамположительных бактерий глав-
ной мишенью для хитозана могут быть тейхоевые
кислоты, отрицательный заряд которым придают
многочисленные остатки фосфорной кислоты. В
обоих случаях такое взаимодействие нарушает нор-
мальное функционирование обменных процессов
клетки с внешней средой, изменяя проницаемость
цитоплазматической мембраны, в результате чего
усиливается отток веществ из клетки.

Необходимо отметить, что если некоторые ав-
торы выявляют различия в чувствительности гра-
мотрицательных и грамположительных бактерий
к хитозану, то в ряде работ делается вывод, что
структурные различия клеточной стенки бакте-
рий не являются определяющим при их взаимо-
действии с полисахаридом [11].

В работе Ильиной с соавт. [12] утверждается,
что антибактериальная активность хитозана в от-
ношении грамотрицательных и грамположитель-
ных микроорганизмов может зависеть не только
от его молекулярной массы, но и от степени дез-
ацетилирования (СД). При тестировании хитоза-
нов с ММ 4 кДа, но с изменяющейся величиной
СД (55, 73, 78 и 86%) была установлена тенденция
к увеличению уровня гибели клеток по мере уве-

УДК 633.11:579.23
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личения СД полимера. По мнению авторов, вы-
сокая концентрация положительных зарядов в
цепи хитозана с максимальной СД приводила к
образованию наиболее прочной связи с поверх-
ностью клеточной стенки микроорганизмов.

К такому же выводу пришли авторы работы
[13] при изучении антибактериальной активности
ряда образцов хитозанов, ММ которых изменяли
от 2 до 224 кДа и СД с 16 до 84%. Активность образ-
цов оценивали по ингибированию роста и целост-
ности мембран на примере Bacillus cereus, Escheri-
chia coli, Salmonella typhimurium. Авторы пришли к
выводу, что хитозаны с высокой СД проявляли по-
вышенную антибактериальную активность [13].

В литературе до сих пор не установлена одно-
значная корреляция между значением ММ хито-
зана и его биологическими свойствами [7, 13]. В
работе [14] показано, что с увеличение ММ хито-
зана при воздействии на растущие клетки Bacillus
cereus антимикробный эффект усиливался в ряду
олигосахаридов до образцов с ММ 628 кДа, что
объяснялось увеличением количества аминогрупп,
способных прочно связываться с поверхностными
структурами клетки. Другие исследователи [15]
приходят к противоположному выводу – о более
высокой антибактериальной активности низкомо-
лекулярных хитозанов. Биоцидное действие этих
полимеров авторы связывают с тем, что такие об-
разцы обладают большей проникающей способ-
ностью через клеточную стенку бактерий, что на-
рушает их функционирование, влияя на физио-
логические процессы, происходящие внутри
клеток, что влечет за собой гибель клетки. К тако-
му же выводу пришли авторы [16] при изучении
бактерий, таких как Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Klebsiella pneumoniae и Escherichia coli. Уста-
новлено, что чем ниже молекулярная масса хито-

зана, тем выше антибактериальный эффект. Моле-
кулы низкомолекулярного хитозана могут связы-
ваться с ДНК, проникая в ядро клетки, подавляя
синтез мРНК [6]. Анализ влияния различных фак-
торов на антибактериальную активность хитозана
представлен в последних обзорах [7, 17].

К настоящему времени установлено, что хито-
зан имеет прямое фунгистатическое действие, ко-
торое зависит от его физико-химических свойств, а
также вида микроорганизма [18]. К хитозану чув-
ствительны грибы и оомицеты, содержащие незна-
чительное количество хитозана в клеточных стен-
ках, а зигомицеты, содержащие большое количе-
ство хитозана в клеточных стенках, устойчивы к
его воздействию. Энтомопатогенные грибы, об-
ладающие высокой хитинолитической активно-
стью, устойчивы к действию хитозана.

Противоречивые данные относительно корре-
ляции между противогрибковой активностью и
молекулярной массой хитозана также получены в
ряде работ [17, 19–21]. Результаты исследования
процесса ингибирования хитозаном десяти расти-
тельных патогенных грибов: Colletotrichum gloeospo-
rioides, Fusarium oxysporum f.sp cubense, Colletotrichum
capsici, Pythium aphanidermatum, Phytophthora parasit-
ica, Curvularia lunata, Rhizoctonia solani, Helminthospo-
rium oryzae, Sphaceloma ampelinum и Fusarium gram-
inearum показали, что полимеры с низкой ММ об-
ладали более высокой степенью ингибирования
мицелия, чем высокомолекулярные хитозаны
[17, 21]. В работе [19], наоборот, установлено, что
с увеличением молекулярной массы растет и ан-
тигрибная активность против Candida albicans,
Candida krusei и Candida glabrata.

Необходимо добавить, что и вид микроорга-
низма также определяет их восприимчивость к
хитозану с разной молекулярной массой, что по-

Рис. 1. Структура комплексов хитозан-металл [28].
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казано в работе [20]. Грибы Puccinia asparagi и Fu-
sarium oxysporum оказались чувствительнее к хи-
тозану с низкой молекулярной массой, тогда как
против Stemphylium solani более эффективен был
хитозан с высокой молекулярной массой.

Также важным фактором проявления противо-
грибковой активности является степень деацети-
лирования хитозана: с увеличением СД возрастает
и антигрибная активность [22]. Варьирование двух
характеристик хитозана (СД и ММ) позволяет най-
ти комбинацию, приводящую к максимальному
результату по этому параметру. Вывод, что анти-
грибная активность больше при высоком значении
СД и низкой величине МM был подтвержден на
различных видах патогенов: Candida albicans [22],
Aspergillus fumigatus [23] и Aspergillus flavus [24].

Механизм антигрибного действия хитозана по
аналогии с бактериями связывают с нарушением
структуры клеточной стенки, ведущим к изме-
нению морфологии мицелия, жизнеспособно-
сти спор, нарушению целостности грибной ци-
топлазматической мембраны, что приводит к вы-
ходу из клеток цитоплазматического содержимого.
Электростатическое взаимодействие положительно
заряженных свободных аминогрупп хитозана с от-
рицательно заряженными фосфолипидами мем-
бран клеток грибов подтверждается его зависимо-
стью от рН, различного для низко- и высокоацети-
лированного хитозана с одинаковой молекулярной
массой и концентрацией в среде [18–24]. В связи
с этим хитозаны с большей СД (86–90%) во всех
случаях проявляли более сильное фунгистатиче-
ское действие. Этот параметр играет решающую
роль в адгезии хитозана к клеткам мицелия и спор
грибов. Таким образом, можно считать установ-
ленным, что любая биологическая активность хи-
тозана в первую очередь определяется наличием
положительного заряда на его макромолекулах.

В последние два десятилетия многие исследо-
вания были направлены на повышение активно-
сти хитозана за счет увеличения плотности поло-
жительного заряда, за счет введения в его состав
биологически активных веществ, целенаправленно
усиливающих его биоцидную активность. С этой
точки зрения большой интерес представляет спо-
собность хитозана образовывать комплексы с раз-
личными металлами, которые, с одной стороны, са-
ми обладают биоцидной активностью и, с другой
стороны, могут использоваться растениями в каче-
стве катализаторов биохимических процессов. В
последнее время наиболее распространенной стра-
тегией повышения антимикробных свойств хитоза-
на является его использование в сочетании с метал-
лами и их наночастицами [25–27].

Ранее нами [28] были получены комплексы
хитозана (ММ = 3–150 кДа) с металлами (Cu, Zn,
Fe), показывающие высокую антигрибную ак-

тивность в отношении F. oxysporum. Наиболее ак-
тивными оказались комплексы хитозана с медью.

Цель работы – сравнительное изучение анти-
бактериальной и антигрибной активностей хито-
занов с СД 85% и разной ММ, а также медных
комплексов, полученных на их основе.

МЕТОДИКА

Методом окислительной деструкции [29] высо-
комолекулярного хитозана Хит-150 (ММ = 150 кДа,
СД = 85%) получено 3 образца с ММ 5, 10 и 50 кДа,
соответственно Хит-5, Хит-10, Хит-50. Значение
СД, определенное для всех образцов методом по-
тенциометрического титрования [30], составля-
ло 85%.

На основе полученных образцов синтезирова-
ны комплексы хитозана с медью (Хит + Cu), как
описано в работе [28]. Для этого 0.5 г хитозана
растворяли в 100 мл 4%-ной уксусной кислоты,
вносили 0.77 г CuSO4 × 5H2O, добавляли раствор
щелочи (10%-ный KOH), доводя pH до 5.6. Смесь
перемешивали при 20°С в течение 3 ч, затем про-
дукт осаждали ацетоном, центрифугировали, про-
мывали этанолом, фильтровали и высушивали в
вакууме. Выход комплекса состовлял 60–80% в за-
висимости от ММ хитозана.

Содержание меди в предварительно минерали-
зованных образцах комплексов хитозана опреде-
ляли фотометрически на приборе “UV-2600 Shi-
madzu” (Япония) по известной методике, исполь-
зованной ранее в работе [28], основанной на
взаимо-действии ионов Cu с органическим реаген-
том (пикрамин-эпсилон) с образованием окра-
шенного комплексного соединения. ИК-спектры
хитозана и его комплексов снимали на Фурье-
спектрометре “Spectrum BX” (“Perkin Elmer Inc.”,
США) в таблетках с KBr.

Получены и испытаны следующие образцы:
хитозаны (Хит-5; Хит-10; Хит-50; Хит-150) и мед-
ные комплексы на их основе (Хит-5 + Cu; Хит-10 +
+ Cu; Хит-50 + Cu; Хит-150 + Cu).

Во всех экспериментах по оценке биологиче-
ской активности хитозанов и их комплексов для
растворения была использована 0.1%-ная янтар-
ная кислота, не обладающая антимикробной ак-
тивностью.

Антибактериальную активность образцов хито-
зана оценивали по их способности подавлять рост
культур бактерий, вызывающих заболевания сель-
скохозяйственных культур: Bacilus polymyxa (Praz-
mowski 1880) Mace 1989 – бактериальная гниль
клубней картофеля; Pseudomonas syringae syringae pv
tomato – пятнистость томата; Erwinia carotovora (syn.
Pectobacterium carotovorum) – вызывает болезни
картофеля и др. растений, называемые “черная
ножка”.
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Тест-культуры получены из коллекций типо-
вых культур ВНИИСХМ и лаборатории микро-
биометода ВИЗР (Россия). Оценку антимикроб-
ной активности образцов хитозана проводили ме-
тодом диффузии в агар (метод лунок) раствора
испытуемого соединения [31]. Метод основан на
сравнении ингибирования роста тест-микроорга-
низма испытуемым раствором хитозана по отно-
шению к контролю (дистиллированная вода) и
определении биологической активности по зоне
ингибирования роста тест-микроорганизма (ра-
диус зоны ингибирования роста тест-организма
в мм).

