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В связи с растущим числом онкологических заболеваний требуются новые вспомогательные ин-
струменты для получения обширных молекулярных профилей пациентов, которые помогут вы-
явить заболевание. Ранняя диагностика онкологических заболеваний основывается на анализе со-
ответствующих биомаркеров, с помощью которых можно проводить мониторинг населения для вы-
явления заболевания, когда оно не может быть определено с помощью стандартных методов и не
проявляется клинически. Одним из потенциальных маркеров онкологического заболевания явля-
ются белки теплового шока, выполняющие функцию молекулярных шаперонов. Изменение экс-
прессии белков теплового шока может служить важным диагностическим маркером реакции клет-
ки на повреждения. В работе представлен краткий обзор о распространенности онкологических за-
болеваний в мире, необходимости развития ранней онкодиагностики, а также перспективах
использования белков теплового шока при постановке онкологического диагноза.

Ключевые слова: белки теплового шока, диагностика рака, шапероны, сверхэкспрессия, онкомаркеры
DOI: 10.31857/S0555109923040062, EDN: QZBTFA

Онкологические заболевания являются одни-
ми из важнейших причин смерти населения пла-
неты. Согласно данным ВОЗ в 2020 г. было заре-
гистрировано почти 10 млн смертей от различных
видов рака (рак легких, толстой кишки, прямой
кишки, печени, желудка и молочной железы).
Уже несколько десятков лет онкологические за-
болевания занимают второе место в списке ос-
новных причин смерти после заболеваний сер-
дечнососудистой системы [1]. В связи с растущим
числом смертельных исходов, связанных с раком,
требуются новые вспомогательные инструменты
для получения обширных молекулярных профи-
лей пациентов, которые помогут клиницисту по-
ставить правильный диагноз и прогноз. Одним из
таких вспомогательных инструментов является
диагностика с помощью специфичных биомарке-
ров. К сожалению, в отношении связанных с раком
заболеваний не существует ни одного молекуляр-
ного маркера, который мог бы предоставить доста-
точную информацию, чтобы помочь клиницистам
сделать эффективный прогноз или даже поставить
диагноз. Как правило, необходимо оценивать боль-
шие панели маркеров, которые охватывают не-
сколько различных классов (мутации в определен-
ных фрагментах генов; повышенная/недостаточная

экспрессия генной активности, контролируемая
матричными РНК; количество белков, присут-
ствующих в сыворотке или циркулирующих опу-
холевых клетках).

Одним из потенциальных маркеров онкологи-
ческого заболевания являются белки теплового
шока (heat shock proteins, HSP), которые играют
важную роль в организации и транспорте пептид-
ных молекул, в процессах апоптоза [2]. Аномаль-
ные уровни экспрессии и/или субклеточная ло-
кализация HSP были обнаружены при различных
видах рака. С открытием их иммуномодулирующей
противоопухолевой активности все большее вни-
мание исследователей привлекает возможность ис-
пользования шаперонов в клинической онколо-
гии. В работе описана необходимость ранней онко-
диагностики и перспективы использования HSP в
качестве биомаркеров онкологического процесса.

ОНКОЛОГИЧЕСКИЕ ЗАБОЛЕВАНИЯ 
В СОВРЕМЕННОМ МИРЕ

Одной из характерных особенностей рака яв-
ляется быстрое размножение аномальных клеток,
разрастающихся за пределы своих обычных гра-
ниц и способных проникать в окружающие ткани, а

УДК 57.083:57.084
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также мигрировать в другие органы – метастазиро-
вать. Рак возникает в результате перерождения
нормальных клеток в опухолевые в рамках много-
этапного процесса, в ходе которого предраковое
поражение обычно переходит в злокачественную
опухоль [3].

Неуклонный рост численности онкологических
заболеваний и связанная с ним смертность населе-
ния привлекает внимание ученых всего мира к раз-
витию новых методов их ранней диагностики.
Диагностика рака зависит от этапа развития забо-
левания, поэтому на каждом этапе могут приме-
няться разные методы диагностики [3–5]. Важно,
что многие виды рака излечимы при своевремен-
ной постановке диагноза и назначении лечения.

ВОЗ заявляет, что при ранней диагностике и
своевременном лечении можно было бы избежать
более 30% смертей от рака [6, 7]. Установлено, что
более 70% случаев смерти во многих развиваю-
щихся странах, произошло из-за отсутствия ран-
ней клинической диагностики и связанного с
этим отсутствием своевременного надлежащего
лечения [8]. Современные методы терапии рака
позволяют излечивать или продлевать жизнь паци-
ентам с начальными формами многих онкологиче-
ских заболеваний, поэтому снижение смертности
от онкологических заболеваний можно достичь
путем внедрения методов ранней диагностики
[9]. Более того, ранняя диагностика рака позволя-
ет прогнозировать ответ на лечение и тяжесть за-
болевания у пациентов, обеспечивая индивиду-
альный подход к больному.

Раннее выявление рака предназначено для об-
наружения злокачественных заболеваний на эта-
пе, когда сами больные еще не замечают никаких
клинических признаков [10, 11]. Одним из основ-
ных направлений по развитию и совершенствова-
нию методов диагностики рака является примене-
ние биомаркеров. Несмотря на то, что положитель-
ный результат при определении онкомаркеров не
всегда свидетельствует о наличии злокачествен-
ного образования, на основании положительного
результата назначается детальное обследование.
Объем мирового рынка онкодиагностики с помо-
щью биомаркеров по данным GlobeNewswire в
2022 г. составил 11.38 млрд долларов. Предполага-
ется, что он вырастет по данным различных ис-
точников от 30 до 50 млрд долларов США в 2030 г.
При этом мировой рынок биомаркеров, исполь-
зуемых в различных областях медицины, может
вырасти до 88 млрд долларов.

ОСНОВНЫЕ МЕТОДЫ И ПОДХОДЫ ПРИ 
ОНКОДИАГНОСТИКЕ

Текущая диагностика опухолей основывается
на множестве сложных клинических подходов, ко-
торые включают рентгенографию, компьютерную

томографию, магнитно-резонансную томографию,
позитронно-эмиссионную томографию, эндоско-
пию, сонографию, термографию, цитологию и др.
Кроме того, все более популярными становятся мо-
лекулярные инструменты диагностики, основан-
ные как на геномных, так и на протеомных данных,
такие как полимеразная цепная реакция, иммуно-
ферментный анализ (ИФА), радиоиммуноанализ,
иммуногистохимия и проточная цитометрия.

Внедрение указанных методов онкодиагно-
стики позволило повысить показатели раннего
выявления рака и назначение своевременного ле-
чения, тем самым снижая заболеваемость инвазив-
ным раком в долгосрочной перспективе и улучшая
общий прогноз течения заболевания. Данные мето-
ды онкодиагностики отличаются значительными
преимуществами из-за возможности применения
в клинических условиях. Тем не менее, эти мето-
ды имеют ряд ограничений, связанных с необхо-
димостью выбора оптимальной диагностической
мишени и наличием артефактов, особенно при
диагностике глубоко расположенных опухолей.
Кроме того, данные методы характеризуются до-
роговизной в применении [4, 12].

При этом различные визуализирующие, моле-
кулярные и недорогие диагностические инстру-
менты и связанные с ними технологические до-
стижения для эффективной диагностики рака
могут быть использованы для развития методов
диагностики, основанных, в частности, на ис-
пользовании биомаркеров [13].

В 1980 г. Национальный институт рака США
определил биомаркер как биологическую моле-
кулу, которая обнаруживается в сыворотке, жид-
костях организма или тканях, что является сигна-
лом нормального или ненормального состояния
или заболевания. Биомаркеры играют важную роль
для обследования, диагностики и лечения. Это по-
могает предоставить информацию о природе/ста-
дии и развитии конкретного заболевания [14].

Поскольку было обнаружено, что ранняя диа-
гностика рака улучшает прогноз из-за эффектив-
ности различных методов лечения на этой стадии, а
использование молекулярных таргетных методов
лечения значительно снижает побочные эффекты,
прилагаются большие усилия для разработки ди-
агностических биомаркеров и подходов, нацелен-
ных на высокочувствительные и специфические
аналитические возможности со снижением лож-
ноотрицательных результатов [13].

Онкомаркеры – специфические вещества,
продукты жизнедеятельности опухоли или веще-
ства, продуцируемые нормальными тканями в от-
вет на инвазию раковых клеток, которые обнару-
живаются в крови или других биологических
жидкостях больных раком [15]. Выявление онко-
маркеров позволяет заподозрить наличие опухоли в
организме на ранней стадии, проводить масштаб-
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ные скрининговые исследования и отслеживать ди-
намику болезни в процессе лечения. Первыми от-
крытым онкомаркером стал альфа-фетопротеин –
белок беременных, синтезируемый плацентой
[16]. Он отсутствует в крови взрослых людей, но
вновь появляется при опухолях печени и репро-
дуктивной системы. Альфа-фетопротеин стал
первым серологическим маркером опухолей, во-
шедшим в широкую клиническую практику. В
настоящее время проводят лабораторную диагно-
стику более чем 30 различных онкомаркеров,
основные из которых представлены на рис. 1
(https://www.ckbran.ru/diagnostic/laboratornye-anali-
zy-i-issledovaniya/analiz-na-onkomarkery). Управле-
нием по санитарному надзору за качеством пище-
вых продуктов и медикаментов (FDA) одобрены к
использованию в клинической практике 27 био-
маркеров и лабораторных тестов на их основе
[17]. Наиболее часто применяются исследования
маркеров злокачественных новообразований сле-
дующих органов: печени, молочной железы, лег-
кого, поджелудочной железы, яичников, желудка,
кишечника, щитовидной железы, крови [15, 17].
Исследование различных маркеров рака предста-
тельной железы в сыворотке крови (PSA, HPC1,
PCA3, TMPRSS2, ETS, GSTP1, AMACR, GOLPH2,
EPCA) используют для скрининга и оценки целе-
сообразности проведения биопсии. Тест приме-
няют также для контроля эффективности лече-
ния и выявления рецидивов рака простаты. Этот
метод стал основным при постановке предвари-
тельного диагноза [18, 19]. Выявление биомарке-
ров опухоли в крови полезны для мониторинга
роста опухоли и оценки влияния противоопухо-
левой терапии неинвазивными методами [20–22].

Чувствительное обнаружение биомолекул или
химических веществ является важной стороной
клинической диагностики рака, поскольку ран-
нее обнаружение может увеличить шансы на вы-
здоровление и выживания. Однако на самых ран-
них стадиях заболевания концентрация клини-
чески важных биомолекул/химических веществ
очень низкая. Поэтому разработка недорогих ин-
струментов для диагностики рака является важ-
ным направлением развития онкологии. Так, на-
пример, метод ИФА представляет собой чувстви-
тельный и надежный инструмент для измерения
свободного и везикулярного HSP70 в жидких биоп-
татах пациентов с опухолями, уровни которого
можно использовать в качестве опухолеспецифи-
ческого биомаркера для оценки риска и монито-
ринга терапевтических результатов, в частности,
при немелкоклеточной карциноме легкого и гли-
областоме [22]. Простой и недорогой анализ кро-
ви или анализ биологических жидкостей на осно-
ве биосенсорного подхода к онкодиагностике
имеют эффективный потенциал для применения
на начальной стадии рака [23–28].

В 2016 г. Американской ассоциацией содей-
ствия развитию науки разработан прибор EFIRM
(electric field-induced release and measurement) для
выявления признаков рака легких в слюне менее
чем за 20 мин [29]. Помимо циркулирующей опу-
холевой ДНК в слюне больных раком полости рта
повышается уровень белковых опухолевых марке-
ров, в частности, белков Cyfra 21-1, TPS и CA125.
Поэтому можно искать аномальные РНК (в част-
ности, длинные некодирующие РНК) в образцах
слюны, чтобы проверить наличие рака полости рта
[30]. Последние достижения в молекулярной био-
логии в совокупности с аналитическими платфор-
мами позволили выявить растущее число потенци-
альных биомаркеров в крови, моче, конденсате вы-
дыхаемого воздуха, образцах бронхов, слюны и
мокроты. На рис. 2 в качестве примера представле-
ны основные виды маркеров, характерные для раз-
ных типов онкологичсеких заболеваний [1].

Таким образом, биомаркеры играют важную
роль при исследованиях, диагностике и лечении
рака. Определение уровня биомаркеров помогает
получить информацию о природе и стадии разви-
тия конкретного заболевания. Важно, что уро-
вень онкобиомаркеров, как правило, напрямую
связан с конкретной стадией опухолевого процесса,
и который можно легко диагностировать. При этом
важно понимать роль клинических испытаний
для оценки новых биомаркеров. Параллельно не-
обходимо разрабатывать единые стандарты те-
стирования, устанавливающие высокий уровень
контроля воспроизводимости результатов тестов
в лабораториях и снижения процента ложнопо-
ложительных/ложноотрицательных результатов.

ФУНКЦИИ ШАПЕРОНОВ

Особое внимание заслуживает применение в
онкодиагностике HSP, выполняющих функцию
молекулярных шаперонов. HSP относятся к семей-
ству высоко консервативных внутриклеточных
белков, участвующих в укладке протеинов в ответ
на стрессы или высокую температуру [31, 32].

Известно, что оптимальный рост клеток на-
блюдается в достаточно узком диапазоне физио-
логических условий (температур, рН), но клетки
имеют способность к приспособлению к умерен-
ным отклонениям от таких условий. Одной из
наиболее хорошо изученных клеточных адапта-
ций является реакция на тепловой шок [33]. В
условиях теплового шока многие клеточные бел-
ки либо защищают клетки от гибели, либо запус-
кают апоптоз, когда нанесенный ущерб необратим.
Эти белки и называются HSP [34]. Некоторые из
HSP защищают белки от агрегации, разворачивают
агрегированные белки и рефолдируют поврежден-
ные белки – выполняют функции шаперонов [35].



326

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 59  № 4  2023

ГУЛИЙ и др.

Молекулярный шаперон – это основной класс
белков, присутствующих на всех уровнях клеточ-
ной организации, от бактерий до человека. Они
имеют различную организацию и функции в за-
висимости от клеточного расположения и слож-
ности организма. Бактериальные белки-шаперо-
ны находятся только в цитозоле, так как не явля-
ются компартментализованными, но у высших
организмов они также локализованы в митохон-
дриях, эндоплазматическом ретикулуме и хлоро-
пластах. Основные функции HSP представлены
на рис. 3 [36].

Молекулярные шапероны обнаруживаются во
всех компартментах клетки, где происходят сво-
рачивание или, в более общем смысле, конфор-
мационные перестройки белков. Хотя синтез бел-
ка является основным источником развернутых

полипептидных цепей, другие процессы также
могут генерировать развернутые белки. При не-
физиологически высоких температурах или в
присутствии некоторых химических веществ бел-
ки могут становиться структурно лабильными и
даже разворачиваться. В конечном итоге это при-
водит к потере функции пораженных белков и на-
коплению белковых агрегатов. Клетка реагирует
на эту угрозу, вырабатывая увеличивающееся ко-
личество специфических защитных белков – яв-
ление, называемое реакцией на тепловой шок
или реакцией на стресс [37].

С использованием компьютерного анализа тка-
невых транскриптомов обнаружено, что систе-
ма шаперонов состоит из основных элементов, ко-
торые единообразно экспрессируются в тканях, и
вариабельных элементов, которые экспрессиру-

Рис. 1. Основные биомаркеры, используемые в лабораторной диагностике рака (https://www.ckbran.ru/diagnostic/lab-
oratornye-analizy-i-issledovaniya/analiz-na-onkomarkery).
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Рис. 2. Типы рака и соответствующие им биомаркеры [1 с изменениями].
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Рис. 3. Основные функции HSP. (а) HSP помогают сворачивать протеины в функциональные белки. (б) После стресса
HSP также способствуют рефолдингу или деградации поврежденных или денатурированных белков [36 с изменениями].
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ются по-разному, чтобы соответствовать ткане-
специфическим требованиям [38].

Термин “молекулярный шаперон” использу-
ют для описания функционально родственного
набора белков. По молекулярной массе молекуляр-
ные шапероны делят на несколько классов. Клетка
может экспрессировать несколько членов одного и
того же класса шаперонов. Например, для HSP90 в
Protein Data Bank доступна 541 запись, причем
большинство записей были получены от Homo sa-
piens. А количество молекулярных структур, доступ-
ных для HSP104 (18 записей), были в основном по-
лучены из дрожжей Saccharomyces cerevisiae [39, 40].
Белки из одного и того же класса молекулярных
шаперонов часто обнаруживают значительную
степень гомологии последовательностей и струк-
турно и функционально родственны, тогда как
между шаперонами из разных семейств почти нет
гомологии. Несмотря на это разнообразие, боль-
шинство молекулярных шаперонов имеют общие
функциональные особенности.

Очевидно, что основным свойством любого
молекулярного шаперона является его способ-
ность связывать развернутые или частично свер-
нутые полипептиды. На ранних стадиях фолдин-
га или при неправильном фолдинге гидрофобные
остатки белка частично доступны для растворите-
ля и, таким образом, делают его уязвимым для аг-
регации. Ассоциация этих видов гидрофобных
белков с молекулярными шаперонами эффектив-
но подавляет агрегацию (рис. 4 [41]). Низкая специ-
фичность гидрофобного взаимодействия и кон-
формационная гибкость интермедиатов укладки
обеспечивают беспорядочное действие шаперонов:

они связываются с большим разнообразием по-
липептидов, сильно различающихся аминокислот-
ной последовательностью и конформацией. Одна-
ко, поскольку большинство нативных белков и
многие промежуточные продукты позднего фол-
динга не имеют гидрофобных участков, они боль-
ше не являются субстратами для молекулярных
шаперонов.

Структурно-функциональная организация ша-
перонов эволюционно сохраняется в пределах од-
ного и того же царства, но различается между ни-
ми. На основе общей молекулярной массы основ-
ные шапероны классифицируются как: HSP40
(DNAJ), шаперонины HSP60 (GroEL/GroES,
Cpn60/Cpn10, HSP60/HSP10, Tric/CCT, Thermo-
some), HSP70 (DnaK, DnaJ, GrpE, HSPA), HSP90
(HSPC, TRAP, HtpG), HSP100 (ClpA, ClpB, ClpP),
HSP110 (HSPH), малые шапероны (sHSP) [40].
Известно несколько групп шаперонов, объеди-
ненных в семейства в зависимости от их молеку-
лярной массы: HSPH (Hsp110), HSPC (Hsp90),
HSPA (Hsp70), DNAJ (Hsp40), семейство малых
HSPB (sHSP), а также семейство шаперонинов
HSPD/E (HSP60/HSP10) [42]. Основные классы
HSP представлены в табл. 1 [43].

Другими важными белками-шаперонами, игра-
ющими роль в развитии теплового шока, являются
префолдин, кальнексин/кальретикулин, GRP94,
GRP170, AAA 231 ATPasesPPIases, PDIases, NAC,
CasA 232 и HtpX [42, 44].

Многие члены семейства HSP выполняют свои
функции в качестве молекулярных шаперонов,
стабилизируя белки для обеспечения их правиль-
ного фолдинга, ингибируя вызванную стрессом

Рис. 4. Предполагаемый механизм взаимодействия HSP с частично денатурированными белками [41 с изменениями].
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агрегацию белков или регулируя клеточную сиг-
нализацию и транскрипционные сети [45–47].
Повышенная экспрессия HSP в стрессовых усло-
виях часто транскрипционно регулируется фак-
тором теплового шока 1 (heat shock factor 1; HSF1).
В ответ на стрессовые условия HSF1 фосфорили-
руется и образует гомотримеры, а затем связыва-
ется с элементами теплового шока и активирует
транскрипцию генов теплового шока.

Помимо своей основной роли в фолдинге бел-
ков, шапероны участвуют в транспорте и деграда-
ции белков, диссоциации агрегатов и рефолдинге
белков, денатурированных стрессом, и сборке и
разборке макромолекулярных комплексов. Мно-
гие молекулярные шапероны входят в число HSP,
избирательно экспрессирующихся в клетках, под-
вергающихся метаболическому стрессу [48]. Мо-
лекулярные шапероны как механизм белкового
гомеостаза были задействованы в качестве пер-
вой линии защиты от таких заболеваний, как сер-
дечно-сосудистые заболевания, алкогольный гепа-
тит, катаракта, муковисцидоз, фенилкетонурия,
что позволяет использовать их в качестве молеку-
лярных маркеров для диагностики. Эксперимен-
ты показали, что сверхэкспрессия шаперонов у
мышей эффективно подавляла нейродегенера-
цию [49–51]. Было установлено, что HSP27 дей-
ствует как шаперон для образования мультимер-
ных комплексов в клетках, стабилизации дена-
турированных или агрегированных белков и
возвращения их в исходную форму [52].

Шапероны регулируют конформацию бел-
ков при незначительном повреждении [53]. Более
поздние исследования показали присутствие мо-
лекулярных шаперонов в фолдинге вновь синте-
зированных белков, они участвуют в их транспор-
те через мембраны, а также встраивании в различ-
ные органеллы [54]. Шапероны ингибируют
изменение конформации белков при повыше-
нии температуры в клетке до 42°С.

БЕЛКИ ТЕПЛОВОГО ШОКА 
КАК ПЕРСПЕКТИВНЫЕ БИОМАРКЕРЫ 

ДЛЯ ОНКОДИАГНОСТИКИ

Долгое время HSP считались типичными внут-
риклеточными и органеллоспецифичными моле-
кулами. В клетке HSP играют важную роль в орга-
низации и транспорте пептидных молекул, в про-
цессах апоптоза [2]. Предполагается участие HSP
в процессах некроза и очищения организма от не-
кротизированных клеток [43]. Взаимодействуя с
рецепторами стероидных гормонов, HSP предот-
вращают включение стрессорных программ клет-
ки до наступления стресса. В условиях же его раз-
вития – смягчают избыточную сенсорную стиму-
ляцию данными гормонами [43].

Показано [55–57], что HSP также встречаются
в цитозоле, плазматической мембране, внекле-
точных участках, внеклеточных везикулах, био-
логических жидкостях и в кровотоке. Аномаль-
ные уровни экспрессии и/или субклеточная ло-
кализация HSP были обнаружены при различных
видах рака. Причем степень сверхэкспрессии ва-
рьирует в широких пределах и зависит от типа ра-
ка, его локализации и конкретного пациента.
Так, например, обнаружено, что при плоскокле-
точном раке легкого количество HSP70 в сыво-
ротке оказалось выше, чем при аденокарциноме
легкого, но в обоих случаях уровень HSP70 был
выше, чем у здорового контроля [58].

Оценка свободного HSP70 в сыворотке и плаз-
ме с использованием ИФА может дать полезный
инструмент для обнаружения опухолей и монито-
ринга клинического исхода лечения [58, 59]. Бо-
лее того, растворимый HSP70 был полезен для
обнаружения опухолей на ранних стадиях. Вали-
дация HSP70 в качестве опухолеспецифического
биомаркера была изучена для мониторинга ре-
зультатов лучевой терапии на моделях опухолей у
мышей и у пациентов с раком [60, 61]. Abe с соавт.
[62] указали, что HSP70 является маркером рака
простаты и использование HSP70 наряду с тестом
на простат-специфический антиген (PSA) может
быть полезно при выявлении пациентов с раком
простаты на ранней стадии, который может быть
пропущен с помощью только скрининга PSA [62].
Другие результаты свидетельствуют о том, что че-
тыре члена семейства HSP70 играют важную роль
в патогенезе ГЦК (гепатоцеллюларная карцино-
ма), связанной с вирусом гепатита С, и могут
быть молекулярными мишенями для диагности-
ки и лечения заболевания [63]. HSP27 как потен-
циальный биомаркер также может помочь в диа-
гностике ГЦК [64].

Обнаружение новых антигенов, связанных с
опухолью, и аутоантител у больных раком может
способствовать диагностике злокачественной опу-
холи на ранней стадии и определить эффектив-
ность новых видов иммунотерапии. HSP участву-
ют не только в опухолевой прогрессии, но и также
в определении их реакции на лечение. Так детек-
ция аутоантител против HSP70 в сыворотках кро-
ви пациентов с плоскоклеточным раком пищево-
да обеспечила эффективный инструмент, кото-
рый может найти клиническое применение при
диагностике рака [65].

HSP70 часто сверхэкспрессирован опухолевы-
ми клетками мочевого пузыря и может использо-
ваться в качестве биохимического маркера у па-
циентов с раком мочевого пузыря [66]. Авторы
[67] показали, что экспрессия HSP90 в злокаче-
ственных клетках примерно в два-десять раз вы-
ше, чем в нормальных клетках, что указывает на
его важную роль в росте и выживании опухолевых
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клеток, и его можно рассматривать как эффек-
тивную лекарственную мишень.

P-HSP27 был использован в качестве потенци-
ального биомаркера для прогнозирования роли
аутофагии, вызванной химиотерапией, в ответ
остеосаркомы на терапию. Увеличение P-HSP27
связано с высокой чувствительностью к противо-
опухолевым препаратам, когда аутофагия была
ингибирована. P-HSP27 представляет прогности-
ческий биомаркер для оценки эффективности
комбинированной терапии с модуляторами ауто-
фагии и химиотерапевтическими препаратами
[68]. Также было установлено, что концентрации
антител против HSP20 обратно коррелировали с
прогрессированием опухоли при раке яичников
[69]. Эти исследования продемонстрировали ано-
мальную экспрессию HSP в различных опухолях
человека (опухоли яичников, толстой кишки, мо-
лочной железы, легких и простаты). Повышенная
экспрессия HSP показала плохой прогноз пациен-
тов с колоректальным раком и раком желудка [70].
Rappa с соавт. [71] показали, что HSP10 и HSP60 яв-
ляются многообещающими биомаркерами для ран-
ней диагностики канальцевой аденомы как в эпите-
лии, так и в собственной пластинке слизистой обо-
лочки, и его дифференциации от более развитых
злокачественных поражений. Таким образом,
HSP10 и HSP60 могут потенциально рассматри-
ваться как удобные мишени для терапии [71].

В литературных источниках появляется все
больше доказательств того, что HSP сверхэкс-
прессированы во многих типах злокачественных
опухолей, а повышенные уровни HSP усиливает-
ся за счет гиперактивации HSF, что само по себе
способствует инвазии и метастазированию опу-
холи [72, 73]. Например, в работах [74, 75] показа-
но, что уровни HSP повышены при многих видах
рака, а их сверхэкспрессия связана с плохим про-
гнозом и ответом на терапию при раке молочной
железы и простаты. Таким образом, активиро-
ванный HSF и повышенный уровень HSP явля-
ются своеобразными биомаркерами для ранней
диагностики опухолей и прогноза при монито-
ринге лечения у пациентов с распространенными
видами рака [76, 77].

В работе [78] авторы указали на важность опре-
деления уровня белков HSP27, HSP60, HSP70 и
HSP90 для диагностики и прогнозирования ре-
зультатов лечения рака молочной железы. Пока-
зано, что уровни HSP27, HSP60, HSP70 и HSP90 в
сыворотке пациентов до лечения были значи-
тельно выше, чем в контрольной группе.

Уровни циркулирующего HSP27 были повы-
шены при эпителиальном раке яичников, немел-
коклеточном раке легкого, раке толстой кишки.
HSP60 можно использовать для ранней диагности-
ки тубулярной аденомы, аденокарциномы легких.
HSP70 может служить диагностическим инстру-

ментом для рака предстательной железы, рака мо-
лочной железы. Повышенные уровни HSP90 пока-
зали хорошую корреляцию с наличием хроническо-
го миелоидного лейкоза, рака молочной железы,
рака головного мозга [79].

Повышенная экспрессия HSP60 и HSP70 мо-
жет использоваться в качестве признака карци-
номы мочевого пузыря [80, 81]. Показано, что
экспрессия HSP70 постепенно увеличивается по
мере прогрессирования гепатокарциногенеза [82].
HSP27 и HSP70 могут иметь диагностическое и
прогностическое значение для различных гине-
кологических злокачественных новообразований
[83]. Анализируя уровень HSP, присутствующих в
моче, можно предсказать рак с точностью при-
мерно 90% с помощью машинного обучения [84].

При диагностике необходимо учитывать воз-
можность ложноположительных результатов.
Так, например, показано, что тестирование биоп-
тата опухоли молочной железы на наличие HSP90
может оказаться невозможным у пациентов с ми-
астенией, поскольку соседняя ткань тимуса мо-
жет дать ложноположительный диагностический
тест [85].

ТЕРАПЕВТИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ БТШ
С открытием иммуномодулирующей противо-

опухолевой активности HSP все больше внима-
ние исследователей привлекает возможность ис-
пользования этих шаперонов в клинической он-
кологии. Избирательное выключение функции
HSP различными фармакологическими агентами
приводит к гибели раковых клеток и задержке ро-
ста опухоли [2].

В настоящее время сформировалось два ос-
новных подхода в применении HSP:

– пептидсвязывающая функция HSP и их спо-
собность доставлять определенные опухолевые
антигены в антигенпрезентирующие клетки с по-
следующим формированием специфического им-
мунного ответа;

– роль шаперонов (прежде всего HSP90) в
поддержании внутриклеточного гомеостаза.

Описано несколько молекулярных механиз-
мов, вовлекающих HSP в устойчивость к терапии
рака. В качестве молекулярных шаперонов они
могут обеспечивать защиту клеток, более эффек-
тивно восстанавливая поврежденные белки в ре-
зультате введения цитотоксических препаратов,
защищая раковые клетки от апоптоза, защищая
микроциркуляторное русло внутри опухолей и
усиливая репарацию ДНК [78, 86, 87].

HSP также могут играть важную роль в форми-
ровании противоопухолевого адаптивного им-
мунного ответа [88]. Их шаперонная активность,
по сути, лежит в основе медиации эффективного
захвата, процессинга и кросс-презентации опухо-
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левых пептидных антигенов дендритными клет-
ками [47, 89, 90]. С другой стороны, HSP способ-
ны также модулировать врожденный иммунный
ответ, участвуя в активации NK-клеток [91]. HSP
стимулирует продукцию хемокинов и таких про-
воспалительных и противовоспалительных цито-
кинов, как IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-α и IFN-γ
[92, 93]. Термостабильные белки из семейства
HSP активно используют в качестве адъювантов
при разработке противоопухолевых вакцин для
целого ряда онкологических заболеваний, в част-
ности для рака груди и меланомы [94–98]. Неко-
торые из этих разработок дошли до третьей фазы
клинических исследований [99]. Проводятся I и
II фазы клинических исследований терапевтиче-
ских вакцин, содержащих Heat Shock Protein Pep-
tide Complex-96 (HSPPC-96) для лечения глиобла-
стомы [100]. Показана принципиальная возмож-
ность использования HSP, конъюгированных с
наночастицами оксида железа и золота, для про-
тивоопухолевой вакцинации [98, 101]. Кроме то-
го, изучается потенциальное использование HSP
для усиления эффектов химио-, радио- и иммуно-
терапии [102, 103]. На рис. 5 представлены механиз-
мы участия HSP в иммунотерапии рака [102].

Противораковые вакцины на основе HSP по-
казали свою эффективность против ряда опухо-
лей, экспрессирующих антиген, поскольку они
не только способствуют поглощению антигенов,
но также запускают активацию Т-лимфоцитов.

Лучшее понимание роли HSP в модуляции мик-
роокружения опухоли сможет помочь в разработ-
ке более эффективных иммунотерапевтических
стратегий. В частности, безопасность и эффек-
тивность противоопухолевых вакцин были улуч-
шены за счет комбинированной терапии, вклю-
чая использование шаперонов. Ожидается, что
иммунотерапия на основе HSP останется основ-
ным направлением в лечении рака [102].

Новый подход в медицине, заключающийся в
комплексном решении терапевтических проблем –
одновременное создание лечебного препарата и
средства ранней диагностики соответствующего
заболевания, получил название тераностика. И
хотя сам термин “тераностика” появился сравни-
тельно недавно, эта область быстро развивается
как самостоятельная ветвь наноплазмоники и на-
номедицины [104–106]. Недавно было показано,
что HSP секретируются раковыми клетками через
экзосомы. Эти экзосомы могут использоваться в
качестве циркулирующих маркеров. HSP-экзосо-
мы являются биомаркерами диссеминации рака и
ответа на терапию. Для этих внеклеточных HSP
был описан новый ряд функций, в основном, в
модуляции противораковых иммунных ответов.
Обнаруженные функции HSP-экзосом делают их
как мишенями для противоопухолевой терапии,
так и биомаркерами для мониторинга заболева-
ния [107, 108].

Таблица 1. Белки теплового шока в эукариотических клетках [43]

Ориентировочная 
молекулярная 

масса, кДа
Эукариотические белки Функция

10 Hsp10

Участвуют в формировании перекрестной резистентности, в 
восстановлении нативной конформации белковых молекул и 
активности ферментов, в синтезе гликопротеинов. Являются 
одним из обязательных звеньев неспецифического ответа на 
повреждение

20–30
Группа HspВ включает
10 представителей, в том 
числе Hsp27

Шапероны, играют роль в реализации апоптоза и 
реорганизации микрофиламентов, участвуют в сокращении 
гладкой мускулатуры

40 Hsp40 Кофактор Hsp70

60 Hsp60 Участвуют в фолдинге белков после их посттрансляционного 
транспорта в митохондрию

70
Группа HspА. Включает 
Hsp71, Hsp70, Hsp72, Grp78 
(BiP)

Принимает участие в сворачивании и разворачивании белков, 
обеспечивает клетке устойчивость к нагреванию. 
Предотвращает сворачивание белком в ходе 
посттрансляционного транспорта в митохондрии

90 Группа HspС включает 
Hsp90, Grp94

Обеспечивает поддержание структуры стероидных рецепторов 
и факторов транскрипции

100 Hsp104, Hsp110 Обеспечивает устойчивость к повышению температуры
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Главными проблемами в диагностике и лече-
нии опухолей являются раннее выявление рако-
вого заболевания, а также прогнозирование тече-
ния заболевания и ответа на противоопухолевую те-
рапию. Раннее выявление рака предназначено для
обнаружения злокачественных заболеваний на эта-
пе, когда сами больные еще не замечают никаких
клинических признаков. Раннее выявление опухо-

левого процесса способствует улучшению терапев-
тических и прогностических возможностей при ле-
чении [10, 11] и может быть эффективным только
при соблюдении основных условий, таких как:

– обнаружение рака на доклинической латент-
ной стадии;

– обнаружение при помощи безопасных мето-
дов;

Рис. 5. Механизмы участия HSP в иммунотерапии рака. Раковые клетки подвергаются воздействию нескольких фак-
торов стресса из внеклеточной среды микроокружения опухоли. Эти стрессовые факторы активируют транскрипци-
онные факторы теплового шока, способствуя их диссоциации от HSP и их фосфорилированию. Затем факторы тран-
скрипции теплового шока перемещаются в ядро, где они связываются с элементами теплового шока и инициируют
транскрипцию HSP, таких как HSP27, HSP70 и HSP90. HSP экспортируются в микроокружение опухоли, модулируя
иммунный ответ против раковых клеток. В иммунодепрессивных состояниях HSP повышают выживаемость и проли-
ферацию раковых клеток, активируя их механизм клеточной защиты. HSP могут также стимулировать противорако-
вый иммунный ответ в оптимальных условиях, тем самым поддерживая тонкий баланс между гибелью клеток и выжи-
ванием [102].
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– обнаружение на той стадии заболевания, ко-
гда терапия может повлиять на течение болезни и
снизить ее летальность.