В стерильные чашки Петри разливали охла-
жденный до 45°С картофельно-глюкозный агар.
После застывания на поверхность агара наносили
0.2 мл суспензии испытуемых бактерий с титром
106 КОЕ/мл. После посева агара чашки оставляли
на 1–2 ч для впитывания инокулюма. Затем на
поверхности агара стерильным сверлом делали
лунки диаметром 6 мм. В лунки каждой чашки од-
новременно вносили по 0.2 мл раствора испытуе-
мых образцов в концентрации 0.2% и раствора
стандарта. В качестве стандарта служил 0.1%-ный
раствор янтарной кислоты. После этого чашки
оставляли в течение 1–2 ч при комнатной темпе-
ратуре, а затем помещали в термостат и выдержи-
вали при 25°С в течение 48 ч. Для каждого рабоче-
го раствора измеряли зоны ингибирования роста
тест-штамма микроорганизмов в мм (радиус).

Изучение антигрибной активности препара-
тов проводили методом агаровых блоков [32]. В
качестве тест-культур использовали Fusarium ox-
ysporum (Schlecht.) f. sp. lycopersici (Sacc.), вызыва-
ющего фузариозное увядание томата, Slerotinia
sclerotiorum, вызывающего белую гниль огурцов,
томата и др. культур, а также Cochliobolus sativus
(S. Ito & Kurib.) Drechsler ex Dastu – возбудителя
темно бурой пятнистости пшеницы. При тести-
ровании методом блоков в теплую агаризованную
среду Чапека вносили растворы испытуемых об-
разцов хитозана и медных комплексов на его осно-
ве, рассчитывая конечную концентрацию в среде.
После застывания среды на ее поверхности уста-
навливали агаровые блоки 7-суточной тест-куль-
туры, вырезанные стерильным пробочным свер-
лом, затем чашки Петри помещали в термостат
при 22‒25°С. Фунгистатическую активность оце-
нивали по диаметру подавления роста тест-куль-
туры на 5 сут выращивания. Контролем служили
чашки со средой Чапека без испытуемых веществ.

Влияние хитозановых образцов на прораста-
ние конидий С. sativus проводили также в капле
(200 мкл) на предметных стеклах, в темноте при
22°С, во влажной камере в течение 24, 48 и 72 ч. К
0.1мл 0.05%-ного раствора образца добавляли 0.1 мл
суспензии спор аскомицета (104). Прорастание
конидий оценивали микроскопированием, про-

сматривая не менее 100–200 спор в варианте опы-
та и в контроле (в воде). Частоту прорастания вы-
ражали в процентах от общего числа спор, про-
смотренных в контроле и опыте [33].

Все опыты проводили в 3-кратной повторности,
полученные данные обрабатывали с использова-
нием методов описательной статистики (на основе
стандартных ошибок средних ±SEM). Наимень-
шая существенная разница (НСР) использовалась
для сравнения средних значений при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что благодаря наличию функцио-

нальных групп хитозан является хорошим хелати-
рующим агентом и легко образует комплексы с
ионами металлов с переменной валентностью [34].
Для доказательства образования и подтверждения
структуры комплексов хитозан-металл, как прави-
ло, используют спектральные методы [35].

Ранее было показано [28], что в результате коор-
динации между металлом (Cu) и аминными группа-
ми хитозана в ИК-спектрах наблюдалось смещение
максимумов поглощения валентных и деформаци-
онных колебаний NH-связей в сторону низких ча-
стот и появлялся максимум при 1560 см–1, обуслов-
ленный деформационными колебаниями NH-
связей в аминных группах хитозана, связанных
с металлом. На основании этих данных была пред-
ложена структура комплексов хитозан-металл, под-
твержденная в последующем другими исследовате-
лями [6].

Содержание меди в комплексах, рассчитанное
в максимуме поглощения при 551 нм, составило
10 ± 1%, что соответствует мольному соотноше-
нию медь : хитозан – 1 : 4.

Известно, что механизм действия хитозанов на
микроорганизмы связан с нарушением целостно-
сти наружной мембраны [5, 10].

С учетом разного строения клеточных стенок
бактерий для испытания прямой антибактери-
альной активности были взяты грамотрицатель-
ные (P. syringae, E. carotovora) и одна грамположи-
тельная (B. polymyxa) бактерии.

В табл. 1 приведены экспериментальные дан-
ные по антигрибной и антибактериальной актив-
ностям хитозанов и медных комплексов, полу-
ченных на их основе.

Следует отметить, что большинство исследо-
вателей при изучении антибактериальной и анти-
грибной активности хитозана в качестве раство-
рителя используют 0.2%-ную соляную или уксус-
ную кислоты [36], которые сами по себе обладают
антимикробной активностью. В данной работе
для растворения образцов хитозанов использова-
ли водный раствор янтарной кислоты, не влияю-
щую на линейный рост тест-культур (см. табл. 1).
Показано, что все образцы хитозана обладали высо-
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кой антигрибной активностью, сдерживая рост ми-
целия гриба F. oxysporum на 79.1–83.1%, а S. sclerotio-
rum на 66.6–83.3%. Например, на 5 сут культиви-
рования антигрибная активность хитозанов с
ММ 5–50 кДа практически не менялась по отно-
шению к грибу S. sclerotiorum, а с увеличением
ММ хитозана до 150 кДа снижалась до 66.6%. Как
и ожидалось, медные комплексы хитозанов обла-
дали более высокой степенью ингибирования ро-
ста мицелия грибов по сравнению с хитозанами.

Из табл. 1 видно, что все образцы хитозана с
ММ от 5 до 150 кДа обладали антибактериальной
активностью, как по отношению к грамположи-
тельным, так грамотрицательным бактериям. Ме-
нее чувствительным к действию хитозанов оказал-
ся штамм Pseudomonas syringae, что, скорее всего,
связано с его особенностями.

Модельный опыт по оценке действия хитозана
Хит-5 на прорастание конидий C. sativus показал,
что при концентрации 0.05% на вторые сутки до-
стигался 50%-ный ингибирующий эффект, кото-
рый постепенно повышался по мере увеличения
концентрации полимера (табл. 2).

Результаты оценки антигрибной активности хи-
тозана с разной молекулярной массой в отношении
C. sativus представлены в табл. 3. Отмечена следую-
щая тенденция: чем меньше ММ, тем в большей
степени выражена противогрибковая активность.
Закономерным является рост антигрибной актив-
ности по мере увеличения концентрации образ-
ца. Например, радиальный рост С. sativus подав-
лялся от 58.7 до 68.6% на 5 сут инкубации при уве-
личении концентрации хитозана Хит-5 с 0.05 до
0.1%. При более низкой концентрации (0.02%)
хитозан мог ингибировать только 48.0% радиаль-
ного роста мицелия гриба на 5 сут инкубации.

Введение меди с образованием комплекса зна-
чительно повышало биоцидную активность по
сравнению с активностью исходного хитозана,
что связано с увеличением положительного заря-
да хитозана в присутствие ионов металлов. Кроме
того, это повышало способность поликатиона ад-
сорбироваться на отрицательно заряженной по-
верхности клетки микроба. Из результатов, пред-
ставленных в табл. 3 видно, что медные комплексы
хитозана независимо от его исходных характери-
стик проявляли высокую антигрибную активность,
подавляя рост мицелия гриба C. sativus на 85.8–
88.6% при концентрации 0.1%. Повышенная ан-
тигрибная активность комплексов сохранялась
при применении их и в меньших концентрациях.
В пределах концентраций 0.02–0.1% биоцидная
активность комплексов практически не зависела
от величины ММ исходного хитозана. Эта же за-
кономерность выявлена в опыте по оценке влия-

Таблица 1. Антигрибная и антибактериальная активности образцов хитозанов и соответствующих комплексов с
медью (концентрация 0.2%)

* НСР – наименьшая существенная разница для сравнения средних значений при р < 0.05.

Образец

Ингибирование роста 
мицелия на 5 сут, %

Диаметр зоны отсутствия
роста тест-культур, мм

F. oxysporum S. sclerotiorum
Грам (–) Грам (+)

P. syringae E. carotovora B. polymyxa

Хит-5 79.6 82.2 0.80 1.5 1.5
Хит-10 83.1 83.3 1.0 1.5 1.5
Хит-50 82.3 82.2 1.5 1.8 1.7
Хит-150 79.1 66.6 0.5 0.7 0.7
Хит-5 + Cu 85.7 83.3 2.5 2.0 1.8
Хит-10 + Cu 87.5 86.6 2.0 2.0 1.5
Хит-50 + Cu 87.5 83.5 3.0 3.3 3.5
Хит-150 + Cu 85.0 78.9 2.5 3.0 2.5
0.1%-ный водный раствор янтарной 
кислоты

0 0 0 0 0

НСР* (р < 0.05) 2.2 2.0 0.05 0.1 0.15

Таблица 2. Влияние концентрации хитозана с молеку-
лярной массой 5 кДа (Хит-5) на прорастание конидий
С. sativus на 2 и 3 сут

Концентрация 
хитозана, %

Количество проросших конидий
С. sativus, %

2 сут 3 сут

Контроль
(без хитозана)

85 100

0.02 60 80
0.05 55 80
0.1 45 85
0.2 15 70
0.5 10 65

НСР (р < 0.05) 3.2 3.5
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ния испытуемых образцов (0.05%) на прораста-
ние конидий гриба C. sativus.

Установлено, что при использовании образцов
хитозана в концентрации 0.05% разница в инги-
бировании прорастания конидий C. sativus опре-
делялась временем экспозиции, но не величиной
ММ полимера (табл. 4). При этом из данных табл. 4
видно, что медный комплекс на основе хитозана
Хит-5 полностью подавлял прорастание конидий
гриба С. sativus в течение 2 сут и приводил к значи-
тельному снижению количества проросших спор
аскомицета (до 10%) по сравнению с контролем
(100%) на 3 сут инкубации.