В вопросах ранней диагностики рака имеют
важное значение инструменты для диагностики
in vitro. Инструменты для диагностики in vitro яв-
ляются важной частью современной лаборатор-
ной медицины, а клиническое применение таких
инструментов проходит через весь процесс диагно-
стики и лечения заболеваний, включая профилак-
тику заболеваний, предварительную диагностику,
выбор плана лечения и эффективность его оцен-
ки, предоставляя врачам большое количество по-
лезной клинико-диагностической информации,
становятся все более важным компонентом диа-
гностики заболеваний и лечения [109]. Одним из
таких направлений является развитие методов
онкодиагностики биомаркеров, в том числе HSP
[110–112]. Изменение экспрессии HSP может слу-
жить важным диагностическим маркером реак-
ции клетки на повреждения. Как уже было сказа-
но, HSP является своеобразным связующим зве-
ном сопряжения стресса на уровне целостного
организма и стрессового ответа отдельных клеток
[43]. Поэтому разработка методологии диагно-
стики HSP in vitro продолжает развиваться во всем
мире. Несмотря на то, что положительный ре-
зультат при определении онкомаркеров не всегда
свидетельствует о наличии злокачественного но-
вообразования, на основании положительного
результата назначается детальное обследование.

Один из ключевых вопросов при валидации био-
маркеров – это потенциальная необходимость ис-
пользования панели биомаркеров при недоста-
точности использования одного биомаркера. В
ряде случаев множественные биомаркеры более
адекватно отражают биологию гетерогенных опу-
холей и превосходят по эффективности анализы
по одному биомаркеру [113]. Наличие различных
сопутствующих заболеваний у пациентов также
может затруднить точный диагноз, что приводит
к необходимости сбора дополнительной инфор-
мации, которую зачастую можно получить только
анализируя панель биомаркеров [113].

Для дальнейшей оценки и внедрения в массо-
вую практику контроля HSP как маркеров онко-
заболеваний, исследования должны развиваться
в 2-х основных взаимосвязанных направлениях:

– изучение разнообразия HSP и изменения их
уровня при разных видах онкопатологий;

– развитие методов in vitro диагностики HSP,
как маркеров онкозаболеваний, в том числе на
основе биосенсорных систем.

Интеграция новых данных о HSP и развитие
современных методов их определения, позволят,
по нашему мнению, обеспечить лучшие возмож-
ности для диагностики, прогнозирования и эф-
фективного лечения рака.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского научного Фонда (проект
№ 19-14-00077).
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Heat Shock Proteins in Сancer Diagnostics
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With the growing number of cancers, new assistive tools are required to obtain extensive molecular profiles of
patients to help identify the disease. Early diagnosis of cancer is based on the analysis of relevant biomarkers,
which can be used to monitor the population in order to identify the disease until it can be determined using
standard methods and is not clinically manifest. One of the potential markers of cancer is heat shock proteins
that act as molecular chaperones. Changes in heat shock proteins expression can serve as an important diag-
nostic marker of the cell’s response to damage. The paper presents a brief overview of the prevalence of on-
cological diseases in the world, the need of early oncological diagnostics development, as well as the prospects
for the use of heat shock proteins in making an oncological diagnosis.
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Одной из актуальных проблем защиты растений от вредителей и болезней является создание эколо-
гически безопасных препаратов, применение которых не сопровождалось бы резистентностью це-
левых объектов биоконтроля. Огромным потенциалом в этом отношении обладают микроорганиз-
мы, среди которых наиболее перспективными являются эндофиты, заселяющие внутренние ткани
растений без вреда для растительного организма. Среди таких микроорганизмов бактерии Bacillus
вызывают особый интерес благодаря их широкому распространению в природе, безопасности мно-
гих видов для человека, относительной простоте производства препаратов на их основе. В обзоре
рассмотрены свойства Bacillus thuringiensis: эндофитность, инсектицидность, антибиотическая ак-
тивность, продукция регуляторов роста и мобилизация элементов питания растений, индукция
устойчивости, а также возможность конструирования новых штаммов с примением методов генной
инженерии.

Ключевые слова: Bacillus thuringiensis, эндофиты, биологическая активность
DOI: 10.31857/S0555109923040074, EDN: QZCGCS

Патогены и вредители вызывают значитель-
ные потери урожая сельскохозяйственных куль-
тур. Использование химических средств защиты
растений (ХСЗР) с целью избавления от вредящих
организмов на полях, в особенности насекомых,
стало традиционной практикой современного рас-
тениеводства. Несмотря на то, что применение
ХСЗР приносит пользу, защищая сельскохозяй-
ственные растения и обеспечивая эффективность
земледелия, вместе с тем их использование при-
вело к росту озабоченности потребителей безопас-
ностью для человека и животных как самих ХСЗР,
так и получаемых продуктов питания, развитием
резитентности вредителей к существующим пре-
паратам и необходимости решения этих проблем.

Альтернативными ХСЗР против вредителей счи-
таются биопрепараты на основе различных видов
энтомопатогенных микроорганизмов, в том числе
и бактерий Bacillus thuringiensis Berliner (Bt), изу-
чение защитных свойств которых начал в Японии
инженер-шелковод Ишивата [1], выделив из
мертвых гусениц тутового шелкопряда Bombyx
mon бактерию, названную Bacillus sotto. Бактерия
была идентифицирована как возбудитель смер-
тельной инфекции этого насекомого – болезни
Сотто. Впоследствии ее классифицировали как
патовар Bacillus thuringiensis subsp. sotto. Спустя

несколько лет в 1911 г. немецкий ученый Эрнст
Берлинер [2] в провинции Тюрингия из мертвых
личинок мельничной огневки Anagasta kuehniella
выделил бактерию, получившую название Bacillus
thuringiensis в честь указанной местности. Затем, в
1938 г. во Франции появился первый коммерче-
ский продукт семейства “Битоксибациллинов”,
названный “Sporene” и предназначенный пре-
имущественно для борьбы с амбарными огневка-
ми [3]. В 1950 гг. прошлого столетия почти одно-
временно и независимо в СССР и в США стали
появляться первые коммерческие инсектициды
на основе Bt. В СССР производство первого тако-
го инсектицида – “Энтеробактерина” было осво-
ено на Бердском (Россия) и Степногорском (Ка-
захстан) заводах [4]. В 1949 г. микробиолог Е.В.
Талалаев из мертвых личинок сибирского шелко-
пряда выделил бациллу, названную Bacillus den-
drolimus, которая впоследствии стала действую-
щим началом биопрепарата “Дендробациллин”,
успешно применявшегося для защиты лесов от
вредителей. В это же время в США штамм подви-
да Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki использовал-
ся для производства биоинсектицида “Thurin-
cide”. В 1970 г. из гусениц хлопковой моли Pecti-
nophora gossypiella Saund., погибших при
естественной эпиозотии, был выделен штамм Ba-
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cillus thuringiensis var. alesti HD-1 (серотип Н3a3b,
subsp. kurstaki). Использование этой бактерии для
защиты растений от целевых насекомых было по-
чти в двадцать раз эффективнее по сравнению с
имеющимися в то время другими биоинсектици-
дами, что привело к созданию в 1983 г. биопрепа-
рата “Лепидоцид” на основе этого штамма.

В настоящее время в мире в качестве основы
биоинсектицидов чаще всего используются штам-
мы Bt подвидов (subsp.) kurstaki, aizawai, israelensis,
tenebrionis, thuringiensis. Благодаря высокой специ-
фичности по отношению к различным вредите-
лям и безопасности для окружающей среды мно-
гие исследователи считают препараты на основе
Bt эффективной и экологически безопасной аль-
тернативой ХСЗР [5]. Более того, Bt-препараты
разрешены для применения в органическом зем-
леделии как за рубежом, так и в России.

Пестициды на основе Bt составляют до 75%
мирового рынка продаж биоинсектицидов и око-
ло 4% от всех инсектицидов. В России зареги-
стрированы следующие биопрепараты: на основе
Bt subsp. thuringiensis: “Битоксибациллин”,
“Лептоцид”, “Инсетим”; Bt subsp. kurstaki –
“Лепидоцид”, Bt subsp. toumanoffi – “Биослип” [6].
В Белоруссии известны препараты на основе
Bt subsp. dendrolimus (“Дендроллин”) и Bt subsp.
darmstadiensis (“Бацитурин”) [7].

Несмотря на довольно детальные исследова-
ния свойств бактерий Bt, распространенность
препаратов на их основе и высокую эффектив-
ность некоторых из них для защиты растений от
определенных видов насекомых, существует ряд
дискуссионных вопросов. Анализ современных
тенденций в стратегии повышения устойчивости
к фитофагам и фитопатогенам и продуктивности
сельскохозяйственных культур предполагает не-
обходимость выявления перспективных направ-
лений дальнейшего применения микроорганиз-
мов указанного вида в растениеводстве.

Спорные вопросы таксономии Bt. Активное ис-
пользование препаратов на основе Bt привело к
тому, что вредители приобретают устойчивость к
наиболее часто используемым штаммам, что ста-
вит под угрозу их эффективность и требует поиска
новых штаммов и токсинов, обладающих различ-
ными механизмами действия и высокой активно-
стью. В связи с этим возникают вопросы иденти-
фикации штаммов, а в отношении таксономии
некоторых видов бактерий Bacillus, в том числе и
Bt, до сих пор ведутся дискуссии.

Исследования морфологии клеток и спор, фи-
зиолого-биохимических свойств с использовани-
ем иммунохимических и молекулярно-генетиче-
ских методов анализа позволили прийти к выводу
о наличии серотипов=подвидов (Serovars=Sub-
species) Bt и провести внутривидовую таксономи-
ческую классификацию на основе анализа Н-ан-

тигена жгутиков бактерий. Согласно этой класси-
фикации, вид Bt включает 69 антигенных групп и
13 подгрупп [8]. Вместе с тем, такое распределе-
ние серогрупп не имело четкой связи со специ-
фической инсектицидностью штаммов. Интерес-
но и то, что бактерии этого вида с генами инсек-
тотоксичных белков гомологичными между
собой до 90% кодируют белки с различной токси-
ческой специфичностью к разным видам насеко-
мых. Например, гены cry1Aa и cry1Ac на 84% иден-
тичны друг другу, но только белок cry1Aa токсичен
для шелкопряда (Bombyx mori L.), тогда как гены
cry3Aa и cry7Aa идентичны друг другу на 33%, но
оба продукта проявляют токсичность против ко-
лорадского жука Leptinotarsa decemlineata Say [9].

Молекулярно-генетические методы иденти-
фикации представителей Bacillus позволили раз-
делить их на кластеры и в соответствии с эволюци-
онным деревом генетического расстояния вклю-
чить вид Bt в один кластер с такими видами, как
B. anthracis, B. cereus, B. medusa, B. mycoides, B. ma-
roccanus, B. simplex и B. psychrosaccharolyticus. Дру-
гие исследователи, определяя филогенетическое
родство между 40 видами рода Bacillus и исполь-
зуя последовательности нуклеотидов 16S рДНК и
16S-23S внутреннего транскрибируемого спейсе-
ра, в один и тот же кластер с видом Bt включили
только виды B. anthracis, B. cereus, B. mycoides [10].

Согласно Лю с соавт. [11] Bt – продуценты ин-
сектотоксинов, входят в надвидовую группу бак-
терий B. cereus, также называемую как B. cereus
sensu lato (s.l.), включающую 21 близкородствен-
ный вид. Широко известны среди них B. anthracis,
B. cereus, Bt, B. mycoides, B. weihenstephanensis, B. pseu-
domycoides, а также недавно идентифицирован-
ные B. gaemokensis, B. manliponensis, B. cytotoxicus,
B. toyonensis, B. bingmayongensis и B. wiedmannii. На
основании фенотипических и филогенетических
данных авторы выделили еще 9 новых видов бакте-
рий: Bacillus paranthracis sp. nov., B. pacificus sp. nov.,
B. tropicus sp. nov., B. albus sp. nov., B. mobilis sp. nov.,
B. luti sp. nov., B. proteolyticus sp. nov., B. nitratiredu-
cens sp. nov., B. paramycoides sp. nov.

Несмотря на признание многими авторами Bt
как отдельного вида, существуют альтернативные
мнения в вопросах: является ли Bt реальным ви-
дом и отдельным членом группы B. cereus; отно-
сить ли Bt к группе бактерий B. cereus s.l. или B. ce-
reus sensu stricto; следует ли рассматривать Bt как
самостоятельный вид или подвид B. cereus, несу-
щий только соответствующую плазмиду [12].
Особенно много вопросов появилось после полно-
геномного секвенирования ДНК Bt, когда была об-
наружена исключительно высокая генетическая
близость этого вида с видом B. cereus [13], что может
привести к сложности их выявления и разделения в
пищевых продуктах. В другой работе, основываясь
на секвенировании гена 16SРНК Bt ATCC 10792T
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(ACNF01000156) и B. paranthracis Mn5T (KJ812420),
была показана наибольшая генетическая бли-
зость их друг к другу [13]. Вместе с тем, одним из
наиболее четких маркеров, позволяющих отли-
чить вид Bt от B. cereus, может быть транскрипцион-
ный регулятор XRE, контролирующий у Bt продук-
цию большинства белковых кристаллических ток-
синов [14], что позволило некоторым авторам
штаммы B. cereus s.l., продуцирующие инсекти-
цидные кристаллы, отнести к виду Bt [15].
Учитывая приведенное выше, в этом обзоре B. ce-
reus обсуждается наряду с Bt.

Экологические ниши Bt. Микроорганизмы рода
Bacillus относят к типичным представителям
почв, а бактерии Bt, точно так же, как и B. subtilis,
считаются “вездесущими”. С начала выделения
первого штамма Bt исследователи получили мно-
жество патоваров этого вида бактерий из трупов
насекомых и среды их массового скопления, с по-
верхности листьев растений, из воды, фекалий
животных, почвы, объектов мукомольных заво-
дов и хранилищ зерна [16].

Встречаемость Bt, а также близкородственного
вида B. cereus в различных природных объектах,
недостаточное количество работ, четко раскры-
вающих пути циркуляции бактерий этого вида в
природе, аналогично указанным выше разногла-
сиям по таксономии, приводят к разногласиям в
определении экологической ниши этого вида бак-
терии. Одни авторы считают Bt космополитной
почвенной бактерией со случайной инсектицид-
ной активностью [17], другие относят нишу этих
бактерий к филлоплану, считая их мутуалистами
по отношению к растениям благодаря инсекти-
цидности [18], третьи склоняются к тому, что Bt
являются комменсалами кишечной микробиоты
насекомых, не вызывающих явных заболеваний,
а в/на растениях оказавшихся случайно [19]. При
этом возможны два сценария: при строгой инсек-
тицидности дополнительным резерватом так на-
зываемой инфекции для растений становятся по-
гибшие насекомые, падающие на поверхность
почвы, однако такой способ в эволюционном ас-
пекте постепенно уменьшал бы вероятность успеш-
ного распространения Bt в окружающей среде.
Можно предположить, что для бактерий предпо-
чтительнее выделяться в окружающую среду с экс-
крементами насекомых, однако по этому сцена-
рию увеличивается популяция насекомых, уничто-
жающих растения, что по обратной связи может
привести к сокращению пищевых ресурсов для фи-
тофагов. Для соблюдения баланса в пищевых цепях
может быть “целесообразным” встраивание в геном
бактерии плазмид инсектицидности. Когда, где и
как это происходит и происходит ли это в расти-
тельных тканях не известно.

“Целесообразность” взаимодействия бактерий
Bt с растениями для сохранения своих свойств и по-

пуляции в природе может демонстрироваться уси-
лением инсектицидной активности штаммов Bt под
влиянием растительных компонентов. Например,
пектин и ксилан модулировали образование
биопленки бактерий Bt и способствовали повы-
шению их инсектицидности [20]. Образование
биопленки с участием растительных экссудатов
наблюдали при многократной, искусственной,
адаптационной эволюции Bt к корневой системе
арабидопсиса [21]. В связи с этим изучение пред-
ставителей Bt, эндофитно и мутуалистически вза-
имодействующих с растениями, представляется
актуальным не только с позиции практического
использования этих бактерий как потенциальной
основы биоинсектицидов, но и для понимания
целостной картины взаимоотношений указанной
выше триады: растение – насекомое – Bt.

Эндофитность. Ткани растений могут быть
вполне эффективной природной нишей обита-
ния бактериальных популяций, в том числе и Bt.
Следовательно, возможность обнаружения новых
хозяйственно-перспективных штаммов микро-
организмов (как про-, так и эукариот), в том чис-
ле и Bt, среди разнообразия эндофитного микро-
биома растений вероятна в высокой степени.

До недавнего времени было мало известно об
эндофитности Bt, но факты обнаружения популя-
ций Bt на листьях растений, в том числе и древес-
ных [22] предполагали такое свойство. Например,
на листьях клевера Trifolium hybridum клетки Bt
наблюдались после того, как растения выросли из
семян на почве, обработанной суспензией клеток
этой бактерии [23]. В более поздних работах пока-
зано, что некоторые из “некоммерческих” штам-
мов Bt не только обнаруживаются в тканях расте-
ний, но и способны в таком состоянии выраба-
тывать кристаллические инсектицидные белки
и липопептиды [24], а также фитогормоны и ве-
щества, индуцирующие иммунный потенциал рас-
тений против патогенов [25]. Эти данные ставят
вполне закономерные вопросы: как Bt колонизиру-
ет растения; как бактерии этого вида эволюцио-
нировали, чтобы убивать насекомых-фитофагов
и для чего; как клетки Bt перемещаются внутри
растений из подземной части в надземную.

Существует мнение, что насекомые и растения
можно рассматривать как своеобразных проме-
жуточных хозяев, поддерживающих жизненный
цикл Bt [26], а наличие плазмиды, кодирующей
Bt-токсин, периодически способно облегчать
прохождение этого цикла в природе. Согласно ци-
тируемой выше работе, находясь в почве, клетки Bt
способны через ризосферу или иным способом
проникать внутрь растения и распространяться
по тканям. При поедании насекомыми растений,
заселенных такими бактериями, последние попада-
ют в кишечник фитофагов, а затем, вместе с экскре-
ментами, вновь в почву. Предполагается, что таким
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путем происходит селективный цикл, поддержи-
вающий популяцию этого вида бактерий в цено-
зе. Возможность циркуляции Bt в природе под-
тверждается работой Р.Г. Моннерат с соавт. [27],
которые выделили бактерии этого вида из внутрен-
них тканей растений хлопчатника, выросшего на
поле, где никогда не применяли биопестициды на
основе Bt.

При обсуждении перспективности использо-
вания эндофитных представителей Bt для защиты
сельскохозяйственных культур возникает вопрос
об их распространенности в тканях культурных и
дикорастущих растений. Наряду с такими часто
встречающимися в растительных тканях видами
бактерий, как B. subtilis, B. megaterium и др., ряд ав-
торов сообщали о присутствии также и предста-
вителей Bt или близкородственного вида B. cereus
в микробиоме растений [28]. Бактерии, принад-
лежащие к группе B. cereus s.l., в том числе и Bt,
выделены из поверхностно стерилизованных се-
мян фасоли, гороха, кукурузы, тыквы, редиса,
ржи, овса, ячменя, сои, сладкого перца, люцер-
ны, а также семян и плодов ряда деревьев и ку-
старников в микробиоме растений [28]. Согласно
цитируемым авторам, среди 43 видов бактерий,
выделенных из тканей растений, частота встреча-
емости B. cereus, наряду с B. megaterium, была
самой высокой (13%). Клетки Bt выделялись из по-
верхностно стерилизованных тканей вегетиру-
ющих растений капусты, арахиса [29], хлопчатни-
ка, кукурузы [30] кофе [31], женьшеня Panax noto-
ginseng [32], банана [33], резуховидки
(арабидопсиса) [34], физалиса [35], кордии виль-
чатой [36]. Манюната с соавт. [37] из тканей стебля
проса Pennisetum glaucum L. вместе с другими вида-
ми бактерий выделили изоляты Вt. От общего би-
оразнообразия видов рода Bacillus, выделенных
из эндосферы растений сахарного тростника, до
8.9% составлял вид Bt [38]. Из 23 эндофитных изо-
лятов бактерий семян кукурузы Пал c соавт. [39]
идентифицировали 19 изолятов, относящихся к
Bacillus sp., в том числе один изолят, отнесенный
к B. cereus ZMС6. Из эндосферы растений кукуру-
зы, орошаемых промышленными и городскими
сточными водами, был выделен изолят B. cereus N5
с высокой рост-стимулирующей активностью [40]
по отношению к растениям. Идентифицированы
B. cereus и Bt в изолятах, выделенныех из цветков,
ягод и семян виноградной лозы сорта Zweigelt clone
GU9 [41] и внутренних тканей листьев чайного ку-
ста Camellia sinensis (L.) O. Kuntze [42]. Эндофитные
штаммы Bt 58-2-1, 37-1 и YC-1 были выделены из
растений озимой пшеницы в Китае [43], штамм
Bt GS1 изолирован из тканей орляка (Pteridium
aquilinum) [44]. Совместно со штаммом В. amyloliq-
uefaciens P5 штамм Вt С3 был выделен из растений
касcавы Manihot esculenta [24]. Бактерии, принадле-
жащие группе B. cereus s.l., были выделены из семян

горчицы полевой и цветной капусты после
тщательной их поверхностной дезинфекции [45].

С позиции экологической безопасности инте-
ресно сообщение [46], что среди изолятов, выде-
ленных из семян томатов и идентифицированных
как виды рода Bacillus, составляющих до 13% от
всего микробиома, обнаружены изоляты B. cereus
(NCBI: CP034551). При анализе микробиома 26 ви-
дов растений Мексики из тканей лаванды (Lavandu-
la angustifolia) был выделен штамм Bt LBIT-1250L, а
из молочая (пуансеттии) (Euphorbia pulcherrima) –
LBIT-1251P, относящиеся к серотипам israelensis и
kurstaki, соответственно, и характеризующиеся ин-
сектицидностью в отношении личинок комара
Aedes aegypti и бражника Manduca sexta [47]. Выде-
ленный из хлопчатника штамм Вt subsp. kurstaki
HD-1 успешно и повторно заселял это растение,
сохраняясь в течение длительного времени в тка-
нях и обладая токсичностью по отношению к гу-
сеницам совки Spodoptera frugiperda [27], а также
капустной моли Plutella xylostella на капусте [48].

Антибиотическая активность Bt. Кроме инсек-
тицидной активности многие штаммы Bt способ-
ны синтезировать антибиотики и фунгистатики,
что позволяет на основе таких бактерий создавать
биопрепараты с комплексной биологической ак-
тивностью. Каменек с соавт. [49] изучали влия-
ние токсина штамма Вt 202 из коллекции Всерос-
сийского НИИ генетики и селекции микроорга-
низмов (Россия) на устойчивость картофеля
сорта Невский к возбудителю фитофтороза Phy-
tophthora infestans (Mont.) de Bary. Оказалось, что
препарат, содержащий очищенный δ-эндотоксин
указанного штамма Bt, эффективнее сдерживал
развитие и распространение фитофтороза на рас-
тениях в полевых условиях по сравнению с хими-
ческим препаратом “Метамил”. δ-эндотоксин
также успешно ограничивал развитие заболева-
ния клубней и эффективность его примененеия
была близка к защитному действию флудиоксо-
нила – действующего вещества фунгицида “Мак-
сим” компании “Syngenta” (Швейцария).

Из ризосферы кукурузы были выделены штам-
мы B. сereus, обладавшие высокой антигрибной
активностью по отношению к грибу Fusarium verti-
cillioides, вызывающему фузариозную гниль стеблей
кукурузы [50]. Горилюк с соавт. [51] из тканей чи-
стотела Chelidonium majus L. выделили 11 изолятов
Bt, в том числе способных подавлять рост грибов
in vitro. Например, изолят Bt № 6 подавлял рост Al-
ternaria alternata, Chaetomium sp., Paecilomyces variotii,
Aureobasidium pullulans и Exophiala mesophila. Вы-
сокой антагонистической активностью против гри-
бов Fusarium oxysporum f. sp. cubense и Colletotrichum
guaranicola характеризовался штам Bt, выделенный
из вегетирующих растений банана [33]. Обнару-
жено, что эндофитный изолят B. cereus REN 3 (из
растений риса Oryza sativa) проявлял антибиоти-
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ческую активность в отношении значительного
числа патогенов риса (Fusarium fujikuroi, F. proliferum,
F. verticillioides, Magnaporte grisea, M. salvinii) [52].
Интересен штамм Bt subsp. darmstadiensis H10, ос-
нова отечественного биопрепарата “Бацикол”,
проявляющий наряду с высокой энтомоцидной
активностью, антагонизм по отношению к ряду
фитопатогенных грибов [53]. Выделенные из тка-
ней плодов дыни Cucumis melo L. эндофитные об-
разцы Bacillus spp., в том числе и идентифицирован-
ные как B. cereus, проявили высокую степень ана-
тагонизма к ряду фитопатогенных грибов [54].
Ассоциированный с ризосферой томатов штамм
Bt B2, продуцирующий бацилломицин, проявлял
высокую антагонистическую активность в отноше-
нии возбудителя ризоктониоза [55].

Штамм бактерии B. cereus YN917 был предло-
жен в качестве средства, стимулирующего рост
растений риса и защищающего их от гриба M. ory-
zae [56]. Из поверхностно стерилизованных листьев
индийского барбариса Berberis lycium выделены
30 изолятов эндофитных бактерий, идентифициро-
ванных на основе 16S rРНК как B. cereus и Bt, обла-
давших высокой антифунгальной активностью
против грибов Aspergillus niger (60%) и A. flavus
(56%) [57]. Штаммы Bt, выделенные из тканей
пшеницы, защищали растения от стеблевой го-
ловни Urocystis tritici [45]. Обработка почвы и ко-
реневищ куркумы Curcuma longa L. суспензией
клеток рост-стимулирующей бактерии B. cereus
(штамм RBacDOB-S24) способствовала уменьше-
нию степени поражения растений патогенами Pyth-
ium aphanidermatum (Edson) Fitzp. и Rhizoctonia so-
lani Kuhn., вызывающими корневую и листовую
гнили [58]. Авторы показали способность этого
штамма бактерии эффективно проникать в ткани
кореневища культуры. Ким с соавт. [59] выделили
из почвы штамм Bt CMB26, проявивший проти-
вогрибковую активность в отношении возбудите-
ля антракноза перца Colletotrichum gloeosporioides.
Липопептид, выделенный из бактерии, имел цик-
лическую структуру, подобную фенгицинам, и об-
ладал, в дополнение к фунгицидной, и инсектицид-
ной активностью в отношении личинок капуст-
ницы (Pieris rapae crucivora).

Описанные выше свойства бактерий Bt и их
способность стимулировать рост и повышать уро-
жайность сельскохозяйственных культур позво-
ляют использовать биопрепараты на их основе на
практике для комплексной профилактической
защиты растений не только от вредителей и гриб-
ных патогенов, но и для контроля бактериальных
болезней. Так, штаммы Bt проявляли антибиоти-
ческую активность к возбудителям бактериоза
огурцов и овса [60], бактериальной гнили томатов
[25]. В работе Ислама с соавт. [61] была проде-
монстрирована возможность использования
штаммов Bt, выделенных из листьев растений ти-
са Taxus brevifolia, для защиты растений мандари-

на Citrus unshiu от бактериальной гнили, вызывае-
мой Xanthomonas citri subsp. citri. Эти свойства бак-
терий Bt связывают с их способностью
синтезировать антибиотики различных семейств.
Высокой противомикробной активностью, бла-
годаря продукции фенгицин-подобного липо-
пептида, обладал штамм Bt KL1, выделенный из
листьев лекарственного растения Andrographis pa-
niculata Nees. из Индии [62]. Выделенные из рас-
тений фасоли Phaseolus vulgaris штаммы бактерии
Bt BAC3151 совместно с бактериями Microbacteri-
um testaceum BAC1065, BAC1100, BAC2153, Rhodo-
coccus erythropolis BAC2162 проявляли антимик-
робную активность и подавляли эффекты кво-
рум-сенсинга (Quorum Sensing, QS) бактерий
Pseudomonas syringae и Hafnia alvei [63]. Изолят
бактерии Bt KMCL07, продуцирующий лактона-
зу, выделенный из эндемичного растения Madhu-
ca insignis (Индия) был способен подавлять QS
кворум-сенсинг фитопатогенных бактерий P. sy-
ringae [64]. Ассоциированные с корнями штаммы
Bt эффективно защищали растения томата от гри-
бов Verticillium dahliae и V. longisporum [65], что ав-
торы работы связывают с их способностью синте-
зировать не только антибиотик бациллобактин,
но и хитиназы. Эндофитный изолят Bt CHGP12
синтезировал антибиотики фенгицин, сурфак-
тин, итурин, бациллаен, бациллибактин, планта-
золицин и бацилизин, и проявил высокую анти-
фунгальную активность в отношении гриба F. ox-
ysporum f. sp. ciceris (FOC), вызывающего увядание
нута [66]. Из эндосферы корней подсолнечника
(Южная Африка) выделен и идентифицирован
стимулирующий рост и продуктивность подсолнеч-
ника изолят B. cereus T4S, у которого были выявле-
ны гены, кодирующие петробактин, бациллибак-
тин, бацитрацин, цвиттермицин и фенгицин, а
также ответственные за мобилизацию фосфатов и
фиксацию азота [67].

В то же время, известно, что бактерии Bt про-
дуцируют антибиотики, подавляющие размноже-
ние других нефитопатогенных бактерий, в том
числе и других штаммов Bt [68]. Так, например,
Фавре и Юстон [69] показали, что бактерии серо-
вара Bt. subsp. thuringiensis (HD-2) продуцировали
антибиотик турицин, активный против 48 из 56
штаммов Bt, а также видов B. megaterium, B. polymyxa
и B. sphaericus, но не подавляющий рост штаммов
B. licheniformis и B. macerans и грамотрицательных
бактерий. А. Шериф с соавт. [70] экстрагировали
из метаболитов Bt subsp. еntomocidus HD110 новый
бактериоцин – энтомоцин 110, ингибирующий
рост нескольких грамположительных бактерий,
включая Listeria monocytogenes, Paenibacillus и ви-
ды Bacillus. Показано, что антибиотики, продуци-
руемые Bt, могут отличаться избирательностью
действия. Пайк с соавт. [71] очистили из культуры
Bt subsp. tochigiensis HD868 бактериоцин – точи-
цин, проявивший бактерицидный эффект против
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большинства из 20 типичных штаммов Bt и штам-
ма B. cereus, но не против дрожжей. Турицин 17,
бактриоцин подкласса IId с молекулярной массой
3.162 кДа, синтезируемый штаммом Bt NEB17, вы-
деленным из клубеньков сои, показал высокую ан-
тибактериальную активность в отношении боль-
шого спектра различных штаммов ризосферных
патогенов, но не ризобиальных бактерий, а также
бактерий-мутуалистов Serratia proteomaculans 1-102,
2-68, Pseudomonas putida, Bacillus licheniformis Alfa-
Rhiz, B. subtilis NEB 5 и NEB4 [72]. При этом, об-
работка растений сои клетками этого штамма Bt
или турицином 17 способствовали стимуляции их
роста и более эффективной адаптации к меняю-
щимся условиям окружающей среды. На основа-
нии способности турицина 17 стимулировать
адаптивный потенциал растений и наличия анти-
микробной активности Лю с совт. [73] предлага-
ют этот бактериоцин в качестве основы для созда-
ния эффективного препарата универсального
двойного назначения.

Фунгицидные и антибактериальные свойства
Bt могут быть связаны не только со способностью
этих бактерий синтезировать антибиотики, но и
другие соединения, подавляющие рост фитопато-
генов. Ряд авторов отмечают, что внеклеточные
хитиназы и хитозаназы Bt усиливают целевую ак-
тивность инсектотоксичных белков, но пока нет
никаких доказательств того, что они действитель-
но функционируют синергично [74]. Хитиназная
активность изолята Bt subsp. dendrolimus (HD-548)
позволяла сдерживать рост грибов B. cinerea, Al-
ternaria solani, и Aspergillus sp., при этом сохранялись
инсектицидные свойства бактерий благодаря про-
дукции энтомотоксичных белков Cry1Ab и Cry1Ac
[53]. Актуганов с соавт. [75] показали, что олиго-
сахариды хитина и хитозана, образующиеся в ре-
зультате участия внеклеточных хитиназ и хитоза-
наз штамма Bt subsp. dendrolimus B-387, обладали
высокой противомикробной и фунгицидной ак-
тивностью. Мухаммад с соавт. [76] выявили, что
бактерии Bt, продуценты хитиназы, характеризо-
вались высокой антагонистической активностью
по отношению к грибам C. gloeosporioides и Curvu-
laria affnis. Плебан с соавт. [45] наблюдали инги-
бирование роста фитопатогенных грибов R. sola-
ni, Pythium ultimum, Sclerotium rolfsii на растениях
хлопчатника после обработки проростков клет-
ками изолята B. cereus, выделенного из семян гор-
чицы полевой. Было выдвинуто предположение,
что такое свойство могло проявляться у бактерии
благодаря наличию активности хитиназы.

Жизнеспособные клетки эндофитов в тканях
хлопчатника сохранялись в течение 72 дней на
уровне 2.8 × 105–5 × 104 КОЕ/г сырой массы. Нали-
чием высокой хитиназной активности объясняется
способность эндофитного штамма B. cereus XB177R
защищать растения баклажана от бактериального
увядания, вызванного Ralstonia solanacearum [77].

Изолят эндофитной бактерии Bt GS1, выделен-
ный из вай папоротника Pteridium aquilinum, ха-
рактеризовался продукцией хитиназы и индуци-
ровал у растений огурца устойчивость к грибу R.
solani KACC 40111 (RS), при этом дифференциально
активируя в растениях другие защитные белки, на-
пример, специфические изоформы гваякол- и ас-
корбат-пероксидаз, полифенолоксидазы [44].

Взаимодействие Bt с фитобиомом. В связи с
подавлением роста патогенных и непатогенн-
ных бактерий возникает вопрос о взаимодей-
ствии Bt с полезными микроорганизмами фитобио-
ма, например, ризобиями, обеспечивающими
симбиотическую азотфиксацию бобовыми рас-
тениями. Анализ работ в этой области изучения
инсектицидных бацилл свидетельствует о возмож-
ном “тройном” мутуализме Bt. Установлено, что
эндофиты Bt способны колонизировать корни
бобовых [78], усиливая их рост и увеличивая на
них число клубеньков [79]. Например, Бай с со-
авт. [80] показали возможность увеличения пока-
зателей клубенькообразования, роста и урожайно-
сти сои при совместной инокуляции растений
штаммом Bt NEB17 и штаммом Bradyrhizobium ja-
ponicum 532C, выделенными из корневых клу-
беньков сои. Из клубеньков ряда бобовых (Glycine
max, Vigna umbellata, Macrotyloma uniflorum, Phaseo-
lus vulgaris) были выделены штаммы Bt с частотой до
21.4 × 10–4 КОЕ/г в тканях [78–80]. Биццари и
Бишоп [26] показали, что бактерии Bt способны
колонизировать внутренние ткани растений кле-
вера с плотностью популяции до 1000 КОЕ/г ли-
ста при использовании стерильной почвы и до 300
КОЕ/г листа – нестерильной, при совместном по-
севе семян, обработанных спорами. Селвакумар с
соавт. [81] при исследовании микробиома клу-
беньков пуэрарии дольчатой (Pueraria thunbergia-
na), кормовой и покровной культуры в Северо-
Западном регионе Индии, выделили изолят
KR-1, отнесенный к виду Bt. В клубеньках корней
бобовых обнаружены и выделены изоляты
Bt VRB1 и Bt VLG15, имеющие гены семейства
cry-1 и cry-2 и вызывающие в экспериментах пол-
ную гибель личинок первого возраста Spilososma
obliqua [79]. Выделенные из клубеньков бобовых
растений, произрастающих в Гималаях, четыре
эндофитных штамма Bt показали различную сте-
пень колонизации тканей в зависимости от вида
растений (Lens culinaris, Glycine max L., Vigna umbel-
lata Macrotyloma uniflorum), а также их возраста.
Из семян нута Cicer arietinum L. были выделены
микроорганизмы, среди которых идентифициро-
ван штамм Bt Y2B с высокой инсектицидной и
ростстимулирующей активностью, связанной с
синтезом сидерофоров, цианистого водорода
(HCN), индол-3-уксусной кислоты (ИУК), а так-
же солюбилизаторов фосфатов [82].