В результате проведенных исследований полу-
чены оригинальные данные, которые позволили
выявить общие закономерности в проявлении био-
логической активности хитозанов с разной моле-
кулярной массой, но с одинаковой СД (85%), а
также их медных комплексов на всех тест-объек-
тах. Так, с увеличением ММ от 5 до 50 кДа анти-

микробная и антибактериальная активности уве-
личивались, а затем наблюдалась тенденция к их
снижению. Включение в хитозан меди с образова-
нием хелатного комплекса (Хит + Cu) способство-
вало повышению биологической активности неза-
висимо от величины ММ и типа микроорганизма.
Это открывает возможность успешного использо-
вания комплексов хитозана с медью в сельскохо-
зяйственной практике против широкого круга
возбудителей болезней растений.
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This work is devoted to the study of the antibacterial and antifungal activity of chitosans with deacetylation
degree 85% and molecular weight (MW) in a wide range of values (5, 10, 50, 150 kDa) and copper complexes
obtained on their basis. It was found that the studied activity of chitosan has a certain dependence on MW of
chitosan and its concentration. It has been shown that within the concentration range of 0.02–01%, the bio-
cidal activity of copper complexes does not depend on MW of chitosan, but at the same time they are char-
acterized by a higher antibacterial and antifungal activity compared to chitosan.
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Изучена эффективность защитного действия двух комплексов хитозана с биологически активными
веществами. Комплекс Хитозан I – включал 0.1%-ный раствор (по хитозану, хитозана 100 и 50 кДа
(1 : 1), янтарную кислоту, глутаминовую кислоту, 0.025%-ную салициловую кислоту. Хитозан II
включал 0.1%-ный раствор (по хитозану), хитозана 50 кДа, янтарную кислоту, глутаминовую кис-
лоту; 0.0015%-ную индолилуксусную кислоту и 0.1%-ный салицилат хитозана 60 кДа, который имел
в своем составе 25% ионно-связанных фрагментов салициловой кислоты. Комплексы Хитозан I и
Хитозан II существенно снижали поражение пшеницы бурой ржавчиной и септориозно-пиренофо-
розной пятнистостью, а в варианте Хитозан I отмечено снижение развития мучнистой росы. Сали-
цилат хитозана (0.1%) уменьшал степень поражения пшеницы корневой гнилью на 79%, желтой
ржавчиной на 29.1%, подавлял развитие мучнистой росы, увеличивал урожайность на 32.8% и ста-
тистически достоверно повышал значения 55.6% показателей, характеризующих рост и развитие
пшеницы, продуктивность и урожайность. Комплексы “Хитозан I” и “Хитозан II” оказали суще-
ственное влияние на 11.1% и 27.8% показателей продуктивности пшеницы соответственно.

Ключевые слова: мягкая пшеница, хитозановые составы, 0.1% салицилат хитозана, продуктивность,
структура урожайности, корневая гниль, болезни листьев пшеницы
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В настоящее время большое внимание при
возделывании сельскохозяйственных культур
уделяется ресурсосберегающим технологиям, ос-
нованным на использовании биопрепаратов, со-
держащих биологически активные вещества, в том
числе различные органические соединения. Био-
препараты на основе хитозана могут стать альтер-
нативой химическим препаратам, поскольку из-
вестно, что хитозан стимулирует рост и развитие
растений, а также повышает фитоиммунитет [1].
Химические пестициды и удобрения, особенно
при неправильном применении, могут наносить
существенный урон агроэкосистемам и представ-
лять реальную опасность для окружающей среды.
Биопрепараты на основе хитозана можно исполь-
зовать для замачивания семян, опрыскивания
растений или внесения в почву. Однако в связи с
тем, что хитозан не растворяется ни в органиче-
ских растворителях, ни в воде, то в качестве осно-
вы препаратов целесообразно использовать его
производные и их олигомеры [2].

Хитозан и его производные обладают выражен-
ным антимикробным, противовирусным, фунги-
цидным действием [3]. Однако эффективность его
олигомеров зависит от молекулярной массы хи-
тозана [4]. В частности, сильным бактерицид-
ным действием обладает N-карбоксибутилхитозан
[5], композиты хитозана, содержащие никель и
медь [6].

Хитозан в концентрации 1.0 мг/мл ингибировал
рост большинства микромицетов in vitro, однако
некоторые микромицеты, в основном из класса зи-
гомицет, проявляли устойчивость к фунгицидному
действию хитозана, что обусловлено наличием в
составе их клеточных стенок природного хитоза-
на [7].

В работе [8] описаны 24 производных хитозана
(N-алкил, N-бензилхитозаны, N-додецилхито-
зан, N-(2,6-дихлорбензил, N-(p-изопропилбен-
зил и др.), обладающие фунгицидными свойства-
ми, в частности, в отношении Pyricularia grisea и
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Botrytis cinerea. Производное хитозана, получен-
ное добавлением к хитозану N-метиленфосфоно-
вой кислоты, ингибировало развитие Fusarium so-
lani f. sp. eumartii (F. eumartii), а также было эффек-
тивно против Botrytis cinerea и Phytophthora infestans.
Кроме того, такая модификация хитозана обладала
высокой избирательностью токсического действия
на микромицетов, что особенно важно при разра-
ботке биопрепаратов на ее основе [9].

При воздействии на растения хитозан может
стимулировать реакции сверхчувствительности и
синтез фитоалексинов, защитных белков и инги-
биторов протеиназ [10, 11].

При обработке пшеницы наночастицами са-
лицилата хитозана на различных стадиях роста и
развития растений выявлено повышение актив-
ности фотосинтетических пигментов (хлорофил-
ла a и b) и ряда показателей, характеризующих
структуру урожайности, в том числе, длину коло-
са, количество колосков в колосе, массу зерна ко-
лоса [12].

Хитозан и салициловая кислота (0.5 и 1.0 мМ)
повышали устойчивость пшеницы к засухе, о чем
свидетельствует морфологические, физиологиче-
ские и фитохимические характеристики расте-
ний. Роль хитозана и СК в снижении негативных
последствий водного стресса и повышении засу-
хоустойчивости растений обусловлена их участи-
ем в регуляции осмотического баланса растений
путем накопления пролина и растворимых саха-
ров, снижения уровня малонового диальдегида и
активацией антиоксидантной системы [13]. По-
ложительное действие хитозана на пшеницу, воз-
делываемую в условиях недостаточного увлажне-
ния, подтверждается в работе [14].

Таким образом, профилактическая обработка
растений хитозаном и его производными может
способствовать повышению их адаптивного по-
тенциала к условиям выращивания, способствует
выработке антиоксидантных ферментов, вторич-
ных метаболитов и абсцизовой кислоты [15].

В ВИЗР С. Л. Тютеревым [16] разработана
концепция создания препаратов-индукторов на
основе хитозана для применения в защите расте-
ний. Увеличение биологической эффективности
препаратов достигается путем создания механи-
ческой смеси хитозана с биологически активны-
ми веществами (БАВ) – сигнальными молекула-
ми, физиологически активными органическими
кислотами, в том числе – салициловой кислотой
(СК), которая в качестве основного индуктора
устойчивости занимает ключевую позицию в за-
щите растений от вредных организмов [17].

Цель настоящей работы – анализ эффективно-
сти двух комплексов хитозана с добавлением раз-
личных биологически активных веществ и 0.1%-но-
го салицилата хитозана при выращивании мягкой
пшеницы.

МЕТОДИКА
Для проведения исследований был использо-

ван сорт мягкой пшеницы Triticum aestivum L. Ле-
нинградская 6, к-64900, предоставленный отде-
лом генетических ресурсов пшеницы ВИРа.

Образцы пшеницы были высеяны на учетных
делянках площадью 1.0 м2 рядовым способом по-
сева с междурядьями 15 см и расстоянием в ряду
1–2 см (400 зерен/м2). Глубина заделки семян: 5–
6 см. Полевой опыт по определению влияния хи-
тозановых комплексов и 0.1%-ного салицилата
хитозана на продуктивность пшеницы и интен-
сивность развития возбудителей болезней был за-
ложен в трехкратной повторности.

– Схема опыта предусматривала четыре вари-
анта: без обработки (контроль – вода);

– комплекс Хитозан I – 0.1%-ный раствор по
хитозану: хитозан 100 кДа : хитозан 50 кДа (1 : 1),
янтарная кислота, глутаминовая кислота, 0.025%
салициловая кислота. Для приготовления 100 мл
0.1% раствора хитозана к 100 мг смеси хитозанов –
хитозана 100 кДа : хитозана 50 кДа (1 : 1) добавля-
ли 50 мг янтарной и 50 мг глутаминовой кислоты,
в дальнейшем, смесь растворяли в 100 мл воды;

– комплекс Хитозан II – 0.1% раствор по хи-
тозану: Хитозан 50 кДа; янтарная кислота, глу-
таминовая кислота; 0.0015% индолилуксусной
кислоты);

– 0.1%-ный салицилат хитозана 60 кДа, содер-
жащий 25% ионно-связанных фрагментов сали-
циловой кислоты.

Схема полевого опыта включала обработку се-
мян пшеницы Ленинградка 6, к-64900 препарата-
ми перед посевом и четырехкратное опрыскивание
вегетирующих растений в фазы кущения, выхода в
трубку, колошения и цветения. Норма расхода ра-
бочей жидкости при обработке семян полусухим
способом – 1 мл/100 г, при опрыскивании расте-
ний – 100 мл/м2.

Продуктивность пшеницы характеризовали с
помощью определения 18 показателей: длины ко-
лоса, числа колосков в колосе, числа зерен в ко-
лосе, массы зерен одного колоса, массы 1000 зе-
рен, массы колоса, высоты растения, фазы расте-
ния по шкале Эукарпиа (Цадокса), числа и длины
корней (главный зародышевой корень, зародыше-
вые и колеоптильные корни), количества и длины
узловых корней, массы корней, продуктивной и
общей кустистости, площади флагового и пред-
флагового листа пшеницы, массы вегетативной ча-
сти растений (без корней и колоса). В каждом вари-
анте опыта оценивали 20 растений [18].

Потенциальную урожайность пшеницы Yр. (т/га)
рассчитывали по продуктивной кустистости и
числу растений, высеянных на 1 м2: Yр = 10 ×
× MкKпPп, где Mк – масса зерен колоса одного
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растения, г; Kп – продуктивная кустистость об-
разца; Pп – плотность посева (количество расте-
ний на 1 м2).

Оценку степени поражения растений гель-
минтоспориозной корневой гнилью Bipolaris soro-
kiniana (Sacc.) Shoem. (рис. 1), по вариантам опыта
проводили в лабораторных условиях в фазы куще-
ния пшеницы и колошения-цветения в соответ-
ствии с общепринятой методикой [19].

При оценке интенсивности поражения пшени-
цы возбудителями болезней анализировали ком-
плекс показателей патогенеза с использованием
общепринятых шкал учета и расчетных дополняю-
щих характеристик: мучнистая роса Blumeria gram-
inis (DC.) Speer. (степень развития, число и пло-
щадь пятен с налетом); бурая ржавчина пшеницы
(рис. 2); Puccinia triticina Erikss. (степень развития,
число пустул, площадь пустулы); желтая ржавчина
пшеницы Puccinia striiformis West. (степень разви-
тия, число и длина полос с пустулами, число пу-

стул в полосе, суммарное число пустул на лист,
площадь пустулы); септориозно-пиренофороз-
ная пятнистость Stagonospora nodorum (Berk.)
Berk., Septoria tritici Roberge et Desm., Pyrenophora
tritici repentis (Died.) Drechsler (степень развития).
Оценивали интенсивность поражения флаговых
и предфлаговых листьев пшеницы [20].

Размер пустул для видов ржавчины и пятен с
налетом для возбудителя мучнистой росы уста-
навливали с помощью окулярного и объективно-
го микрометров, предполагая их эллиптическую
форму, с использованием формулы: Sп. = m πab,
где а и b – значения полуосей эллипса (в линиях
окулярного микрометра), m – масштабный коэф-
фициент микроскопа, Sп. – площадь пустулы или
пятна с налетом (мм2).

Алгоритм компьютерной обработки данных
опыта включал создание первичной электрон-
ной базы данных измерений в электронной таб-
лице Microsoft Excel, кодирование показателей
измерений и формирование кодировочной таб-
лицы результатов опыта в системе IBM SPSS.
Кроме того, для наглядного представления ре-
зультатов опыта использованы графические воз-
можности пакета Statistica.

Статистическую обработку данных осуществ-
ляли с использованием методов параметрической
статистки. Рассчитывали средние значения пока-
зателей, стандартную ошибку для средних, 95%-до-
верительные интервалы. Достоверные различия
между средними измерениями показателей в вари-
антах опыта определяли по критерию Стьюдента,
предполагая равенство дисперсий (распределе-
ния) сравниваемых групп при P < 0.05. Процент
изменений в значениях показателей продук-
тивности в зависимости от применения хитоза-
новых комплексов и 0.1%-ного салицилата хи-
тозана был рассчитан путем сопоставления дан-
ных измерений в вариантах опыта с контролем и

Рис. 1. Конидии Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoem. –
возбудителя гельминтоспориозной корневой гнили
(увеличение 600×).

Рис. 2. Уредопустулы бурой ржавчины пшеницы увеличение 56× (а) и 600× (б).

(а) (б)
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определения положительной и отрицательной
относительной тенденции изменений, а также
выявления существенности различий по крите-
рию Стьюдента при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Наибольшее снижение интенсивности разви-

тия корневой гнили пшеницы – на 79.0%, было
зафиксировано в варианте опыта с использовани-
ем 0.1% салицилат хитозана (рис. 3). Кроме того,
в указанном варианте опыта не отмечено симпто-
мов развития мучнистой росы в период вегетации
растений, в то время как в контроле (без обработ-
ки) интенсивность поражения пшеницы достига-
ла 52.5 ± 2.5%.

При обработке растений комплексом Хитозан II
развитие мучнистой росы достоверно снизилось
на 5% (t = 4.9). Однако при более точном подсчете
на предфлаговом листе пшеницы числа пятен с
налетом и определении площади пятен с налетом
выявлено снижение значений показателей на
82.5% (t = 3.9) и 81.1% (t = 3.5) соответственно.
Комплекс Хитозан I не оказывал существенного
влияния на интенсивность развития мучнистой
росы. 

После применения полифункционального ком-
плекса Хитозан I отмечали существенное сниже-
ние (P < 0.05) интенсивности развития бурой ржав-
чины пшеницы – на 17.4% по сравнению с контро-
лем, а в варианте опыта Хитозан II – на 13.8%.
Число пустул возбудителя, рассчитанное на всю
площадь листа пшеницы, в указанных вариантах
опыта снизилось на 92%, с 156.9 – в контроле до
12.2 шт./лист в опыте и на 65.6%, с 156.9 – в кон-
троле до 54.0 шт./лист. Существенное снижение
значений при P < 0.05 площади пустулы возбуди-
теля бурой ржавчины – на 56.4% (с 0.097 мм2 – в
контроле до 0.042 мм2) было выявлено при исполь-
зовании комплекса Хитозан II. В варианте опыта
Хитозан I площадь пустулы снизилась на 32.0%.

Степень поражения пшеницы возбудителем
желтой ржавчины снизилась существенно – на
29.1% (t = 3.1), при применении 0.1% салицилата
хитозана. В указанном варианте опыта число пу-
стул в полосе уменьшилось на 47.1% (с 179.5 до
94.9 шт.), а число и длина полос с пустулами мик-
ромицета на флаговых листьях снизились на 40.8%
(с 12.5 до 7.4 шт.) и 29.8% (с 74.7 до 52.4 мм) соответ-
ственно. На значения площади пустулы микроми-
цета 0.1%-ный салицилат хитозана не оказывал су-
щественного влияния. Однако при обработке рас-
тений комплексом Хитозан II выявлено снижение
показателя на 35.8% (с 0.04676 мм2 – в контроле
до 0.03000 мм2).

В варианте опыта с использованием 0.1%-ного
салицилата хитозана не было выявлено разви-
тие септориозно-пиренофорозной пятнистости

(рис. 3). Обработка растений комплексом Хито-
зан I приводила к сильному снижению развития
болезни на флаговых (предфлаговых) листьях с
48.6% в контроле до 1% (с 31.5% в контроле до 3%
в опыте). При применении комплекса Хитозан II
зарегистрировано снижение септориозно-пире-
нофорозной пятнистости на флаговых и пред-
флаговых листьях до 4 и 9% соответственно.

Максимальное изменение потенциальной уро-
жайности пшеницы на 32.8% по сравнению с кон-
тролем (с 2.4 до 3.2 т/га) было отмечено в варианте
опыта с использованием 0.1% салицилата хитоза-
на (рис. 4).

Возможно, это было обусловлено увеличением
важнейших элементов структуры урожайности
пшеницы: числа зерен в колосе – на 73.1% (рис. 5а),
массы 1000 зерен – на 70.1% (рис. 5б), продуктив-
ной кустистости растений – на 134.7% (рис. 6),
длины колоса – на 6.1%, числа колосков в колосе –
на 8.2% (табл. 1).

Рис. 3. Развитие корневой гнили (%) мягкой пше-
ницы (а) и септориозно-пиренофорозной пятнисто-
сти (б, %) при использовании комплексов Хитозан I (2),
Хитозан II (3) и 0.1%-ного салицилата хитозана (4)
по сравнению с контролем (1): I – флаговый лист;
II – предфлаговый. Одинаковыми буквами обозна-
чены варианты опыта без достоверных различий со-
гласно 95%-ному доверительному интервалу для
средних измерений показателя.
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Кроме того, зарегистрировано существенное
увеличение общей кустистости растений – на
91.0% (рис. 7), площади предфлагового листа – на
9.7%, высоты растений – на 17.7%, массы вегета-
тивной части – на 16.7% (табл. 1).

При использовании 0.1%-ного салицилата хи-
тозана выявлено существенное увеличение массы
корней – на 27.3% (с 1.1 до 1.4 г), числа корней –
на 28.6% (с 6.3 в контроле до 8.1 шт.), но сниже-

ние их длины на 26.6% (с 61.6 мм в контроле до
45.2 мм, табл. 1).

В варианте опыта Хитозан I, по сравнению с
контролем, выявлено сокращение периода созре-
вания пшеницы (по фазе онтогенеза) на 21.3% и
увеличение высоты растений на 25.5%, но масса
корней растений снизилась на 81.8%.

По сравнению с другими вариантами опыта
наибольшее влияние на рост вегетативной массы

Рис. 4. Изменение урожайности мягкой пшеницы при использовании комплексов на основе хитозана Хитозан I (2),
Хитозан II (3) и 0.1% салицилата хитозана (4) по сравнению с контролем (1). Одинаковыми буквами обозначены ва-
рианты опыта без достоверных различий согласно 95%-ному доверительному интервалу для средних измерений по-
казателя.
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Рис. 5. Число зерен в колосе мягкой пшеницы (а) и масса 1000 зерен (б) при использовании комплексов на основе хи-
тозана Хитозан I (2), Хитозан II (3) и 0.1% салицилата хитозана (4) по сравнению с контролем (1). Описание буквенных
обозначений как на рис. 4.
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Рис. 6. Продуктивная (II) и общая кустистость (I) мяг-
кой пшеницы при использовании комплексов на ос-
нове хитозана Хитозан I (2), Хитозан II (3)) и 0.1% са-
лицилата хитозана (4) по сравнению с контролем (1).
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растений (на 50.0%) отмечено при применении
комплекса Хитозан II. Кроме того, в указанном
варианте опыта выявлено сокращение периода
созревания пшеницы (по фазе онтогенеза) – на
10.5%, существенный рост высоты растений – на
18.2%. Однако масса корней была меньше отно-
сительно контроля – на 63.6%.

Сравнительная эффективность хитозановых
комплексов и 0.1%-ного салицилата хитозана в
отношении 18 показателей продуктивности пше-
ницы приведена на рис. 7.

Максимальное относительное число положи-
тельных изменений показателей и статистически
достоверное число положительных изменений по-
казателей продуктивности, по сравнению с кон-
тролем, выявлено при использовании 0.1%-ного
салицилата хитозана 88.9 и 55.6% соответственно.
В варианте опыта Хитозан I – 38.9 и 11.1%, а в ва-
рианте Хитозан II – 61.1 и 27.8%, соответственно.

Таким образом, наилучшие результаты были
получены при использовании 0.1%-ного салици-
лат хитозана как в отношении снижения развития
корневой гнили, мучнистой росы, желтой ржав-
чины, септориозно-пиренофорозной пятнисто-
сти, так и продуктивности пшеницы. При ис-
пользовании 0.1%-ного салицилата хитозана от-
мечено увеличение урожайности пшеницы на
32.8% по сравнению с контролем, а также стати-
стически достоверный рост значений 55.6% пока-
зателей, характеризующих рост и развитие пше-
ницы, продуктивность и урожайность: длины ко-
лоса, числа колосков в колосе, числа зерен в
колосе, высоты растений, массы корней, числа
корней, продуктивной и общей кустистости, пло-
щади предфлагового листа, массы вегетативной
части. Комплексы Хитозан I и Хитозан II способ-
ствовали существенному снижению поражения
пшеницы возбудителями бурой ржавчины и сеп-
ториозно-пиренофорозной пятнистости, а в ва-
рианте Хитозан I отмечено уменьшение развития
мучнистой росы. Комплекс Хитозан I оказал по-
ложительное влияние только на 11.1% показателей
продуктивности: фаза развития и высота растений,
а комплекс Хитозан II – на 27.8% показателей, ха-
рактеризующих фазу онтогенеза, высоту растений,
массу вегетативной части растений.

Таким образом, результаты работы могут най-
ти практическое применение при разработке эко-
логически оптимальных технологий возделыва-
ния пшеницы и улучшении фитосанитарного со-
стояния посевов.