Приведенные сведения позволяют предполо-
жить, что использование биопрепаратов на осно-
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ве Bt, а также генно-модифицированных Bt-куль-
тур, может изменять структуру микробной попу-
ляции в эндо-, ризо- и филлосфере растений, а
также в окружающей его среде непосредственно
или опосредовано через растения [83]. Например,
показана возможность разрушения Nod фактора
симбионта сои B. japonicum под воздействием хи-
тиназы, продуцируемой Bt subsp. pakistani HD
395, что может препятствовать образованию клу-
беньков на корнях [84]. На основании того, что
ряд хитиназ, продуцируемых штаммами Bt, про-
являют противогрибковые эффекты против пато-
генных грибов F. solani, F. oxysporum, F. proliferatum,
Colletotrichum sp., Rhizoctonia cerealis, Rh. solani,
V. dahliae и Bipolaris papendorfii [85] предполагает-
ся возможность нанесения ущерба арбускуляр-
ным микоризным грибам под влиянием штаммов
Bt [86]. Вместе с тем, в научной литературе есть и
наблюдения, исключающие в целом значитель-
ное и негативное влияние бактерий Bt [87], а так-
же генетически модифицированных Bt-культур
на микробиом агроценоза [88]. Показано отсут-
ствие влияния белка cry1Ah на коэффициент за-
селения растений кукурузы линии 33-7 эндофит-
ной бактерией B. subtilis B916 gfp [89]. Точно также
не наблюдалось существенного изменения струк-
туры микробиома ризосферы при культивирова-
нии Bt-кукурузы линии 2A-7, экспрессирующей
белки Cry1Ab и Cry2Ab [90].

Вероятно, противоречивость этих взглядов
связана с использованием для обработки расте-
ний различных подвидов и даже, может быть,
штаммов одного и того же подвида Bt. Учитывая
эти сведения, можно заключить, что для повыше-
ния эффективности защиты растений от специа-
лизированных вредных насекомых и, в то же вре-
мя, для возможности использовать препараты на
основе Bt, как полифункциональные, следует ве-
сти поиск таких эндофитных штаммов, которые
бы проявляли не только инсектицидный, но и
фунгицидный и бактерицидный эффекты против
типичных возбудителей целевой культуры, либо об-
ладали способностью непосредственно или опосре-
дованно, через защитную систему растений, регу-
лировать функционирование факторов виру-
лентности патогенов, например, относящимся к
системе QS.

Одной из ключевых молекул системы QS явля-
ется N-ацетил гомосерин лактон, синтезируемый
такими возбудителями болезней растений, как
Erwinia саrоtоvоrа, Pantoea stewartii, Agrobacterium
tumefaciens, Pectobacterium carotovorum, Pseudomo-
nas syringae [91]. Фактором, приводящими к забо-
леванию растений, является обильный синтез вне-
клеточных гидролитических ферментов, капсуляр-
ных экзополисахаридов, закупоривающих ксилему
у растения-хозяина, а также других веществ. Пока-
зано, что синтез факторов вирулентности фитопа-
тогенных бактерий и, соответственно, степень по-

ражения растений зависит от наличия и уровня N-
ацетил-гомосерин лактона. Мутанты с дефицитом
синтеза этой молекулы были менее вирулентны,
по сравнению с дикими формами [91].

Выявлено, что представители Bt способны на-
рушать коммуникации в микробном сообществе
благодаря способности к деструкции определен-
ных сигнальных молекул, в том числе и QS. Сооб-
щалось, что фермент Bt, разрушающий N-аце-
тил-гомосерин лактон, эффективно подавлял ви-
рулентность фитопатогенных бактерий благодаря
способности нарушать коммуникацию в их попу-
ляции (QS). Для оценки такой способности Bt по-
давлять вирулентность фитопатогенных бактерий
[92] сконструировали мутантную линию с дефек-
том синтеза фермента, разрушающего N-ацетил-
гомосерин лактон. Выяснилось, что мутантные
бактерии Bt менее эффективны в подавлении
симптомов мягкой гнили, вызванной бактерией
E. carotovora. Авторы сделали заключение, что
ферменты деструкции N-ацетил-гомосерин лакто-
на Bt важны в процессе подавления кворума у гра-
мотрицательных бактерий без изменения плотно-
сти и структуры их популяции. Действительно,
перенос гена N-ацил-гомосеринлактоназы (aiiA),
ингибирующего выработку сигналов, чувствитель-
ных к кворуму, из Bt в геном эндофитного штам-
ма Burkholderia sp. KJ006 способствовал сниже-
нию уровня заболеваемости in situ растений риса
бактерией B. glumae [93].

Стимуляция роста и регуляция гормонального ба-
ланса растений. Кроме описанных выше свойств Bt
значительное внимание исследователи уделяют
их способности стимулировать рост растений и
продуцировать фитогормоны. Линии B. cereus
(ECL1) и Bt (ECL2), обладающие стимулирующей
рост растений активностью, были выделены из
корневищ растений Curcuma longa L. [94]. Высо-
кой рост-стимулирующей активностью в отно-
шении растений сои и кукурузы, а также томатов
[95] обладал продуцирующий ауксин эндофит-
ный штамм Bt RZ2MS9, выделенный из корней
гуараны Paullinia cupana. Армада с соавт. [96] вы-
явили стимуляцию роста растений лаванды La-
vandula dentata при обработке их спорами бактерий
Bt и арбускулярных микоризных грибов Archaespora
trappei, Glomus versiforme и Paraglomus ocultum. Про-
дуцирующие ауксин эндофитные штаммы Вt об-
наружены в тканях тропического растения Withania
somnifera [97] и фасоли [98]. Из растений адатоды
сосудистой Adhatoda vasica, произрастающей в
Юго-Восточной Азии, был выделен штамм Bt A1B3,
способный в больших количествах (до 27.7 мкг/мл)
продуцировать ауксин в жидкой среде [99]. Свой-
ством не только продуцировать ауксины, но и
фиксировать азот характеризовался эндофитный
изолят Bt, выделенный из проростков риса Oryza
sativa L. [100].
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О том, что бактерии Bt имеют гены, ответствен-
ные за синтез ИУК, свидетельствует работа Фигей-
реда с соавт. [101], в которой нокаут в клетках
штамма Bt RZ2MS9 гена ipdC, отвечающего за
триптофановый путь синтеза ИУК, привел к па-
дению уровня ауксина, синтезируемого мутантом
Bt RZ2MS9 ΔipdC, снижению его рост-стимули-
рующей активности в отношении растений куку-
рузы, а также уменьшению плотности популяции в
растительных тканях. C использованием диагео-
тропного (нечувствительного к экзогенному воз-
действию ауксинов) мутанта (dgt) томатов (Solanum
lycopersicum) сорта Micro-Tom и продуцирующе-
го ауксины штамма Bt RZ2MS9 непосредственно
показано вовлечение бактериальных ауксинов в
стимулирующий рост растений эффект бактерий
[95]. Из растений хлопчатника и капусты были
выделены продуцирующие ауксин линии Bt, ток-
сичные для совок Spodoptera frugiperda и P. xylostel-
la, соответственно [102]. Авторами цитированной
работы выдвигается предположение, что способ-
ность успешно колонизировать ткани растений
клетками Bt может быть связана с эффективным
функционированием генов, кодирующих индол-
пируват-декарбоксилазу, регулирующую выработ-
ку ИУК растениями [102]. Полученные данные поз-
воляют предположить, что синтезируемые Bt аук-
сины необходимы не только для обеспечения
жизнедеятельности растения, как экологической
ниши бактерий, но и для колонизации такими
бактериями растительных тканей.

Интересны также работы, обсуждающие во-
просы контроля эндофитными штаммами Bt уров-
ня фитогормонов в растениях, например, этилена
[103]. Так, установлено, что штаммы Bt SNKr10
(выделен из филосферы шпината) [104] и B. cereus
AKAD A1-1 (выделен из ризосферы сои) [105]
способны синтезировать 1-аминоциклопропан-
1-карбоксилатдезаминазу (АЦК-дезаминазу) и,
таким образом, влиять на синтез этилена в расти-
тельных тканях. Обнаружено, что штамм Bt PM25
превращал 1-аминоциклопропан-1-карбоновую
кислоту (АЦК) в аммиак и α-кетобутират в кор-
нях растений и таким образом ограничивал син-
тез этилена [106].

Бактерии Bt способны не только регулировать
уровень продукции этилена, но влиять также на
продукцию растениями других летучих соедине-
ний и синтезировать собственные. Например, из-
менения в профиле растительных летучих орга-
нических соединений обнаружены при обработке
растений кукурузы клетками Bt RZ2MS9 [107].
Летучие соединения, вырабатываемые эндофит-
ным штаммом бактерии Bt, выделенным из со-
бранных в местности Тебулба в регионе Сахель
(Тунис) плодов томата черри, проявили антифун-
гальную активность против возбудителя серой гни-
ли плодов [108]. Показано, что диметилдисульфид,
вырабатываемый штаммом бактерии B. cereus C1L,

проявлял свойства элиситора и защищал расте-
ния табака и кукурузы от грибов B. cinerea и Coch-
liobolus heterostrophus [109].

Формирование устойчивости растений к абиоти-
ческим стрессовым факторам и ремедиация окру-
жающей среды с помощью Bt. Обширная область
применения эндофитов связана также и с необ-
ходимостью экологически безопасного усиле-
ния адаптивного потенциала растений к быстро
меняющимся условиям окружающей среды, фи-
торемедиации загрязненной тяжелыми металла-
ми почвы, деградации органических токсических
соединений в почве, растениях и в воздухе. Не-
смотря на то, что точные механизмы повышения
адаптивности растений к абиотическим факто-
рам среды ростстимулирующими бактериями, в
том числе и эндофитными, остаются во многом
предположительными, но вместе с тем объясне-
ния такого эффекта включают: (1) продукцию ре-
гулирующих рост растений гормонов, таких как
абсцизовая кислота, гиббереловая кислота, цито-
кинины и ауксин; (2) синтез АЦК-дезаминазы
для снижения уровня этилена в растениях; (3) ин-
дукцию системной устойчивости растений синте-
зируемыми бактериями соединениями; (4) обра-
зование бактериальной биопленки, то есть вне-
клеточного матрикса. Вероятно, формирование
адаптивного потенциала растениями под влияни-
ем бактерий происходит в режиме реального вре-
мени, и более эффективными оказываются штам-
мы бактерий, выделенные из растений, подверг-
шихся определенному стрессу, например, засухе
[110] и преодолевших их действие. Сообщается, что
выделенные из африканского проса (Pennisetum
glaucum L.), подсолнечника (Helianthus annuus L.) и
кукурузы (Zea mays L.) бактерии Bacillus sp., в том
числе и Bt, способствовали усилению устойчиво-
сти растений кукурузы к засухе [111]. Выделенный
из корней сои эндофитный штамм B. cereus AKAD
A1-1, синтезирующий АЦК-дезаминазу, при воз-
действии на растения усиливал их устойчивость к
осмотическому стрессу [105].

Особый интерес вызывают исследования [110],
в которых штамм Bt AZP2 – эндофит корней сос-
ны желтой Pinus ponderosa (Аризона, США), вы-
ращенной в условиях сильного дефицита пита-
тельных веществ и засухи, теплового и ультрафи-
олетового стресса, стимулировал устойчивость к
дефициту влаги растений пшеницы. Выделенный
из корней сосны обыкновенной Pinus sylvestris изо-
лят Bt GDB-1 стимулировал рост ольхи твердой
Alnus firma в условиях высокого уровня загрязне-
ния почв тяжелыми металлами (As, Cu, Pb, Ni и
Zn), при этом способствуя накоплению ионов в
растениях, что можно использовать для ремедиа-
ции загрязненных территорий [112]. Использова-
ние эндофитных бактерий Bt на посевах риса,
произрастающих на почвах, загрязненных мы-
шьяком, способствовало толерантности растений
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и снижению уровня накопления в зернах ионов
этого токсичного металла [113]. Обнаружено фор-
мирование толерантности растений Brassica nigra
к ионам Cr+3 под влиянием бактерии B. cereus на
загрязненных хромом почвах [114]. Инокуляция
Broussonetia papyrifera L. суспензией клеток B. cereus
HM5 и Bt HM7 увеличивала поглощение ионов
марганца растениями, способствуя поддержанию
физиологических функций корней и уменьшая си-
лу окислительного стресса [115]. Комплексная об-
работка растений перца C. annum штаммом Bt
IAGS 199 и путресцином уменьшала фитотокси-
ческий эффект, вызванный кадмием [116]. Высо-
кую антиоксидантную активность, например, в
отношении радикалов 1,1-дифенил-2-пикрилгид-
рацила, проявлял экзополисахарид эндофитного
штамма B. cereus SZ-1, выделенного из растений по-
лыни Artemisia annua L. Обработка растений этим
экзополисахаридом приводила к уменьшению сте-
пени повреждения ДНК у клеток PC12 пероксидом
водорода [117]. Обнаружено, что галотолерант-
ный штамм Bt PM25 способствовал лучшему ро-
сту растений кукурузы на засоленных почвах, в том
числе и благодаря высокой антиоксидантной ак-
тивности бактериальных метаболитов [106]. Эндо-
фитная бактерия B. cereus SA1, способствующая ро-
сту растений, увеличивала термотолерантность
сои.

Интересна информация об обнаружении у эндо-
фитных штаммов B. cereus способности в метабиом-
ной системе растение–микроорганизм очищать
воздух от озона [118], формальдегида [119], этилбен-
зола [120]. В условиях гидропоники растения драце-
ны Dracaena sanderiana, инокулированные компо-
зицией клеток бактерий Bt и Pantoea dispersa, удаляли
бисфенол А – одно из наиболее распространенных
соединений, разрушающих эндокринную систему
[121]. Интересна информация о способности поч-
венного штамма B. cereus CB4 из провинции Сы-
чуань (Китай) деградировать один из распро-
страненных и активно используемых в полевых
условиях гербицид глифосат [122]. Это откры-
вает перспективы обнаружения эндофитных,
не контаминирующих почву форм бактерий, ко-
торые способствовали бы снятию гербицидного
стресса в ценозах. Из листьев Garcinia xanthochy-
mus был выделен изолят бактерии, идентифици-
рованный как B. cereus, обладавший, наряду с ан-
тибактериальной активностью против Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi и Klebsiella pneumoniae, способно-
стью формировать наночастицы серебра [123]. Об-
разованные с использованием Bt kurstaki биосовме-
стимые наночастицы серебра проявили высокую
комплексную инсектицидность против личинок
Trichoplusia ni (Hübner) и Agrotis ipsilon [124]. Иноку-
ляция растений штаммом приводила к сверхэкс-
прессии реагирующих на стресс генов GmLAX3,
GmAKT2 SA1, снижала уровень генерации АФК и

модулировала факторы, формирующие устойчи-
вость растений в условиях температурного стрес-
са [125]. Учитывая визуально наблюдаемый анти-
стрессовый характер воздействия ряда эндофит-
ных штаммов Bt на растения в некоторых работах
предлагается даже использование их для, напри-
мер, акклиматизации саженцев бананов [126].
Показано, что ризосферные и эндофитные штам-
мы бактерии B. cereus CSR-B-1 и Bt CSRB-3 в
условиях высокой концентрации натрия могут
быть эффективными регуляторами роста гладио-
луса и биомелиорантами, и этому способствует
индукция микробными клетками в растениях су-
пероксиддисмутазы, фенилаланинлиазы, катала-
зы и пероксидазы [127].

Инсектотоксичные белки. В 1956 г. было пока-
зано [128], что инсектицидные свойства бактерий
Bt проявляются благодаря наличию у них кри-
сталлических белковых включений, из которых
наиболее известными являются инсектотоксиче-
ские параспоральные δ-эндотоксины семейства
цитолитических (Cyt) и кристаллических (Cry)
белков, которые вызывают гибель более 3000 ви-
дов насекомых из 16 отрядов, а также клещей,
простейших, гельминтов и нематод. В настоящее
время идентифицировано не менее 700 последо-
вательностей генов, кодирующих инсектицидные
белки Cry, являющихся их носителями в плаз-
мидном геноме различных штаммов Bt. Продук-
ты этих генов обычно накапливаются в компарт-
ментах бактериальных клеток с образованием
кристаллических включений, на долю которых
может приходиться от 20 до 30% сухой массы спо-
рулирующих клеток [128]. Масштабные исследо-
вания свойств белков Cry позволили выявить из-
бирательную инсектотоксичность некоторых из
них по отношению к представителям насекомых
Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Rhabditida, Hemiptera,
Hymenoptera, Gastropoda, что послужило одним из
критериев их классификации. Белки CryI, напри-
мер, проявили токсичность для Lepidoptera, CryII
– Lepidoptera и Diptera, CryIII – для Coleoptera,
CryIV – исключительно для Diptera, CryV – Lepi-
doptera и Coleoptera [129].

Бактерии Bt продуцируют также токсины, син-
тезирующиеся во время вегетативной фазы роста
клеток и получившие названия Vip (от Vegetative
insecticidal protein) и Sip (Secreted insecticidal pro-
tein). Vip-белки подразделялись первоначально
на четыре семейства Vip1, Vip2, Vip3 и Vip4. Соглас-
но новой системе классификации, Vip1 и Vip4 были
переименованы в Vpb1 и Vpb4, белок Vip2 был от-
несен к группе белков Vpa. Белки Vip3 с многодо-
менной структурой классифицировались как Vip.
Таким образом, ранее классифицированные че-
тыре типа Vip-белков были разделены еще на три
класса, как Vpa, Vpb и Vip [130]. Белки Vip1, Vip2
и Sip содержат консервативные сигнальные по-
следовательности, расщепляющиеся до секреции
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или после ее завершения. Токсины Vip1 и Vip2 об-
ладают высокой инсектицидной активностью
против ряда видов жесткокрылых (Coleoptera) и
тлей (Hemiptera), а белки Vip3 смертельны для че-
шуекрылых (Lepidoptera). Инсектицидная актив-
ность белков Vip4 детально не исследована. Из-
вестно, что эти белки филогенетически близки к
белкам Vip1, в сравнении с представителями Vip2
и Vip3. Белки Sip проявляют токсичность к ли-
чинкам жесткокрылых [131].