Работа выполнена в рамках государственного
задания согласно тематическому плану ВИР по
проекту № 0662-2019-0006 “Поиск, поддержание
жизнеспособности и раскрытие потенциала на-
следственной изменчивости мировой коллекции
зерновых и крупяных культур ВИР для развития
оптимизированного генбанка и рационального
использования в селекции и растениеводстве”.
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The Chitosan Application in Wheat Protection from Diseases and Yield Increasing
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Department of Plant Protection and Quarantine, St-Petersburg – Pushkin, 196601 Russia

b All-Russian Institute of Plant Protection (VIZR), Laboratory of microbiological plant protection,
Saint Petersburg-Pushkin, 196608 Russia

c Federal Research Center N.I. Vavilov All-Russian Institute of Plant Genetic Resources (VIR),
Genetic Resource of Wheat Department, Plant Introduction Department, St–Petersburg, 190000 Russia
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The protective effect of two chitosan complexes with biologically active substances: Chitosan I – 0.1% chi-
tosan solution: Chitosan mM 100 kDa, Chitosan mM 50kDa (1 : 1), succinic acid, glutamic acid; 0.025% sal-
icylic acid; Chitosan II – 0.1% chitosan solution: Chitosan mM 50kDa; succinic acid, glutamic acid;
0.0015% indolylacetic acid and 0.1% chitosan salicylate mM 60 kDa, containing 25% ion-bound fragments
of salicylic acid was studied on wheat by the period 2016–2020. The complexes Chitosan I and Chitosan II
significantly reduced the wheat affection by brown rust and septoria-pyrenophorous spotting, and in the Chi-
tosan I variant, decrease in the powdery mildew development was noted. Chitosan salicylate (0.1%) reduced
the degree of root rot damage to wheat by 79%, yellow rust by 29.1%, suppressed the powdery mildew devel-
opment; increased yield by 32.8% and caused the growth of 55.6% indicators of wheat growth, development,
productivity and yield. The complexes Chitosan I and Chitosan II had a positive impact on 11.1% and 27.8%
of wheat productivity indicators.

Keywords: soft wheat, chitosan compositions, 0.1% chitosan salicylate, productivity, yield structure, root rot,
wheat leaf diseases
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Изучена возможность повышения биологической эффективности биопрепарата Витаплан путем
включения в состав салицилата хитозана как индуктора болезнеустойчивости растений против
темно-бурой пятнистости пшеницы. Установлено, что добавление салицилата хитозана в кон-
центрации 0.1% в среду для глубинного культивирования штаммов Bacillus subtilis ВКМ В-2604D
и ВКМ В-2605D (компонентов препарата Витаплан), а также к препарату Витаплан увеличивало
его защитный эффект в патосистеме пшеница – Cochliobolus sativus в 1.5–2 раза. Повышенная био-
логическая активность новых форм препарата Витаплан, по-видимому, является результатом соче-
тания фунгицидной активности биопрепарата и индукции защитных реакций растения салицила-
том хитозана.

Ключевые слова: биопрепарат Витаплан, фунгистатическая активность, антагонистический эффект,
салицилат хитозана, индуцированная устойчивость, пшеница, темно-бурая пятнистость
DOI: 10.31857/S0555109922030102

Одна из актуальных задач сельского хозяй-
ства – разработка эффективных средств и спосо-
бов снижения потерь урожая от болезней сельско-
хозяйственных культур. При этом требования к
безопасности применяемых средств защиты расте-
ний от фитопатогенных микроорганизмов – воз-
будителей болезней постоянно увеличиваются.
В настоящее время особое внимание уделяется
наиболее перспективному и экологически без-
опасному направлению в защите растений, свя-
занному с использованием препаратов элиси-
торного действия, повышающих неспецифиче-
скую устойчивость растений к фитопатогенам. К
числу таких препаратов относится хитозан и препа-
раты на его основе, которые широко используют в
защите растений от болезней в качестве индукто-
ров болезнеустойчивости [1–3].

Не меньшее внимание в последние годы уде-
ляется разработке полифункциональных биопре-
паратов на основе эндофитных штаммов бактерий
или микромицетов, снижающих численность по-
пуляций фитопатогенных видов. Механизмы дей-
ствия таких препаратов связаны не только с синте-
зом различных метаболитов, обладающих прямой
антагонистической активностью, но и с запуском
системной индуцированной устойчивости вслед-

ствие образования штаммами-продуцентами гор-
монов, таких, как салициловая кислота (СК), абс-
цизовая, жасмоновая кислоты, этилен, а также
циклических липопептидов [4–8].

В настоящее время как у нас в стране, так и за ру-
бежом наиболее широко применяют биопрепараты
на основе штаммов Bacillus subtilis Cohn. [9–11]. Це-
лый ряд препаративных форм на основе отобран-
ных высокоактивных штаммов этого вида разра-
ботан в ВИЗР: Алирин-Б, Гамаир, Витаплан. По-
лифункциональные биопрепараты на основе
штаммов микробов-антагонистов практически не
уступают по эффективности химическим фунги-
цидам, обладая по сравнению с ними целым рядом
преимуществ: отсутствием формирования рези-
стентности у фитопатогенных видов, безопасно-
стью для полезной энтомофауны, низкой токсич-
ностью в отношении теплокровных и человека, и
способностью длительно контролировать числен-
ность фитопатогенов после интродукции в агро-
биоценоз. Для повышения биологической эффек-
тивности биопрепаратов заслуживает внимания
подход, позволяющий увеличивать способность
штаммов-продуцентов запускать каскад защитных
реакций и повышать системную устойчивость рас-
тений.

УДК 632.9:57.021

EDN: JRCGJP
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В этой связи для усиления биологической ак-
тивности биопрепарата Витаплан целесообразным
представляется включение в его препаративную
форму соединений, проявляющих свойства индук-
торов болезнеустойчивости, которые повышают
неспецифический иммунитет растений к биоген-
ным стрессам. Природный полисахарид хитозан –
наиболее подходящий кандидат в качестве такого
индуктора болезнеустойчивости.

На основании представления о том, что биоло-
гическая активность природных полисахаридов
определяется их способностью индуцировать био-
химические пути, приводящие к активации реак-
ций защиты растений и формированию у них
устойчивости к грибным, бактериальным и вирус-
ным болезням можно предположить, что хитозан и
его производные будут включать (отдельно или в
комбинации с бактериальными клетками) систем-
ную устойчивость к фитопатогенам. Это нашло
подтверждение в ряде работ, в которых было уста-
новлено, что добавление хитозана к микробам-ан-
тагонистам повышало эффективность биоагентов
в защите овощных культур и клубники от мучни-
стой росы [12].

Хитозан и препараты на его основе широко ис-
пользуются в защите растений от болезней в каче-
стве индукторов неспецифической устойчивости
[1, 2]. Отдельного внимания заслуживают соедине-
ния, которыми проводится модификация хитоза-
на, таких, как салициловая кислота, представляю-
щая собой классический индуктор устойчивости
растений к болезням, играющий центральную роль
в защите растений от биотрофных патогенов [13].
Высокая индуцирующая активность салицилата
хитозана по отношению к бурой ржавчине и тем-
но-бурой пятнистости пшеницы была установле-
на ранее [14].

Цель работы – изучение возможности повы-
шения эффективности биопрепарата Витаплан
против темно-бурой пятнистости пшеницы пу-
тем включения в его состав салицилата хитозана
как индуктора болезнеустойчивости.

МЕТОДИКА

Работу проводили с использованием яровой
пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Саратов-
ская 29. Для заражения использовали гриб Coch-
liobolus sativus (Ito et Kurib.) Drechs. Ex Dastur (кони-
диальная стадия Bipolaris sorokiniana Sacc. In Sorok.,
Shoem.), вызывающий одну из наиболее вредонос-
ных болезней пшеницы – темно-бурую листовую
пятнистость, из “Государственной коллекции мик-
роорганизмов, патогенных для растений и их вре-
дителей” Центра коллективного пользования на-
учным оборудованием “Инновационные техно-
логии защиты растений” ВИЗР.

В экспериментах использовали штаммы-анта-
гонисты B. subtilis ВКМ В-2604D и B. subtilis ВКМ
В-2605D и фитопатогенные микроорганизмы
из Государственной коллекции микроорганиз-
мов ВИЗР. Культивирование штаммов прово-
дили в течение 72 ч на питательной среде следу-
ющего состава (г/л): кукурузный экстракт 30,
меласса 15, pH – 7.2, в колбах объемом 750 мл с
100 мл среды на лабораторной качалке при 28°С
и 220 об./мин.

Биопрепарат Витаплан СП (смачивающийся
порошок), разработанный в ВИЗР, и включенный
в “Государственный каталог пестицидов и агрохи-
микатов, разрешенных для применения на терри-
тории РФ”, предназначен для защиты основных
сельскохозяйственных культур от грибных и бак-
териальных болезней. Витаплан СП выпускается
ЗАО “Агробиотехнология” ООО УК “АБТ-групп”.
В настоящей работе использовали Витаплан в виде
культуральной жидкости (КЖ), полученной при
глубинном культивировании штаммов-продуцен-
тов препарата B. subtilis ВКМ В-2604D и B. subtilis
ВКМ В-2605D, что позволило оптимизировать
его состав путем включения индукторов болезне-
устойчивости.

Схема опыта предусматривала следующие ва-
рианты: контроль (обработка водой); Витаплан
КЖ штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D и B. subtilis
ВКМ В-2605D в соотношении 1 : 1 (титр жизне-
способных клеток 1010 КОЕ/мл); Витаплан +
+ 0.05% салицилата хитозана (СХ); Витаплан +
+ 0.1% СХ; Витаплан + 0.2% СХ; Витаплан +
+ 0.5% СХ; композиция Витаплан + + 0.1% СХ (КЖ
препарата разводили дистиллированной водой в
10 раз (титр 109 КОЕ/мл) и добавляли СХ до кон-
центрации 0.1%; салицилат хитозана (СХ) – 0.1%.

Для получения 0.1%-ного СХ использовали
хитозан с мМ 60 кДа, полученный методом окис-
лительной деструкции [15] из хитозана с молеку-
лярной массой 150 кДа и степенью деацетилиро-
вания 85% (“Биопрогресс”, Россия). На его осно-
ве получали салицилат хитозана, содержащий
ионно-связанные фрагменты салициловой кис-
лоты, составляющие 25%, путем добавления СК
до достижения концентрации раствора 0.1% по
хитозану. Ионную природу связи (образование
соли) между хитозаном и СК в производных (Хи-
тозан + СК) подтверждали ИК-спектрами, полу-
ченными на спектрометре Spectrum BX (“Perkin
Elmer”, США) по наличию характеристических
полос 1552.92 и 1386.12 см−1 карбоксильной груп-
пы –СОО–, а также широкой полосы в области
3100–2600 см−1, отражающей валентные колеба-
ния функциональных групп  и OH [16].

Титр жизнеспособных клеток в препарате опре-
деляли стандартным методом десятикратных се-
рийных разведений с высевом на сухой питатель-

+
3–NH
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ный агар (СПА) для культивирования бактерий
(АО “НПО “Микроген”, Россия) и последующим
подсчетом числа выросших колоний. Оценку ан-
тибактериальной активности образцов по отноше-
нию к возбудителю бактериального рака томатов
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith)
Davis et al. (штамм 101) и антигрибной активности
по отношению к фитопатогенным микромицетам
(Alternaria solani Sorauer, Fusarium solani (Mart.)
Appel et al., F. culmorum Sacc., F. graminearum
Schwabe, F. redolens W.L. Gordon, F. sporotrichoides
Sherb., Sphaeropsis malorum Peck., Rhizactonia so-
lani J.G. Kühn, Botrytis cinerea Pers., Cochliobolus
sativus (Ito et Kurib.) Drechs. Ex Dastur, Colletotrichum
lagenarium (Pass.) Ell. et Halst.) проводили методом
бумажных дисков по диаметру зоны лизиса тест–
культур фитопатогенов на агаризованной пита-
тельной среде. Для этого поверхность агара Чапека
в чашках Петри сплошным газоном засевали сус-
пензией фитопатогена с титром 105 КОЕ/мл, а за-
тем на поверхность агара помещали стерильные
бумажные фильтры диаметром 8 мм, на которые
пипеткой наносили суспензию лабораторного об-
разца препарата определенной концентрации. Вы-
ращивание тест-культур проводили в термостате
при 22–25°С. Зоны лизиса измеряли на 5 сут.

Изучение прямого фунгистатического дей-
ствия исследуемых образцов проводили in vitro
методом агаровых блоков. В стерильные чашки
Петри разливали охлажденную до 40°С агаризо-
ванную среду Чапека. После застывания на по-
верхность среды равномерно наносили суспен-
зии испытуемых образцов препаратов (0.2 мл), а
затем помещали блоки 10-суточных культур воз-
будителя гельминтоспориозной корневой гнили
зерновых культур C. sativus диаметром 6 мм, выре-
занные стерильным сверлом из мицелиальных га-
зонов грибов, выращенных на агаре Чапека в те-
чение 8–10 сут. В качестве контроля служили
чашки с агаризованной средой Чапека с блоками
тест-культуры без испытуемых образцов препара-
тов. Чашки инкубировали в темноте при 25°С.
Диаметры колоний гриба измеряли на 5 и 7 сут.
культивирования, после чего оценивали фунги-
статическое действие испытуемых образцов по
формуле Эббота [17].

Опыты по оценке иммуномодулирующей ак-
тивности образцов препаратов проводили мето-
дом отделенных листьев [18]. За 24 ч до инокуля-
ции патогеном 7-дневные проростки пшеницы
восприимчивого к болезням сорта Саратовская
29 опрыскивали суспензиями препаратов в разве-
дении 1 : 10. Заражение листьев пшеницы прово-
дили суспензией спор (4 × 103; 2 × 104 спор/мл)
гемибиотрофа С. sativus. Степень пораженности
листьев пшеницы оценивали на 4 сут, признаки
пораженности листьев пшеницы в виде бурых пя-
тен при заражении C. sativus в контроле принима-

ли за 100%. Иммуномодулирующую активность
исследуемых вариантов препаратов оценивали в
процентах, как степень пораженности листьев
растений патогеном по отношению к контролю.

Влияние различных препаратов Витаплана на
прорастание конидий С. sativum проводили в кап-
ле (200 мкл). Раствор образца (0.1 мл) наносили на
предметное стекло, добавляли 0.1 мл спор C. sativus
и выдерживали в темноте при 22°С во влажной ка-
мере в течение 24 ч. Прорастание конидий оцени-
вали микроскопированием, просматривая не ме-
нее 100–200 конидий в варианте и в контроле (в
воде). Частоту прорастания выражали в процен-
тах от общего числа спор, просмотренных в кон-
троле и опыте.

Все опыты проводили в 3-кратной повторности,
полученные данные обрабатывали с использова-
нием методов описательной статистики на основе
стандартных ошибок средних ±SEM, 95%-довери-
тельных интервалов, наименьшей существенной
разности НСР при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Рассмотрены два пути использования салици-

лата хитозана для повышения биологической эф-
фективности препарата Витаплан. Первый путь –
это включение СХ в концентрации 0.05, 0.1, 0.2 и
0.5% в состав среды при глубинном культивиро-
вании штаммов B. subtilis (получении препарата
Витаплан), другой – создание композиции путем
включения СХ в концентрации 0.1% в состав ко-
нечной препаративной формы Витаплана.

На первом этапе исследований оценивали влия-
ние различных концентраций СХ на жизнеспособ-
ность и антагонистическую активность штаммов,
составляющих основу препарата Витаплан. На ос-
новании полученных данных выявили оптималь-
ную концентрацию СХ в среде для глубинного
культивирования, существенно повышающую ан-
тагонистическую активность штаммов B. subtilis
(табл. 1).

Установлено, что включение СХ в среду для
культивирования в концентрации 0.05 и 0.1% по-
ложительно повлияло на плотность бактериаль-
ных клеток и коррелировало с увеличением анта-
гонистической активности штаммов Витаплана
по отношению к тест-культурам (табл. 1).

Введение 0.2 и 0.5% СХ в питательную среду на
порядок уменьшало титр жизнеспособных клеток
штаммов, что закономерно приводило к сниже-
нию антагонистической активности КЖ по отно-
шению к некоторым видам фитопатогенных мик-
роорганизмов, таких, как C. sativus, F. solani, C. la-
genarium и др.

Наибольшую антагонистическую активность
по отношению к большинству тест-культур пока-
зали: Витаплан + 0.05% и Витаплан + 0.1% СХ.
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На следующем этапе была проведена оценка
способности препаратов Витаплан + СХ ингиби-
ровать рост гриба и прорастание конидий патоге-
на, а также повышать устойчивость пшеницы к
возбудителю темно-бурой пятнистости.

В соответствии с регламентами применения
биопрепаратов в сельском хозяйстве, сравнитель-
ную оценку биологической эффективности Вита-
плана и его вариантов с СХ проводили, используя
титр 109 КОЕ/мл. Результаты оценки влияния
различных препаратов Витаплана + СХ на линей-
ный рост и на прорастание конидий С. sativus
in vitro представлены в табл. 2.

Установлена высокая фунгистатическая ак-
тивность Витаплана, которая составляла 73.3% на
7 сут опыта. При добавлении в среду для глубин-
ного культивирования 0.05 и 0.1% СХ высокая ан-
тигрибная активность сохранялась (71.7 и 70.8%).
Увеличение концентрации СХ до 0.2 и 0.5% сни-
жало фунгистатическую активность Витаплана до
62.5 и 59.2% соответственно, что могло быть обу-
словлено уменьшением плотности суспензии кле-
ток бактерий в биопрепарате (табл. 1).

Композиция Витаплан + 0.1% СХ, получен-
ная путем включения салицилата хитозана в го-
товую форму биопрепарата Витаплан, ингиби-

Таблица 1. Влияние внесения СХ в состав питательной среды при получении препарата Витаплан на титр клеток
и антагонистическую активность в отношении фитопатогенных микроорганизмов

Тест-объект КЖ
(контроль)

Витаплан + СХ, %

0.05 0.1 0.2 0.5

Титр, КОЕ/мл 1.3 × 1011 2.0 × 1011 1.8 × 1011 3.3 × 1010 2.2 × 1010

Диаметр зоны отсутствия роста, мм
Alternaria solani 23.5 ± 1.6 30.8 ± 1.1 36.3 ± 1.2 22.8 ± 1.8 16.3 ± 0.4
Fusarium solani 14.8 ± 1.2 30.5 ± 1.3 27.0 ± 1.0 14.5 ± 0.8 17.7 ± 0.8
F. culmorum 16.8 ± 1.0 24.2 ± 1.2 25.2 ± 1.3 25.0 ± 1.2 15.5 ± 0.6
F. graminearum 18.5 ± 1.4 26.8 ± 1.1 26.2 ± 1.2 16.7 ± 0.7 18.5 ± 0.8
F. redolens 18.5 ± 1.2 29.5 ± 1.3 22.7 ± 1.4 19.5 ± 0.9 14.3 ± 0.6
F. sporotrichoides 15.3 ± 0.5 36.8 ± 1.4 21.7 ± 1.6 23.8 ± 0.8 13.5 ± 0.8
Sphaeropsis malorum 22.7 ± 1.2 27.2 ± 1.1 21.2 ± 1.2 17.2 ± 0.6 14.5 ± 1.0
Rhizoctonia solani 24.2 ± 1.3 23.2 ± 1.2 22.3 ± 1.3 20.7 ± 1.0 12.0 ± 1.2
Botrytis cinerea 31.3 ± 1.2 41.2 ± 1.5 41.7 ± 2.0 35.8 ± 1.6 13.3 ± 0.5
Cochliobolus sativus 41.0 ± 1.8 47.2 ± 1.3 45.5 ± 2.2 17.5 ± 0.5 17.7 ± 0.8
Colletotrichum lagenarium 35.0 ± 1.3 35.2 ± 1.5 31.2 ± 1.2 22.5 ± 0.7 16.5 ± 0.6
Clavibacter michiganensis 101 14.8 ± 1.0 17.2 ± 0.4 17.3 ± 0.6 13.3 ± 0.5 12.8 ± 0.4
НСР 0.05 3.0 2.2 2.1 2.5 1.8

Таблица 2. Влияние СХ на фунгистатическую активность препарата Витаплан по отношению к C. sativus

* СХ вносили в полученную культуральную жидкость (КЖ).

Вариант
Ингибирование роста мицелия С. sativus, % Прорастание конидий

С. sativus, % к контролю5 сут 7 сут

Контроль (вода) – – 85.2
Витаплан 63.3 73.3 47.6
Витаплан+0.05% СХ 62.2 71.7 55.9
Витаплан +0.1% СХ 61.1 70.8 50.0
Витаплан+0.2% СХ 57.8 62.5 65.8
Витаплан +0.5% СХ 46.7 59.2 84.1
Витаплан +0.1% СХ* 52.2 57.5 9.0
0.1% СХ 40.9 38.6 3.3
НСР 0.5 3.2 3.8 4.3
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НОВИКОВА и др.