Кроме описанных токсичных соединений бак-
терии Bt активно синтезируют губительные для
ряда эукариот экзотоксины: α-экзотоксин (фосфо-
липаза С), небелковый термостабильный β-экзо-
токсин или тюрингеинсин (thuringeinsin), кото-
рый токсичен в отношении клеток насекомых и
млекопитающих, в том числе и человека, γ-экзо-
токсин (токсичен для насекомых-пилильщиков),
экзотоксин — фактор гибели вшей (активен толь-
ко против вшей), экзотоксин — фактор гибели
мышей (токсичен для мышей и чешуекрылых насе-
комых) [132]. Токсичность термостабильных β-эк-
зотоксинов ограничивает использование штаммов
Bt [133]. Вместе с тем, есть современные техноло-
гии редактирования генома Bt на основе плат-
формы CRISPRCas9 [134], которые могут быть
предложены для отключения синтеза таких ток-
синов.

В связи с отмеченным выше представляет ин-
терес наличие токсичных, например, в отноше-
нии нематод, штаммов среди эндофитных пред-
ставителей Bt. Из плодов клубники Fragaria anan-
assa и восточной хурмы Diospyros kaki L. были
выделены штаммы B. cereus BCM2 и B. cereus
SZ5, проявляющие высокую нематицидную ак-
тивность против Meloidogyne incognita на растени-
ях томатов [135]. Обработка растений томатов эндо-
фитным штаммом Bt AK08 приводила к смертности
95.46% нематод Meloidogyne sp. что, как полагают
авторы, связано с синтезом холест-5-ен-3-ол(3.бе-
та.)-карбонохлоридата, обладающего нематоцид-
ной активностью [136]. В работе Лианг с соавт.
[137] показано, что высокая нематицидная актив-
ность штаммов Bt GBAC46 и Bt NMTD81, выде-
ленных из растений Цинхай–Тибетского плато
Китая, может объясняться как свойствами самих
бактерий, так и индукцией под их влиянием за-
щитной системы растений риса против нематоды
Aphelenchoides besseyi.

Использование композиции штаммов B. amyloliq-
uefaciens FR203A, B. megaterium FB133M, Bt FS213P,
Bt FB833T, B. weihenstephanensis FB25M, B. frigoritol-
erans FB37BR и Pseudomonas fluorescens FP805PU в
защите растений винограда сорта Каберне Сови-
ньон против нематод Xiphinema index и Meloido-
gyne ethiopica показало эффективность, сравни-
мую с действием химического нематицида [138].
Показано, что нематицидность Bt для молоди

второй стадии развития ризосферной нематоды
M. hapla, ухудшающая их последующие репродук-
тивные свойства, а также эффективность проник-
новения в корни томатов, связана с синтезом белка
Cry6A [139], а у штамма Bt BRC-XQ12 по отноше-
нию к нематоде хвойных Bursaphelenchus xylophilus –
белка Cry1Ea11 [140].

К началу 1980 гг. гены, кодирующие кристал-
лические Bt-токсины, были обнаружены на
трансмиссивных плазмидах. Определение нук-
леотидной последовательности генов, кодирую-
щих инсектицидные белки Bt, позволило сформи-
ровать еще одно направление защиты растений от
вредителей – использование генетического мате-
риала бактерий этого вида для создания устойчи-
вых трансгенных культур к целевым насекомым.

Первыми клонировали ген кристаллического
токсина Cry из Bt subsp. kurstaki и экспрессирова-
ли его в кишечной палочке Escherichia coli Шнепф
и Уайтли [141], а с 1996 г. на полях стали выращи-
ваться генно-модифицированные растения с ис-
пользованием Bt-культуры, приведшие к “генной”
революции в растениеводстве. К началу XXI в. во
всем мире активно культивировались Bt-кукуру-
за, Bt-хлопчатник, Bt-баклажан и Bt-картофель, что
позволило в ряде стран значительно уменьшить
объем применяемых ХСЗР [142, 143]. Считается,
что растения, модифицированные для экспрес-
сии инсектицидных белков из Bt (называемые Bt-
защищенными растениями), обеспечивают без-
опасный и высокоэффективный метод борьбы с
насекомыми, что позволяет получать высокие уро-
жаи, например, хлопка и зерна кукурузы без приме-
нения высоких доз пестицидов [142]. В настоящее
время мировым лидером в выращивании Bt-куль-
тур являются США, наиболее быстрым внедре-
нием их в растениеводство отличаются Китай и
Индия.

Внедрение бактериального гена, кодирующего
инсектицидные белки Bt в геном растительной
клетки, позволяет формировать у растений свой-
ство устойчивости к вредителям на протяжении
всего вегетационного периода и избежать конку-
рентной элиминации бактерий Bt другими вида-
ми микроорганизмов при использовании жизне-
способных спор и клеток этих бацилл в качестве
инсектицидов, а в случае использования только
кристаллического токсина – разрушения его под
действием различных факторов окружающей сре-
ды, в частности солнечного ультрафиолетового
излучения [143].

Несмотря на успешное распространение по
всему миру Bt-культур уже давно возникли и об-
суждаются вопросы биобезопасности производ-
ства продукции растениеводства с их использова-
нием, а также появления резистентных форм
вредных насекомых [144]. В то же время, для чет-
кого отделения Bt-продукции от продукции тра-
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диционных сортов сельскохозяйственных куль-
тур в большинстве стран требуется специальная
маркировка [145]. Для преодоления резистентно-
сти насекомых, например, обсуждается необхо-
димость внедрения в производственный цикл ГМ-
растений, содержащих уже более двух генов, коди-
рующих инсектицидные белки. Например, хлоп-
чатник сорта Bollgard ограничивает жизнеспо-
собность вредителей, таких как Pectinophora gos-
sypiella и Helicoverpa zea благодаря внедрению в
геном хлопчатника гена Cry1Ac от Bt. Растения же
сорта Bollgard II, экспрессирующие два эндоток-
сина Bt, стали устойчивее уже к более широкому
кругу насекомых, расширяя спектр защиты от че-
шуекрылых вредителей [146]. Bt-хлопчатник, об-
ладающий тремя защитными генами (1Ac +
Cry2Ab + Vip3A), (Cry1Ab + Cry2Ac +
+ Vip3Aa19) или (Cry1Ac + Cry1F + Vip3A), в
Австралии культивировали в сезон 2016–2017 г.
на более, чем 90% площадей, занятых этой куль-
турой [147].

В настоящее время ведутся интенсивные рабо-
ты по созданию ГМ-растений, содержащих не
только гены Cry, но и содержащие другие нуклео-
тидные последовательности с целью повысить эф-
фективность биологической защиты растений от
вредителей. Недавно агентство по охране окружаю-
щей среды США одобрило трансгенную кукурузу
SmartStaxPRO, экспрессирующую белок Cry3Bb1,
против западного кукурузного жука Diabrotica vir-
gifera и дцРНК (двухцепочечную РНК), нацелен-
ные против вакуолярного белка DvSnf7, что увели-
чило смертность целевого вредителя до 80–95% при
питании модифицированными растениями [144]. В
другой работе в геном трансгенного Bt-хлопчатника
был внедрен вектор, содержащий информацию о
дцРНК, нацеленной против гена ювенильного
гормона (кислая метилтрансфераза) хлопковой
совки Heliothis armigera, что помогло защитить по-
севы и отсрочить развитие резистентности вреди-
теля к Bt в отличие от растений, экспрессирую-
щих только инсектотоксичные белки [148].

Таким образом, классическое использование
генов Bt для модификации растительного генома
постепенно сменяется комбинацией их с другими
нуклеотидными последовательностями, или, как
сообщается далее, изменением в геноме самих
представителей этого вида бактерий.

Рекомбинантные эндофитные бактерии. Одним
из перспективных направлений создания совре-
менных комплексных активных биопрепаратов,
как альтернативы возделыванию ГМ-растений,
может быть конструирование бактериальных ги-
бридных рекомбинантных инсектотоксинов с ши-
роким спектром действия и повышенной токсич-
ностью к целевому объекту с использованием ме-
тода сайт-направленного мутагенеза, например,
посредством замены в Cry-белке бактерии Bt до-

мена III на подобный токсин, обладающий целевой
специфичностью. В настоящее время рекомби-
нантные генно-инженерные конструкции позволя-
ют модифицировать/дополнять/переносить це-
левые гены инсектотоксинов в другой штамм Bt
или штамм другого вида бактерий. Полученные
такой генетической рекомбинацией Cry-токси-
ны, в исходной форме с низкой специфичностью,
например, к малой совке Spodoptera exigua, вклю-
чая Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ba и Cry1Ea, станови-
лись высокотоксичными [149]. Сайт-направлен-
ная замена аминокислотного остатка (а.о.) 450-612
участка молекулы Cry1Aa-токсина на подобные
из Cry1Ac-токсина приводила к почти 300-крат-
ному усилению токсичности Cry1Aa в отношении
табачной огневки Heliothis virescens [150]. Мутация
(H168R) в спирали α-5 домена I Cry1Aa-токсина
приводила к трехкратному увеличению токсич-
ности этого белка для личинок каролинского
бражника Manduca sexta [151] по сравнению с ис-
ходным. Обнаруженные две мутации N372A или
N372G в домене II и III токсина привели к вось-
микратному усилению инсектотоксичности
Cry1Ab к непарному шелкопряду Lymantria dispar,
а уже тройная замена а.о. по N372A, A282G и
L283S увеличивала эту токсичность в 36 раз [152].

Одним из способов улучшения инсектицид-
ной активности токсинов Bt является получение
рекомбинантов, продуцирующих данные белки.
Например, показано усиление инсектицидной
активности энтомопатогенной бактерии Photorhab-
dus temperata K122 к мельничной огневке Ephestia
kuehniella и хлопковой совке Spodoptera littoralis ге-
терологичной экспрессией гена Btvip3LB [153]
или к оливковой моли Prays oleae экспрессией ге-
нов Btcry1Aa и Btcry1Ia [154]. Ян с соавт. [155] пока-
зали, что накопление химерного белка Cry1Ac-Av3
(нейротоксин Anemonia viridis) усиливает инсекти-
цидную активность против H. armigera в 2.6 раза по
сравнению с исходным Cry1Ac. В другом иссле-
довании химерный белок из Cry1Ac и пептидного
токсина HWTX-XI яда паука Ornithoctonus huwena
усиливали инсектицидность против H. armigera и
S. exigua по сравнению с Cry1Ac [156].

Еще до того, как стала доступна эффективная
трансформация клеток Bt дополнительными бел-
ками, расширяющими спектр биопрепаратов на
их основе, гены Cry белков были введены в геном
бактерий E. coli, B. subtilis, B. megaterium и Pseudo-
monas fluorescens [157]. Можно расширить эффек-
тивность биопрепаратов внедрением в геном од-
ного из штаммов Bt, уже являющегося основой
эффективного биопрепарата, генов, кодирующих
белки, способствующие повышению устойчиво-
сти к иным видам биотического и абиотического
стресса. При этом представляется интересным
создание эндофитов (Bt или других видов), кото-
рые, заселяя внутренние ткани растений и сохра-
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няясь там, способствовали бы их большей актив-
ности против целевых вредителей.

Гены, кодирующие Bt-токсины, были транс-
формированы в бактерии E. coli, B. megaterium
B. subtilis, P. fluorescens, Clavibacter xyli, Herbaspiril-
lum seropedicae, R. leguminosarum [128, 141, 158]. Та-
кие линии бактерий, усиленные переносом в их
геномы генов, кодирующих Cry-токсины Bt, ак-
тивно используются за рубежом как основы пре-
паратов “Agree” и “Desine” (“Thermo Triligy”,
США), “Condor”, “Cutlass”, “CRYMAX”, “Lepti-
nox” и “Raven” (“Ecogen”, США). С использова-
нием рекомбинантов P. fluorescens, в конце ХХ века
созданы, биопрепараты “M-CapTMb”, “MVP®b”,
“M-One Plusb”, “MattchTM” и “М-Press®” (“Myco-
gen Corporation”, США) [159]. Рекомбинантный
штамм P. fluorescens стал основой для биопестици-
да “CellCapTM” (“Mycogen Corporation”), содержа-
щего инкапсулированные Cry-токсины, лучше со-
храняющиеся в окружающей среде, в сравнении с
исходными [160]. С использованием рекомбинант-
ных линий Escherichia coli (BL21C+) получены кри-
сталлы токсина Cry2Ac7, проявившие инсекти-
цидность в отношении хлопковой совки Helicov-
erpa armigera [161]. Рох с сотр. [162] был получен
рекомбинантный штамм бактерии B. brevis, содер-
жащий ген Btcry 11a, который проявил инсектицид-
ную и противомикробную активность. Ген cry1Ac7
штамма Bt 234 был использован для трансформа-
ции эндофитной бактерии H. seropedica, заселяю-
щей ткани сахарного тростника, что привело к
эффективной защите от личинок огневки Eldana
saccharina.

Бактерии рода Bradirhizobium, содержащие ген
токсина из Bt, защищали корни растений от
личинок мухи Rivellia angulata [163]. Ген, кодиру-
ющий Cry-белок Bt subsp. tenebrionis (65 kDa), ток-
сичный для жесткокрылых, был введен в R. legu-
minosarum. Клеточный экстракт данных бактерий
был токсичен для личинок щавелевого листоеда
Gasterophysa viridula и клеверного долгоносика Si-
tona lepidus. Инокуляция этой бактерией корней
гороха и белого клевера позволила снизить ущерб
от почвенных насекомых [164].

Сотрудники фирмы “Монсанто” (США) с ис-
пользованием транспозонов tn5 перенесли ген
Btсry1Aa из Bt ssp. kurstaki HD-1 в хромосомный
геном бактерии P. fluorescens [165] и на растениях ку-
курузы показали, что штамм близок к донорному по
инсектицидности к подгрызающим совкам Agrotis
ipsilon. Внедрение в геном эндофита Burkholderia
pyrrocinia JKSH007 гена Btcry218 и последующая об-
работка шелковицы этим штаммом приводила к ги-
бели почти 80% гусениц шелкопряда Bombyx mori
[166]. В тех же условиях исходный штамм бактерии
не оказывал влияния на насекомых.

В работе [167] ген Btсry1Ia из бактерии Bt В-5351
был введен в коммерческий штамм B. subtilis 26Д с

использованием для этого интегративной плазми-
ды pDG1662, конъюгированной геном амилазы
B. subtilis, и показано, что в клетках линии B. subtilis
26ДCryChS эффективно накапливалась мРНК ге-
на Btcry1Ia. Интеграция гена Btcry1Ia в хромосому
бактерии B. subtilis 26Д способствовала формиро-
ванию у линии B. subtilis 26ДCryChS инсектицид-
ной (афицидной) активности, сравнимой с тако-
вой у клеток донорного штамма Bt В-5351. Внед-
рение в эндофитный штамм B. subtilis 26Д гена
Btcry1Ia, кодирующего белок Cry1, не приводило
к потере эндофитности у рекомбинантного штам-
ма [167, 168]. Аналогичный результат был получен
ранее при обработке растений Bt-кукурузы эндо-
фитной бактерией B. subtilis B916-gfp [89]. Описан-
ные факты подтверждаются работой Биццари и
Бишоп [26], в которой с использованием дефи-
цитных по синтезу кристаллического белка ли-
ний Bt не обнаружили его существенной роли в
эндофитности штаммов. Можно полагать, что
продукция инсектицидных белков Cry как сами-
ми бактериями, так и Bt-культурами не влияла на
свойства эндофитности первых и способность к
заселению вторых микроорганизмами.

В качестве дополнения к генно-модифициро-
ванным растениям и рекомбинантным бактериям
активно развивается направление применения пре-
паратов для защиты растений от вредителей с ис-
пользованием механизмов РНК-интерференции, в
том числе и на основе бактерии Bt [169]. Полагают,
что с ростом случаев резистентности насекомых к
препаратам на основе действующего начала Bt ис-
пользование бактерии в качестве платформы для
экспрессии дцРНК может помочь в борьбе с вре-
дителями с помощью стратегии Bt + RNAi [170].

Платформа для производства дцРНК на осно-
ве Bt имеет некоторые преимущества по сравне-
нию с другими платформами. Промотор гена Сry,
зависящего от споруляции, использовался для экс-
прессии двуцепочечных РНК, и эта дцРНК мог-
ла продуцироваться во время фазы споруляции
Bt. Более того, другие виды микроорганизмов (та-
кие как E. coli, B. subtiis, S. cerevisiae) требуют ин-
дуктора (IPTG или других) для экспрессии
дцРНК, тогда как при использовании Bt индуктор
не требуется. Наконец, клетки Bt могут подвер-
гаться автолизу ферментами после споруляции,
поэтому лизис клеток не требуется для извлече-
ния дцРНК [171]. Например, использование Bt в
качестве экспрессирующего хозяина для производ-
ства дцРНК было предложено в работе [171]. Дру-
гая группа исследователей [172] создала рекомби-
нантную линию Bt, содержащую экспрессионно-
активный фрагмент ДНК длиной 325 п.н. консер-
вативной области гена аргининкиназы капустной
моли P. xylostella, который проявил высокую ин-
сектицидую активность в отношении личинок
целевого вредителя в сравнении с исходным
штаммом. Во всех случаях дцРНК экспрессиро-
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валась с использованием конвергентных промо-
торов, окружающих целевую дцРНК. При этом
Парк с соавт. [171] использовали промотор
cyt1Aa, а Цзян с соавт. [172] – Pro3a.

Значительно усиливалась целевая активность
против личинок Spodoptera littoralis возраста 4 и 5 в
результате получения композиции биопестицида
на основе Bt (“XenTari”, Бельгия) при комбини-
рованном использовании dsRNA-Bac, нацелен-
ных против гена Sl 102, отвечающего за агрегацию
клеток насекомого и инкапсуляцию для защиты от
инфекции. Точно также, эффективность биопре-
паратов на основе живых бактерий Bt усиливалась
при применении совместно с dsRNA-Bac, наце-
ленных против гена Pxfused P. xylostella [170], фор-
мирующего резистентность насекомых к токсину
Cry1Ac. Такое совместное использование тради-
ционных методов обработки растений биопрепа-
ратами на основе Bt и технологии РНК-интерфе-
ренции открывает новые горизонты для успеш-
ной защиты сельскохозяйственных культур от
вредителей и патогенов.

Таким образом, перенос “полезных” генов ин-
сектотоксинов из других хозяйственно значимых
видов бактерий Bt в эндофитные штаммы, а также
конструирование их эффективных консорциумов
должно способствовать созданию биопрепаратов
нового поколения для комплексной защиты рас-
тений и от патогенов, и от вредителей. Способ-
ность эндофитных бактерий продуцировать фунги-
и инсектотоксичные белки, праймировать фитоим-
мунные реакции и долговременно существовать в
тканях растений будет способствовать отказу от ис-
пользования трансгенных растений, продуцирую-
щих соответствующие белки.

***
Итак, данные научной литературы свидетель-

ствуют о том, что в природе существуют эндофит-
ные формы энтомопатогенных микроорганиз-
мов. Такое их природное свойство может способ-
ствовать поиску штаммов с комплексной защитной
активностью, а также открывает перспективы к
генно-инженерному усовершенствованию имею-
щихся эндофитов для использования их в расте-
ниеводстве, например, для обработки семян, что
может быть недорогим и надежным способом по-
вышения устойчивости растений к вредителям и
болезням. При этом разнонаправленное воздей-
ствие бактерий Bt на растения повышает эффек-
тивность использования указанного метода. Как
следует из указанных выше работ, некоторые
штаммы могут значительно усилить активность
формирования клубеньков азотфиксирующих
бактерий. Подавление роста грибов благодаря
синтезу Bt антибиотиков, хитиназ и других белков
способствует приобретению этими бактериям до-
полнительных свойств биофунгицидов и фунги-

статиков. В то же время необходимо оценивать и
возможность подавления этими эндофитными бак-
териями роста микоризных грибов. Бесспорно,
практически ценным свойством эндофитных Bt
является также способность синтезировать фито-
гормоны – стимуляторы роста растений, ограничи-
вать синтез этилена и усиливать рост сельскохозяй-
ственных культур в неблагоприятных условиях сре-
ды. Еще одним ценным свойством является синтез
сидерофоров и возможность мобилизовать в поч-
ве труднорастворимые элементы питания расте-
ний. Однако наряду со всеми указанными и дру-
гими значимыми для защиты и увеличения продук-
тивности растений свойствами особенно важным
является взаимная мутуалистическая интеграция с
растением-хозяином, основанная на эндофитности
без потери других хозяйственно-полезных качеств.

Механизмы и пути проникновения эндофи-
тов, на наш взгляд, могут быть различными, в том
числе и не зависимыми от каких-либо поврежде-
ний поверхностных растительных тканей, а также
через устьица. Однажды заселившись в расти-
тельные ткани инсектицидные Bt-эндофиты могут
избежать конкуренции со стороны других эпифит-
ных микроорганизмов, иметь доступ к источни-
кам питания в виде растительных метаболитов и
веществ, поступающих в растения по сосудам,
быть защищенными от действия солнечного из-
лучения, при этом, попадая в кишечник насеко-
мого с частичками растительной пищи, снижать
привлекательность растительных тканей как ис-
точника питания и даже приводить к гибели фито-
фага. Конечно, такие инсектицидные эндофиты
интересны лишь в том случае, если они не представ-
ляют опасность для человека и животных.

Применение эндофитных Bt в виде так называе-
мой инсектицидной “мины” замедленного дей-
ствия, поступающей внутрь насекомых вместе с
растительной пищей, привлекает внимание не
только для защиты растений от фитофагов, но и с
позиции возможности приобретения растениями
дополнительных полезных свойств. Например, их
использование может позволить с большим успе-
хом бороться с группой вредителей c колюще-сосу-
щим ротовым аппаратом или паразитирующих во
внутренних тканях растений, против которых
несистемные ХСЗР, а также биопрепараты на осно-
ве коммерческих неэндофитных штаммов Bt не эф-
фективны.

Использование эндофитных штаммов Bt мо-
жет быть применено для создания совершенно
иной стратегии защиты растений, где они могут
служить природными инсектицидами длитель-
ного сохранения в тканях растений, что, с одной
стороны, может способствовать уменьшению крат-
ности обработок биопестицидами, а с другой – рас-
ширять диапазон действия не только против вре-
дителей, но и против патогенов. Возможность и
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эффективность биоконтроля трансформирован-
ными эндофитными штаммами с редактирован-
ными генами, также и модифицированными це-
левыми генами эндофитных Bt растений исследо-
ваны в меньшей степени, по сравнению с
использованием природных, но отселектирован-
ных штаммов бактерий. Оценка возможности ис-
пользования эндофитной микрофлоры в целом,
независимо от вида микроорганизма, естествен-
ного или же “сконструированного” пока еще на-
ходится на самых ранних стадиях. Не исследова-
ны негативные для окружающей среды и челове-
ка побочные эффекты, которые могут
проявляться при применении препаратов на ос-
нове модифицированных или редактированных
эндофитов, в том числе Bt. Универсальный расти-
тельный метабиом, защищающий растения от па-
тогенов и вредителей, может быть удобным при
возделывании культур в условиях гидропоники, где
исключен контакт растений с почвенным микро-
биомом. Следует отметить, что в мире беспочвен-
ное гидропонное земледелие становится все более
популярным, устраняя проблемы, связанные с
загрязнением почв и другими негативными по-
следствиями традиционного земледелия. Как сви-
детельствуют данные литературы, мировой рынок
гидропонных систем оценивался в 2020 г. в преде-
лах 9.5 млрд и, по прогнозам, к 2025 г. достигнет
16.6 млрд долларов, увеличиваясь на 11.9% каждые
5 лет [173].

В настоящее время активно развиваются тех-
нологии защиты растений, основанные на РНК-
интерференции. Несмотря на очевидные преиму-
щества РНК-препаратов и/или внедрение в геном
растений генов, кодирующих смертоносные для
насекомых молекулы малых РНК, привлекает к
себе внимание комбинированное использование
искусственных (в виде спреев препаратов
дцРНК) и природных механизмов регулирования
численности популяции вредителей с помощью
естественных “контролеров”, в качестве которых
перспективными являются эндофитные бакте-
рии Bt. В аспекте указанного выше природного
явления РНК-интерференции использование Bt
в качестве системы экспрессии биоконтроля
дцРНК находится пока в зачаточном состоянии
по сравнению с другими хорошо зарекомендовав-
шими себя технологиями, и требует дальнейших
исследований возможности его применения для
защиты растений от вредных насекомых, так как в
обозримом будущем появятся активные генно-ин-
женерные микроорганизмы для генерации целевых
дцРНК и недорогие очищенные препараты этих
молекул, что приведет к более экологичному
сельскому хозяйству без химических пестицидов.

Работа выполнена по теме государственного
задания № АААА-А16-116020350027-7.
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One of the urgent problems of plant protection from pests and diseases is the creation of environmentally safe
biocontrol agents, the use of which would not be accompanied by an increase of the resistance of insect pests.
Microorganisms have great potential in this regard. The most promising group are endophytes, which inhabit
the internal tissues of plants and participate in formation of the phenotype of plant organisms. Bacteria of the
genus Bacillus are of particular interest due to their wide distribution in the nature, the safety of many species
for humans, and the relative ease with which biocontrol means based on Bacillus sp. could be obtained. The
review considers the properties and activity of B. thuringiensis as follows: endophytic, insecticidal, antibiotic
activity, production of growth regulators and mobilization of plant nutrients, resistance induction, as well as
the possibility of constructing new strains using genetic engineering methods.
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Исследованы потенциально коррозионно-активные микроорганизмы, выделенные с конструкци-
онных материалов с признаками биообрастаний на побережье Кислой губы (Баренцево море, Рос-
сия): сульфатредуцирующие, железоокисляющие и сероокисляющие бактерии. По результатам
определения нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК идентифицированы культуры
сульфатредуцирующих бактерий (Desulfovibrio sp., Halodesulfovibrio sp.), сероокисляющих бактерий
(Dietzia sp.) и железоокисляющих бактерий (Pseudomonas fluorescens, Bacillus sp.). Методами сканиру-
ющей электронной микроскопии, энергодисперсионного микроанализа химического состава и
рентгенофазового анализа выявлены значительные изменения структуры и химического состава
поверхностного слоя образцов стальной арматуры, экспонированных в течение 28 сут в присут-
ствии выделенных культур микроорганизмов, что свидетельствовало об их активном участии в био-
коррозионных процессах. Показано, что образование аналогов минералов в продуктах коррозии за-
висит от штаммов указанных бактерий и, очевидно, связано с особенностями их метаболизма. Наиболь-
шую активность в развитии коррозионных процессов проявили сульфатредуцирующие бактерии,
выделенные из литоральной зоны Баренцева моря.

Ключевые слова: сульфатредуцирующие бактерии (СРБ), сероокисляющие бактерии, железобакте-
рии, Баренцево море, конструкционные материалы, биокоррозия, сканирующая электронная мик-
роскопия (СЭМ), рентгенофазовый анализ (РФА)
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Коррозионное разрушение различных строи-
тельных и конструкционных материалов может
быть вызвано не только воздействием физико-
химических факторов внешней среды, такими,
как перепады температуры, атмосферные осадки,
повышенная влажность, ветровая эрозия, изме-
нения pH и концентрации кислорода, реакции с
химически активными соединениями, но и раз-
витием микроорганизмов. Биокоррозии подвер-
жены практически все материалы, в том числе бе-
тон, кирпич, металлы и их сплавы, древесина и

даже полимеры [1–4]. Особенно подвержены
биокоррозии гидротехнические и портовые со-
оружения, что приводит к снижению их прочно-
сти и долговечности, а также увеличивает расхо-
ды на их содержание и ремонт.

Существенный вклад в повреждения металли-
ческих и железобетонных конструкций вносят
микроорганизмы, которые проникают в их тол-
щу, а также размножаются на поверхности мате-
риалов, формируя биопленки и обрастания. Нали-
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чие биопленок непосредственно на поверхности
материала приводит к резкому изменению физико-
химических параметров приграничного слоя отно-
сительно водной фазы, что оказывает значитель-
ное влияние на кинетику коррозионных процес-
сов [5–9]. Биологические, физические и химиче-
ские процессы, приводящие к коррозии, очень
тесно взаимосвязаны.

В целом, механизмы повреждения конструк-
ционных материалов микроорганизмами можно
разделить на два типа: биофизические (механиче-
ское разрушение в результате развития микроор-
ганизмов непосредственно в материале) и биохи-
мические (воздействие метаболитов, выделяемых
клетками микроорганизмов, и использование са-
мого материала в качестве источника получения
энергии или химических элементов для роста и
развития микроорганизмов) [10, 11].

Биохимическое воздействие микроорганиз-
мов на конструкционные материалы, в свою оче-
редь, может происходить различными путями [2, 3,
10–12]: 1) путем непосредственного воздействия
химически активных и реакционноспособных про-
дуктов метаболизма микроорганизмов (H2S, NH3,
CO2, органические и неорганические кислоты и
т.д.) на металлы, бетоны и др.; 2) через образова-
ние органических продуктов, которые могут дей-
ствовать как деполяризаторы гальванической кор-
розии или катализаторы химических реакций,
приводящих к коррозии; 3) через коррозионные
реакции, являющиеся отдельной частью метабо-
лического цикла микроорганизмов.

Ключевыми группами микроорганизмов –
агентов биокоррозии являются сульфатредуциру-
ющие, железо- и марганец-окисляющие, серо-
окисляющие, нитрифицирующие и аммонифици-
рующие бактерии, а также микромицеты. Они
особенно активны в морских экосистемах, где со-
здаются благоприятные условия для формирова-
ния и жизнедеятельности микробных сообществ,
и потому скорость биокоррозионных процессов
достаточно высока [13]. В микрозонах поверх-
ностного слоя материалов, а именно, в трещинах,
порах, углублениях и кавернах происходит ад-
сорбция клеток микроорганизмов. На поверхно-
сти материалов образуются биопленки, которые
способствуют прикреплению клеток к субстрату.
Под биопленками могут создаваться анаэробные
условия, оптимальные для развития коррозионно-
активных сульфатредуцирующих бактерий [14, 15].
Как сами микробные клетки, использующие ком-
поненты материалов в качестве источника энергии,
донора или акцептора электронов, так и внеклеточ-
ные метаболиты микроорганизмов (неорганиче-
ские и органические кислоты, гликаны, сероводо-
род, аммиак и другие) оказывают серьезное воз-
действие на конструкционные материалы. Это
приводит к изменению не только визуальных при-

знаков проявления биоповреждений (обрастание
поверхности мицелием грибов или колониями
бактерий, появление каверн и трещин), но и к из-
менению физико-механических свойств, потере
прочности и других практически важных свойств
материалов [8].

Аэробную коррозию стальных и бетонных кон-
струкций, то есть идущую в присутствии достаточ-
ного количества кислорода, осуществляют, в ос-
новном, сероокисляющие, нитрифицирующие и
железоокисляющие бактерии [2, 5]. В результате
жизнедеятельности сероокисляющих и нитрифи-
цирующих бактерий в окружающей среде в каче-
стве агрессивных конечных продуктов их метабо-
лизма накапливаются, соответственно, серная и
азотная кислоты.

Сероокисляющие бактерии, играющие ключе-
вую роль в окислении неорганических восстанов-
ленных соединений серы (элементарная сера, суль-
фид, тиосульфат, сульфит, тритионат, тетратионат)
и выщелачивании металлов, широко распростра-
нены в морских и пресных водоемах, почвах, а
также в разрушающихся горных породах. Они яв-
ляются хемолитотрофами, среди них встречаются
и термофилы, обитающие в термальных водных
источниках вулканического происхождения. Из-
вестно, что скорость бактериального окисления
дисульфида железа (пирита) в кислой среде мно-
гократно выше скорости его химического окисле-
ния [16, 17]. В процессе бактериального окисле-
ния пирита протекает несколько химических ре-
акций, в результате которых образуется серная
кислота и резко снижается pH среды (вплоть до 1.0):
FeS2 + 3.5O2 + H2O → FeSO4 + H2SO4; 2FeSO4 +
+ 0.5O2 + H2SO4 → Fe2(SO4)3 + H2O; FeS2 +
+ Fe2(SO4)3 → 3FeSO4 + 2S0; S0 + H2O + 1.5O2 →
→ H2SO4. Необходимо отметить, что роль серо-
окисляющих бактерий в биокоррозионных процес-
сах сводится не только к образованию серной кис-
лоты. Например, Acidithiobacillus ferrooxidans окис-
ляет сульфат железа(II) до сульфата железа(III),
являющегося чрезвычайно агрессивным по отно-
шению к металлическим конструкциям окисли-
телем. Принимая электроны с поверхности желе-
за или стали, сульфат железа(III) восстанавливается
до сульфата железа(II), которое снова окисляется
клетками A. ferrooxidans. В условиях, благоприят-
ных для развития сероокисляющих бактерий, этот
процесс может идти постоянно, из-за чего суще-
ствует угроза быстрого разрушения металла [18].

Образование агрессивной для металлов кисло-
ты происходит также и в результате жизнедея-
тельности хемолитоавтотрофных нитрифициру-
ющих бактерий, обитающих в почве и природных
водах [19]. Процесс нитрификации приводит к
образованию азотной кислоты за счет двухста-
дийного процесса окисления аммиака, связанного
с получением энергии: NH3 + 1.5O2 → HNO2 + H2O;
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HNO2 + 0.5O2 → HNO3. Первую стадию нитри-
фикации осуществляют нитрозобактерии родов Ni-
trosomonas, Nitrosococcus и Nitrosospira, а вторую ста-
дию нитрификации обеспечивают нитробактерии
родов Nitrobacter, Nitrospira, Nitrococcus и Nitrospina.

Железобактерии очень широко распростране-
ны в природе, в том числе в пресных и морских
водоемах, и играют большую роль в круговороте
железа, образуя отложенные руды железа на дне
болот и морей. Эти аэробные микроорганизмы яв-
ляются хемотрофами, способными окислять двух-
валентное железо (Fe2+) до трехвалентного (Fe3+) в
реакции 4Fe(HCO3)2 + O2 + 2H2O → 4Fe(OH)3 +
+ 8CO2, используя освобождающуюся энергию на
усвоение углерода из углекислого газа или карбо-
натов. Участие железобактерий в коррозионных
процессах связывают, преимущественно, с фор-
мированием дифференцированно аэрируемых
ячеек на поверхности корродируемого материала
[20–22]. Сущность этого процесса состоит в сле-
дующем – железобактерии прочно закрепляются
на поверхности металла, образуя слизистые скоп-
ления. Участки металлоконструкций, не подверг-
шиеся колонизации железобактериями, аэрируют-
ся хорошо, но участки, покрытые минерализован-
ными охристыми отложениями за счет метаболизма
железобактерий, подвергаются воздействию кис-
лорода в меньшей степени. Соответственно, аэ-
рируемые участки поверхности имеют более вы-
сокий потенциал и выполняют роль катода, тогда
как менее аэрируемые участки функционируют
как анод. В анодной зоне железо растворяется и
начинается процесс коррозии. Кроме того, желе-
зобактерии могут синтезировать пероксид водо-
рода, являющийся сильным окислителем и ак-
тивным коррозионным агентом [20].

Сульфатредуцирующие бактерии (СРБ) – об-
лигатно анаэробные микроорганизмы. Основ-
ным конечным акцептором электронов для клеток
СРБ является сульфат, который восстанавливается
до сероводорода в процессе диссимиляционной
сульфатредукции (сульфатного дыхания). Многие
сульфатредукторы могут восстанавливать также
сульфиты, тиосульфаты и, реже, молекулярную
серу. Донорами электронов служат преимуще-
ственно низкомолекулярные органические соеди-
нения, которые образуются при анаэробном раз-
ложении биомассы, а также молекулярный водо-
род (4H2 +  + 2H+ → H2S + 4H2O) [23].