ровала мицелиальный рост аскомицета до 57.5%.
Снижение фунгистатической активности ком-
позиции по сравнению с исходным биопрепара-
том Витаплан (73.3%) на 7 сут культивирования,
во-видимому, связано с невысоким фунгиста-
тическим эффектом самого СХ. Известно, что
биоцидная активность хитозана обусловлена
поликатионной природой полимера и способ-
ностью связываться с отрицательно заряженны-
ми поверхностными структурами клеток [19],
что нарушает нормальное функционирование
обменных процессов клетки с внешней средой и
ингибирует рост мицелия гриба.

Согласно полученным данным, СХ как индук-
тор болезнеустойчивости обладал небольшой фун-
гистатической активностью, сдерживая рост мице-
лия С. sativus лишь на 40.9% на 5 сут совместного
культивирования и на 38.6% – на 7 сут (табл. 2).

Известно, что споры грибов – главный источник
инфицирования растений. Скорость прорастания
спор имеет большое значение для возникновения
заболевания, поэтому факторы, ускоряющие или
замедляющие ее, оказывают существенное влия-
ние на процесс заражения растений.

Данные, представленные в табл. 2, показыва-
ют, что Витаплан без СХ только вдвое ингибиро-
вал прорастание конидий С. sativus (47.6%) по
сравнению с контролем (85.2%). Препарат Вита-
план с СХ в концентрации 0.05 и 0.1% в стандарт-
ной среде для глубинного культивирования также
ингибировали прорастание конидий аскомицета
до 55.9 и 50.0% к контролю соответственно. Уве-
личение концентрации СХ до 0.2 и 0.5% снижало
способность биопрепарата подавлять прораста-
ние конидий С. sativus.

Установлен высокий ингибирующий эффект
композиции Витаплан + 0.1% СХ на прорастание

конидий С. sativus. Если в контроле через 24 ч
прорастало 85.2%, то в опыте проросших конидий
обнаружено только 9.0% (табл. 2). По-видимому,
такая высокая ингибирующая активность компози-
ции обусловлена включением в ее состав 0.1% СХ,
который активно сдерживал прорастание кони-
дий микромицета – количество проросших спор
в данном варианте через сутки составило 3%.

Анализ результатов изучения индуцирующей
активности Витаплана показал, что их эффектив-
ность зависит от интенсивности поражения рас-
тений пшеницы возбудителем темно-бурой пят-
нистости C. sativus (табл. 3).

В контрольных растениях, инфицированных
C. sativus, интенсивность заражения составляла
30% и 60% от площади листа при разных инфекци-
онных нагрузках. Предварительная обработка Ви-
тапланом КЖ с последующим заражением возбу-
дителем темно-бурой пятнистости снижала пло-
щадь поражения листьев на 10–15% в зависимости
от уровня развития болезни в контроле. Опрыс-
кивание растений пшеницы препаратом Вита-
план + 0.05% СХ сокращало пораженность листьев
в 1.5–3 раза, а Витаплан + 0.1% СХ – в 2–6 раз.

Отсутствие индуцирующей активности у пре-
паративных форм Витаплан + 0.2% СХ и Вита-
план + 0.5% СХ, вероятно, связано с более низ-
ким ингибированием прорастания конидий C. sati-
vus и слабым фунгистатическим эффектом (табл. 2)
по сравнению с другими вариантами (табл. 3).

Обработка растений пшеницы композицией
Витаплан + 0.1% СХ повышало устойчивость
пшеницы к темно-бурой пятнистости, что выра-
жалось в снижении площади поражения листьев
возбудителем в 2–6 раз по отношению к контро-
лю. Поскольку 0.1% СХ обладал высокой индуци-
рующей активностью, то при добавлении к Вита-
плану наблюдалось усиление иммуномодулирую-
щей активности биопрепарата в 2–3 раза (табл. 3).

Индуцирующая активность препаратов Вита-
план, содержащих в своем составе СХ, положи-
тельно коррелировала со степенью ингибирования
прорастания конидий C. sativus. Чем сильнее подав-
лялось прорастание спор патогена, тем выше была
индуцирующая активность образца (табл. 2, 3).

Таким образом, на примере патосистемы пше-
ница – C. sativus изучена биологическая активность
новых форм биопрепарата Витаплан в отношении
темно-бурой пятнистости пшеницы. Из всех вари-
антов опыта наибольшую эффективность показали
два препарата, полученные разными способами:

• Витаплан + 0.1% СХ – добавление 0.1% са-
лицилата хитозана в среду для глубинного куль-
тивирования штаммов–продуцентов;

• Композиция: Витаплан + 0.1% СХ – добав-
ление 0.1% салицилата хитозана в КЖ после по-
лучения препарата.

Таблица 3. Влияние Витаплана + СХ на устойчивость
пшеницы к темно-бурой пятнистости, (метод отделен-
ных листьев, сорт Саратовская 29)

* СХ вносили в полученную КЖ.

Варианты препаратов
Площадь поражения 

листьев пшеницы
C. sativus, %

Контроль 30 60
Витаплан 15 50
Витаплан + 0.05% СХ 10 40
Витаплан + 0.1% СХ 5 30
Витаплан + 0.2% СХ 30 60
Витаплан + 0.5% СХ 30 60
Витаплан + 0.1% СХ* 5 25
0.1% СХ 3 5
НСР0.5 = 4.5
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Биологическая эффективность биопрепарата
Витаплана КЖ обусловлена двумя механизмами,
лежащими в основе взаимоотношений в патоси-
стеме пшеница – Cochliobolus sativus, это прямое
биоцидное воздействие штаммов Bacillus на мик-
ромицеты, а также усиления системной устойчи-
вости растений. Прямое биоцидное действие
B. subtilis связывано, по-видимому, с синтезом
ими различных метаболитов с антибиотической
активностью – антибиотиков, биосурфактантов,
сидерофоров и др. [20–22]. Помимо прямого ан-
тагонистического действия на клетки возбудите-
ля, бациллы способны также повышать устойчи-
вость растений синтезируя элиситоры, благодаря
которым происходит активация системной инду-
цированной устойчивости и системной приобре-
тенной устойчивости [23, 24]. Элиситорами, за-
пускающими защитные реакции у растений, мо-
гут быть белки, липопептиды, полисахариды и др.
соединения, ассоциированные с клеточной стен-
кой бактерии B. subtilis [4, 25, 26], а также анти-
биотики и биосурфактанты [6, 8, 23, 27–29].

Согласно исследованиям Шенина с соавт. [30] и
Новиковой с соавт. [9] высокая биологическая эф-
фективность биопрепарата Витаплан обусловлена
синтезом штаммами B. subtilis метаболитных ком-
плексов сложного состава, включающего пептид-
ные и полиеновые антибиотики. Установленная в
работе высокая фунгистатическая активность Ви-
таплана по отношению к C. sativus (73.3%, табл. 2),
по-видимому, определяется синтезом штаммами
B. subtilis антибиотических веществ, подавляю-
щих или замедляющих рост фитопатогена.

Индуцирующая активность исходного биопре-
парата Витаплан проявилась в понижении пора-
женности листьев пшеницы C. sativus на 10–15% в
зависимости от инфекционной нагрузки (табл. 3).
Полученные результаты согласовывались с имею-
щимися в литературе данными. Так, показано, что
снижение развития болезни в результате опрыс-
кивания листьев ячменя фильтратом КЖ штамма
Bacillus amyloliquefaciens перед инокуляцией C. sati-
vus, обусловлено запуском индуцированной устой-
чивости [31].

Биопрепарат Витаплан представляет собой
культуральную жидкость высокоактивных штам-
мов Bacillus subtilis (B. subtilis ВКМ В-2604D и B. sub-
tilis ВКМ В-2605D), полученных методом глубин-
ного культивирования. В состав культуральной
жидкости входят споры штаммов, остатки пита-
тельной среды, а также метаболиты, выделенные в
среду в процессе ферментации [9, 30]. Следует от-
метить, что при глубинной ферментации штам-
мов, входяших в препарат Витаплан, в среде с СХ
происходило расщепление и утилизация его как
субстрата, а также, вероятно, выход в среду сали-
циловой кислоты, связанной лабильной ионной

связью с хитозаном, вследствие диссоциации со-
ли.

Таким образом, получены варианты жидкого
препарата, содержащие комплекс различных мета-
болитов с антибиотической активностью, с гормо-
нальными и сигнальными функциями (такие, как
ауксины, гиббереллины, цитокинины, абсцизовая,
салициловая, жасмоновая кислоты), а также набор
олигомеров хитозана, обладающих элиситорной
активностью.

Более высокая способность препарата Вита-
план + 0.1% СХ индуцировать устойчивость пше-
ницы к темно-бурой пятнистости по сравнению с
исходной может быть обусловлена наличием оли-
гомеров хитозана, образующихся при гидролизе
СХ хитиназами бактерии [32], которые, как из-
вестно, являются эффективными элиситорами
индуцированной устойчивости растений [33, 34].

Повышенная биологическая активность ком-
позиции препарата Витаплан + 0.1% СХ, по-ви-
димому, определяется совмещением фунгицид-
ной активности препарата и индукции защитных
реакций растения СХ.

Согласно работе [35] и другим работам приме-
нение 0.1%-ного СХ может эффективно индуци-
ровать реакции защиты от патогенов, формируя
устойчивость к болезням [13]. Однако СХ может
обладать и прямым действием на патоген, блоки-
руя прорастание спор, поскольку хитозан является
пленкообразующим полимером. Нанесенный на
листья растений, он может задерживать также про-
никновение и развитие спор [36]. Это подтвержда-
ется результатами по ингибированию прорастания
конидий C. sativus 0.1%-ным раствором СХ (табл. 2)
и согласуется с проведенными ранее гистологиче-
скими исследованиями, которые показали, что на
поверхности плодов цитрусовых, обработанных
хитозаном, наблюдалось ограничение роста пато-
гена и нарушение структуры его гиф [37].

На основании результатов, полученных в на-
стоящей работе, можно утверждать, что после об-
работки растений пшеницы новыми препаратами
Витаплан, содержащими СХ или его олигомеры,
запускаются механизмы защитных реакций, ко-
торые выражаются в формировании химических
и физических барьеров против атаки патогена.
Кроме того, у обработанных растений пшеницы
внедрение гриба в эпидермальный слой сдержи-
вается в результате прямого ингибирования про-
растания конидий фунгицидными компонента-
ми метаболитных комплексов штаммов Bacillus.
Композиция Витаплан + 0.1% СХ, которую полу-
чали смешиванием КЖ штаммов Bacillus subtilis
после окончания ферментации с СХ (0.1%), обла-
дала более высокой биологической активностью
по сравнению с другими препаратами. Это связа-
но с тем, что пленкообразующий полимер хито-
зан при нанесении на листья растений задержи-
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вал прорастание конидий C. sativus и проникнове-
ние патогена в ткани (табл. 2), что проявлялось в
снижении степени пораженности растений. Та-
ким образом, биологическая эффективность пре-
парата Витаплана и препаратов с СХ обусловлена
несколькими способами воздействия, каждый из
которых потенциально может тормозить разви-
тие болезней, что существенно повышает их за-
щитный эффект.

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о перспективности создания ново-
го поколения экологически безопасных средств
защиты растений на основе сочетания активных
штаммов микроорганизмов–антагонистов и хи-
тозанов для повышения биологической эффек-
тивности и расширения спектра действия препа-
ративных форм, предназначенных для защиты
растений от болезней.
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Using Chitosan Salicylate for Increasing Vitaplan Biological Efficiency
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The biological effectiveness of a biological product containing chitosan salicylate in the medium for cultiva-
tion of strains producing Bacillus subtilis VKM B-2604D and VKM B-2605D or in a ready-made preparative
form in protecting wheat from dark brown spot, the causative agent Cochliobolus sativus (S. Ito & Kuribus),
was studied. The inclusion of 0.1% chitosan salicylate in the Vitaplan, CF, increases the inducing effect of the
biological product by 1.5–2 times. The increased biological activity of the new formulations of Vitaplan,
CF is apparently determined by the combination of the fungicidal activity of the biological product and the
induction by chitosan salicylate and chitooligosaccharides plant defense reactions.

Keywords: biological product Vitaplan, CF preparative forms, fungistatic activity, antagonistic effect, chi-
tosan salicylate, induced resistance, wheat, dark brown spot
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Изучено влияние хитозана на выживаемость пчел, обработанных химическим акарицидом амитра-
зом 50%-ной летальной дозой (ЛД50), соответствующей 10 мкг на пчелу. Установлено, что добавле-
ние в течение первых 8 дней до обработки амитразом сукцината хитозана и низкомолекулярного хи-
тозана в соотношении 1 : 5 в дозе 0.144 г/л 60%-ного сахарного сиропа из расчета 1 л сахарного си-
ропа на 10000 пчел (II опытная группа) привело к повышению выживаемости пчел к концу срок
наблюдения (30 сут) в 1.45 раза по сравнению с контрольной группой, получавшей только сахарный
сироп и в 4.45 раза по сравнению с опытной группой I, получавшей сахарный сироп и на девятые
сутки обработаны амитразом. При этом продолжительность жизни пчел увеличивалась как мини-
мум на 5 дней по сравнению с I опытной группой при средней продолжительности жизни пчел каж-
дой генерации в летний период 35–40 дней.

Ключевые слова: хитозан, химический акарицид амитраз, варроатоз, медоносная пчела
DOI: 10.31857/S0555109922030035

В настоящее время большой проблемой для пче-
ловодства является варроатоз и постоянная борьба с
ним с использованием химических препаратов. Од-
нако несмотря на то, что обработка пчел химиче-
скими акарицидами эффективна в борьбе с варро-
атозом, она приводит к побочному токсичному
воздействию на пчел. Главным отрицательным
воздействием химических акарицидов является
ослабление иммунной системы пчелы, в резуль-
тате чего возрастает восприимчивость к инфек-
циям, а также снижаются хозяйственно полезные
признаки пчелиной семьи [1–4]. Препараты, раз-
работанные на основе природных компонентов,
позволяют избежать многих побочных эффектов.
Механизмы их действия также существенно отли-
чаются. Прежде всего, они основаны на активации
естественных защитных реакций организма. В свя-
зи с этим возникает необходимость применения
средств, которые способны инактивировать или
снижать отрицательное воздействие химических
препаратов, которые могут накапливаться в орга-
низме пчел, или искать другие альтернативные
препараты, разработанные на основе природных
компонентов. Это позволит избежать многих по-
бочных эффектов, и, несомненно, поможет сохра-
нить естественные защитные реакции организма
медоносных пчел [5, 6].

В настоящее время в ветеринарии все больше
применяются биостимуляторы на основе хитоза-
на и его производных [7, 8]. Хитозан и его произ-
водные обладают множеством свойств, которые
позволяют применять их в пчеловодстве: это при-
родное происхождение и отсутствие токсичности,
иммуномодулирующие свойства, антимикробная
активность, способность повышать устойчивость и
выводить из организма пчел тяжелые металлы и
токсины. Хитозан – производное хитина, который
является естественным компонентом скелета пчел.
Под действием ферментов хитиназы и хитобиазы
хитин и хитозан расщепляются до N-ацетил-D-
глюкозамина. Именно благодаря этому хитозан
полностью разрушается и не загрязняет окружаю-
щую среду, так как биодеградирует до СО2 и Н2О.

Цель работы – изучение влияния хитозана на
выживаемость пчел, обработанных химическим
акарицидом амитразом.

МЕТОДИКА
Работу проводили в лабораторных условиях на

осенней генерации пчел, содержащихся в энто-
мологических садках. Было сформировано три
группы пчел: контрольная, получавшая в тече-
ние всего эксперимента 60%-ный сахарный си-

УДК 638.12

EDN: MOLVPC
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роп; опытная I, получавшая в течение всего опыта
60%-ный сахарный сироп и на 9 сут обработан-
ная 50%-ной (ЛД50) летальной дозой амитраза
(C19H23N3), равной 10 мкг на пчелу. Третья группа
(опытная II) получала также как и две предыду-
щие в течение всего опытного периода 60%-ный
сахарный сироп с добавлением в течение первых
8 сут, до обработки амитразом, сукцинат хитозана
(“Биопрогресс”, Россия) и низкомолекулярный
хитозан в соотношении 1 : 5 в концентрации
0.144 г/л 60%-ого сахарного сиропа (из расчета 1 л
сахарного сиропа на 10000 пчел) и на 9 сут была
обработана амитразом. Влияние испытуемых про-
изводных хитозана на жизнеспособность пчел
оценивали по динамике их гибели в течение сро-
ка наблюдения (30 сут).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Из результатов, представленных в табл. 1 вид-

но, что через сутки после обработки пчел амитра-
зом во II опытной группе, которой скармливали
60%-ный сахарный сироп с добавлением произ-
водных хитозана, гибель пчел составила 24.24%. В
I опытной группе, которой скармливали только
сахарный сироп, гибель пчел достигала 69.77%.
На 30 сут опыта в контрольной группе выживае-
мость пчел составила 8.33%, в то время как в I и
II опытных группах – 2.74 и 12.07% соответ-
ственно. Таким образом, скармливание пчелам
сукцината хитозана и низкомолекулярного хи-
тозана в соотношении 1 : 5 в общей дозе 0.144 г/л

60%-ого сахарного сиропа (из расчета 1 литр са-
харного сиропа на 10000 пчел) в течение 8 сут до
обработки 50%-ной летальной дозой амитраза
(II опытная группа) привело к повышению выжи-
ваемости пчел к концу опытного периода в 1.45 раза
по сравнению с контрольной группой и в 4.4 раза
по сравнению с I опытной группой.

Из рис. 1 видно, что II опытная группа, кото-
рой скармливали производные хитозана и обра-
батывали химическим акарицидом, имела значи-
тельно большие показатели по показателю выжи-
ваемости над I опытной группой, не получавшей
хитозан и обработанной амитразом. Так же, вы-
явлено во II опытной и контрольной группе уве-
личение продолжительности жизни как минимум
на 5 дней по сравнению с I опытной группой, при
средней продолжительности жизни пчел в садках
около 30 сут. Такая продолжительность жизни объ-
ясняется тем, что условия содержания пчел в сад-
ках не являются для них благоприятными. Вместе с
тем, зимующие пчелы живут 220–285 и даже 300 сут.
Этот феномен связан прежде всего с физиологией
пчелы. Для долгоживущих зимних особей харак-
терны бездеятельность, отсутствие полетов за нек-
таром, прием пыльцы.

В научной литературе встречаются публика-
ции, доказывающие, что хитозан оказывает им-
муномодулирующие действие на медоносных
пчел [9–11]. Показано, что сукцинат хитозана (со-
левая форма янтарной кислоты и хитозана), стиму-
лирует иммунную систему организма и обладает
адаптивным действием, активизирует гигиениче-
ское поведение пчел. Низкомолекулярный хитозан
имеет избыточный положительный заряд, что при-
дает ему свойства высокоактивного анионита и
позволяет хитозану связывать и прочно удерживать
ионы различных тяжелых металлов, радиоактив-
ных изотопов, токсичных элементов с последую-
щим выведением их из организма пчелы.

Таким образом, установлено, что скармлива-
ние пчелам сукцината хитозана и низкомолеку-
лярного хитозана в соотношении 1 : 5 в общей до-
зе 0.144г на 1 литр 60%-ного сахарного сиропа из
расчета 1 литр сахарного сиропа на 10000 пчел в
течение 8 дней до обработки 50%-ного летальной
дозой химического акарацида амитраза способ-
ствовало повышению выживаемости пчел к кон-
цу опытного периода в 4.4 раза.

Таблица 1. Влияние хитозана на выживаемость пчел, обработанных амитразом

№ группы Количество пчел
в начале опыта, шт

Количество пчел по дням опыта ( шт.), выжило/погибло Выжи-
ваемость, %1 8 9 10 15 16 18 30

Контрольная 60 58/2 45/15 25/35 23/37 20/40 14/46 10/50 5/55 8.3
I опытная 73 70/3 58/ 15 43/30 13/60 10/63 6/67 4/69 2/71 2.7
II опытная 58 54/4 38/20 33/25 25/33 17/41 14/44 14/44 7/51 12.0

Рис. 1. Влияние производных хитозана на выживае-
мость пчел (log числа особей, С), обработанных амит-
разом. 1 – I опытная группа, 2 – контрольная группа,
3 – II опытная группа.
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The Use of Chitosan for Reducing the Negative Impact
of Chemicals on Bees on the Example of Amitraz
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The effect of chitosan on the survival of bees treated with the chemical acaricide amitraz at a 50% lethal dose
(LD50) of 10 μg per bee was studied. It was found that the addition of chitosan succinate and low molecular
weight chitosan during the first 8 days before treatment with amitraz in a ratio of 1 : 5 at a dose of 0.144 g per
1 liter of 60% sugar syrup at the rate of 1 liter of sugar syrup per 10.000 bees (II experimental group) led to an
increase in the survival of bees by the end of the observation period (30 days) by 1.45 times compared with the
control group, which received only sugar syrup and 4.45 times compared with the experimental group I,
which received sugar syrup and was treated with amitraz on the ninth day. At the same time, the life expec-
tancy of bees increased by at least 5 days compared with the first experimental group, with an average life ex-
pectancy of bees of each generation in the summer period of 35–40 days.

Keywords: chitosan, chemical acaricide amitraz, varroatosis, honey