Сульфатредуцирующие микроорганизмы яв-
ляются филогенетически неоднородной группой,
наибольшее количество родов принадлежит классу
Deltaproteobacteria типа Proteobacteria, также много
СРБ обнаружено в типе Firmicutes. Существуют по
меньшей мере три рода сульфатредуцирующих ар-
хей. СРБ, в особенности представители родов De-
sulfovibrio и Desulfotomaculum, очень широко рас-
пространены в различных анаэробных экосисте-

−2
4SO

мах, например, в морских донных осадках и илах
сточных вод, являясь важным звеном в биогеохи-
мическом цикле серы [24].

Механизмы анаэробной коррозии железа, ста-
ли и алюминия в присутствии СРБ заключаются
как в прямом взаимодействии образуемого ими
сероводорода с металлами, так и в катодной депо-
ляризации участков поверхности корродирующе-
го металла за счет потребления СРБ молекуляр-
ного водорода в приэлектродном слое и форми-
рования дополнительных гальванических пар
неравномерно растущими биопленками и отложе-
ниями сульфидов, образующихся в результате взаи-
модействия ионов металла с сульфид-ионами – ко-
нечным продуктом бактериального восстановления
сульфатов. Такие процессы часто ведут к стрессо-
вой коррозии за счет растрескивания металла из-
за проникновения водорода, образующегося в ка-
тодной зоне [25–28].

То есть СРБ используют биопленку, обога-
щенную сульфидами, как катод, осуществляя ка-
тодную деполяризацию с использованием водоро-
да, слой которого в кислой среде защищает металл
от коррозии, для последующего восстановления
сульфатов. Водород утилизируется клеточными
трансмембранными гидрогеназными комплекса-
ми, что приводит к ускорению коррозии железа.
Коррозионное разрушение за счет этих электро-
химических реакций происходит на металле (ано-
де), и оно идет в десятки раз более интенсивно,
чем просто химическая сероводородная коррозия.
В целом, масштабы анаэробной коррозии, вызыва-
емой СРБ, огромны, ущерб от нее в мире превы-
шает несколько миллиардов долларов в год [7].

Известны микробиоценозы из железоокисля-
ющих и сульфатредуцирующих бактерий, ускоря-
ющие коррозию стальных труб [29]. Описаны также
сообщества из мицелиальных грибов, бактерий ро-
да Pseudomonas (представители которого характе-
ризуются чрезвычайной лабильностью метаболиз-
ма) и СРБ, корродирующие алюминиевые и сталь-
ные конструкции [30, 31].

В связи с вышеизложенным крайне актуаль-
ными вопросами являются выявление, идентифи-
кация и изучение коррозионно-активных микро-
организмов с целью специфического подбора и
разработки эффективных средств для защиты
различных конструкционных материалов от мик-
робной коррозии, на долю которой, по некото-
рым оценкам, приходится свыше 20% от всех кор-
розионных повреждений [5]. Особый практиче-
ский интерес представляет изучение процессов
биокоррозии различных конструкционных мате-
риалов в суровом морском климате арктических
широт, где сейчас активно развивается экономиче-
ская деятельность. Важными объектами, подверга-
ющимися процессам биоповреждений, являются
портовые сооружения, морские суда, платформы
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по добыче полезных ископаемых на шельфе, тру-
бопроводы, гидротехнические сооружения и др.

Цель исследования – изучение коррозионной
активности сульфатредуцирующих, сероокисля-
ющих и железоокисляющих бактерий, выделен-
ных в чистые культуры из обрастаний конструк-
ционных материалов, которые были экспониро-
ваны на климатических испытательных стендах в
прибрежной зоне Баренцева моря в районе Кис-
лой губы (Мурманская область, Россия), в отно-
шении конструкционной стали.

МЕТОДИКА

Исследуемые материалы. Образцы конструк-
ционных материалов (стальная арматура, а также
бетон и дерево), применяющихся в гидротехниче-
ском строительстве, экспонировали на испыта-
тельных стендах в натурных условиях в лито-
ральной и атмосферной зонах Баренцева моря в
районе Кислогубской приливной электростан-
ции (Мурманская область, Россия) с марта по сен-
тябрь 2020 г. Описание образцов представлено в
табл. 1. Литоральный стенд с прикрепленными к
нему образцами материалов подвергался перио-
дическому затоплению морской водой и осуше-
нию, что было связано с приливно-отливными
ритмами, а атмосферный стенд с теми же матери-
алами располагался на суше в непосредственной
близости к береговой линии. Следует отметить,
что прибрежная зона Кислой губы Баренцева мо-
ря – интересный и уникальный арктический био-
топ, а микробиологические исследования прово-
дились здесь впервые.

Культивирование коррозионно-активных мик-
роорганизмов. Для получения накопительных и
чистых культур коррозионно-активных микроор-
ганизмов использовали селективные питатель-
ные среды, в которые помещали соскобы обрас-
таний с образцов соответствующих конструкцион-
ных материалов после их снятия с испытательных
стендов.

Для органотрофных железоокисляющих бак-
терий использовали питательную среду Захаро-
вой [32], г/л: FeSO4 · 7 H2O – 5.9; (NH4)2SO4 – 0.5;
NaNO3 – 0.5; K2HPO4 – 0.5; MgSO4 · 7 H2O – 0.5;
лимонная кислота – 10.0; сахароза – 2.0; триптон –
1.0; рН 6.5–6.8.

Для сульфатредуцирующих бактерий (СРБ)
использовали питательную среду Видделя для мор-
ских форм СРБ [33], г/л: Na2SO4 – 4.0; KH2PO4 –
0.2; NH4Cl – 0.25; NaCl – 13.5; MgCl2 · 6 H2O – 0.4;
KCl – 0.5; CaCl2 · 2 H2O – 0.1; витамины по Вид-
делю – 1.0 мл; микроэлементы SL-10 – 1.0 мл; 0.2 M
фосфатный буферный раствор (pH 7.2) – 1 мл;
лактат Na (50%-ный раствор) – 5.0 мл; ацетат Na
(2 М) – 10.0 мл; дрожжевой экстракт (5%-ный
раствор) – 10.0 мл; NaHCO3 (10%-ный раствор) –
10.0 мл; Na2S · 9 H2O (5%-ный раствор) – 10.0 мл;
FeSO4 · 7 H2O (5%-ный раствор) – 0.5 мл; pH 7.4.
Приготовление питательных сред для культиви-
рования СРБ проводили в строго анаэробных усло-
виях в соответствии с модифицированной техни-
кой Хангейта [34]. Кислород из питательных сред
удаляли с помощью вакуумной установки дегаза-
ции, замещая его инертным газом аргоном.

Для сероокисляющих бактерий использова-
ли питательную среду Бейеринка [35], г/л:

Таблица 1. Образцы конструкционных материалов, размещенных на испытательных стендах в прибрежной зоне
Кислой губы (Баренцево море)

Примечание: А – атмосферная зона, Л – литоральная зона 
* Защитное покрытие на основе четвертичных аммониевых соединений предложено для испытаний Институтом химии си-
ликатов им. И.В. Гребенщикова РАН.

Маркировка образца Описание образца

1А Бетон. Кубики. Грань 10 см
2А Дерево. Кубики без защитного покрытия. Грань 10 см
3А Дерево. Кубики с защитным покрытием*. Грань 10 см
4А Стальная арматура ∅ 10 мм
5А Стальная арматура ∅ 16 мм
6А Стальная арматура ∅ 16 мм с защитным покрытием
7Л Бетон. Кубики. Грань 10 см.
8Л Дерево. Кубики без защитного покрытия. Грань 10 см
9Л Дерево. Кубики с защитным покрытием*. Грань 10 см
10Л Стальная арматура ∅ 10 мм
11Л Стальная арматура ∅ 16 мм
12Л Стальная арматура ∅ 16 мм с защитным покрытием*
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Na2S2O3 · 5 H2O – 5.0; NH4Cl – 0.1; NaHCO3 – 1.0;
Na2HPO4 · 12 Н2О – 0.2; FeSO4 · 7 H2О – 0.01; рН 9.2.

Нитрифицирующие бактерии выращивали
на питательной среде Виноградского [36], г/л:
(NH4)2SO4 – 2.0; K2HPO4 · 12 H2O – 1.0; MgSO4 –
0.5; FeSO4 · 7 H2O – 0.01; NaCl – 2.0; CaСО3 – 1.0;
рН 7.5.

Для приготовления плотных питательных сред
добавляли агар в количестве 2%. Среды стерили-
зовали в автоклаве при давлении Ризб. = 5.05 × 104 Па
в течение 30 мин.

Выделение чистых культур осуществляли ме-
тодом предельных разведений (в диапазоне раз-
ведений от 10–1 до 10–10) с отбором выросших ко-
лоний на агаризованных питательных средах и
многократными пересевами. Доминирующая в
микробных сообществах прибрежных вод Кис-
лой губы бактерия Pseudomonas fluorescens штамм
CCM 2115 была депонирована в Ведомственную
коллекцию полезных микроорганизмов сельско-
хозяйственного назначения (ВКСМ) под реги-
страционным номером RCAM05389 как рекомен-
дованная в качестве тест-культуры коррозионно-
активных микроорганизмов.

Культивирование анаэробных микроорганиз-
мов проводили в герметично закрытых пробирках
Хангейта с жидкой или агаризованной питатель-
ной средой, пересевы осуществляли с помощью
стерильных шприцев, инкубировали культуры
при температуре 23–25°С в темноте в течение 3–
25 сут. Рост сульфатредуцирующих бактерий с ис-
пользованием различных доноров электронов
оценивали на жидкой питательной среде Видделя
для морских форм СРБ с сульфатом в качестве ак-
цептора электронов, заменяя лактат на исследуе-
мый субстрат. Все используемые субстраты готови-
ли в виде концентрированных растворов и стерили-
зовали автоклавированием при Ризб. = 5.05 × 104 Па
в течение 30 мин.

Изучение физиолого-биохимических свойств чи-
стых культур микроорганизмов. Микроскопирова-
ние после окрашивания фуксином и по Граму
осуществляли с использованием светового мик-
роскопа ЛОМО Микмед-1 (Россия) при увеличе-
нии 400× и 900×.

Рост чистых культур СРБ оценивали по увели-
чению оптической плотности при λ 575 нм, кон-
центрацию сероводорода измеряли колоримет-
рическим методом с N,N-диметил-п-фениленди-
амином и железоаммонийными квасцами [37].
Отношение к кислороду определяли методом укола
в столбики соответствующей агаризованной пи-
тательной среды. Для определения влияния тем-
пературы на рост бактерии культивировали на
плотных и в жидких питательных средах в темпе-
ратурном диапазоне 4–57°С. Для изучения влия-
ния рН среды на рост бактерии культивировали в

диапазоне рН 3.5–10.5 с шагом 0.5 при оптималь-
ной для их роста температуре. Для определения
галофильности культивирование проводили в
пробирках с соответствующей жидкой питатель-
ной средой, содержащей NaCl и MgCl2, в диапа-
зоне концентраций 0–10% с шагом 0.25%.

Выделение ДНК и идентификация культур мик-
роорганизмов по гену 16S рРНК. Для выделения
тотальной ДНК из биомассы микроорганизмов
использовали набор Genomic DNA Purification Kit
(“Thermo Fisher Scientific”, США), следуя инструк-
циям производителя. Секвенирование ПЦР-фраг-
ментов гена 16S рРНК для таксономической
идентификации выделенных чистых культур про-
водили в компании “Бигль” (Россия) и в ЦКП
“Биоинженерия” ФИЦ Биотехнологии РАН по
методу Сэнгера с помощью набора реактивов Big-
Dye Terminator v. 3.1 (“Applied Biosystems”, США)
на генетическом анализаторе ABI PRIZM 3730
(“Applied Biosystems”, США). Для секвенирова-
ния использовали праймеры 341f и 805r (на V3–V4
регион гена 16S рРНК), а также праймеры 11f и
1492r (на V1–V9 регион гена 16S рРНК), чтение
проводили в перекрывающихся направлениях
[38, 39]. Первичный анализ сходства нуклеотидных
последовательностей фрагментов гена 16S рРНК
изучаемых штаммов проводили с помощью про-
граммного пакета BLASTN [40] и RDP Classifier
[41]. Полученные нуклеотидные последователь-
ности фрагментов гена 16S рРНК выделенных
чистых культур бактерий депонированы в Gen-
Bank под номерами OM416237 – OM416243.

Анализ физико-химических свойств стали, под-
вергнутой биокоррозии. Жидкие питательные сре-
ды разливали в бактериологические пробирки и
анаэробные пробирки Хангейта (в случае СРБ) по
10 мл в каждую. В пробирки с питательной средой
вносили стерильные бруски стальной арматуры
(ГОСТ 5781-82) длиной 2–3 см и диаметром 0.5 см.
Стерилизацию брусков проводили в автоклаве при
давлении Ризб. = 10.1 × 104 Па в течение 60 мин. За-
тем в пробирки с соответствующей питательной
средой и стальными брусками вносили суспен-
зию соответствующей чистой культуры микроор-
ганизмов в концентрации 108 кл./мл по 1 мл в каж-
дую пробирку (кроме контрольных). Контрольные
пробирки не содержали клеток бактерий. Инкуби-
рование культур в пробирках проводили при тем-
пературе 14 и 28°С в течение 4 нед.

После месяца инкубирования брусков армату-
ры (ГОСТ 5781–82) в пробирках с выделенными из
прибрежной зоны Баренцева моря чистыми культу-
рами потенциально коррозионно-активных мик-
роорганизмов проводили анализ физико-хими-
ческих изменений материала с использованием
комплекса аналитических методов. Первоначаль-
но образцы корродирующей стальной арматуры
исследовали с применением цифрового оптиче-
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ского стереомикроскопа Leica M250C (“Leica Mi-
crosystems”, Германия), интегрированного с циф-
ровой камерой Leica DFC290 для захвата изображе-
ния. При этом были выбраны участки поверхности
с признаками заметных изменений, которые в
дальнейшем анализировали методом сканирую-
щей электронной микроскопии. Эти исследова-
ния были выполнены с использованием настоль-
ного растрового сканирующего электронного
микроскопа TM 3000 (“Hitachi”, Япония), осна-
щенного приставкой энергодисперсионного мик-
роанализа Oxford, в ресурсном центре “Микроско-
пия и микроанализ” Санкт-Петербургского госу-
дарственного университета (Россия).

Для определения качественного фазового со-
става образцов был использован порошковый ди-
фрактометр D2 Phaser (“Bruker”, Германия) с ко-
бальтовым анодом. Рентгенограммы получали при
комнатной температуре в интервале 2θ = 5–70°.
Фазовый анализ проводили с помощью базы дан-
ных PDF-2 (ICDD, США).

Все микробиологические, биохимические и
аналитические эксперименты осуществляли в
трех независимых повторностях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Получение и идентификация чистых культур кор-

розионно-активных микроорганизмов. Развитие вы-
деленных накопительных культур потенциально
коррозионно-активных микроорганизмов на соот-
ветствующих питательных средах оценивали визу-
ально и спектрофотометрически (λ 575 нм) на 3 и
7 сут культивирования. На 3 сут культивирования
в накопительных культурах, полученных из со-
скобов обрастаний с конструкционных материалов,
расположенных на стенде в литоральной зоне,
наблюдали рост аммонифицирующих микроор-
ганизмов. Также на 3 сут наблюдали рост желе-
зоокисляющих микроорганизмов в накопительных
культурах, полученных из соскобов биопленок с
исследуемых конструкционных материалов, рас-
положенных в атмосферной зоне. Рост сероокис-
ляющих, сульфатредуцирующих и нитрифициру-
ющих микроорганизмов на 3 сут культивирования
отсутствовал. На 7 сут культивирования наблюдали
рост всех исследуемых групп аэробных микроор-
ганизмов, наиболее интенсивный – при высеве
из образцов, экспонированных в атмосферной
зоне. Следует отметить, что рост сероокисляю-
щих бактерий, выделенных из обрастаний арма-
туры с защитным покрытием, был слабее в атмо-
сферной зоне, но активнее – в литоральной. Актив-
но растущие железоокисляющие гетеротрофные
микроорганизмы выделялись, в основном, из ат-
мосферной зоны. При этом наиболее интенсив-
ный их рост наблюдали при высеве из обрастаний
стальной арматуры. Культуры железоокисляю-
щих бактерий из обрастаний образцов как с за-

щитным покрытием, так и без него, экспониро-
ванных в атмосферной зоне, показывали лучший
рост по сравнению с культурами из литоральной
зоны. Отсутствовал рост железобактерий только
при посеве соскобов с бетона из литоральной зо-
ны. Накопительные культуры анаэробных СРБ
на 7 сут показывали рост и образование сероводо-
рода только с образцов соскобов обрастаний бе-
тона и стальной арматуры, экспонированных в
литоральной зоне. При этом защитное покрытие
на стальной арматуре не способствовало ингиби-
рованию роста СРБ.

Для получения чистых культур бактерий и по-
следующей их идентификации по гену, кодирую-
щему 16S рРНК, были отобраны накопительные
культуры сульфатредуцирующих, железоокисля-
ющих и сероокисляющих бактерий, выделенных
с соскобов обрастаний на образцах бетона, дерева
и стальной арматуры, экспонированных в атмо-
сферной и литоральной зонах.

По результатам секвенирования ПЦР-фраг-
ментов гена 16S рРНК полученные чистые куль-
туры бактерий были идентифицированы следую-
щим образом: сульфатредуцирующие из литораль-
ной зоны – Desulfovibrio sp. 7Л (96.16% сходства c
Desulfovibrio vulgaris DP4), Halodesulfovibrio sp. 10Л
(99.6% сходства c Halodesulfovibrio sp. MK-HDV);
железоокисляющие из атмосферной зоны –
Rhodococcus sp. 1A (94.19% сходства c Rhodococ-
cus sp. PDD-25b-12), Micrococcus sp. 3A (96.89%
сходства c Micrococcus luteus U2 ecto 7), Bacillus sp. 4A
(97.57% сходства c Bacillus velezensis PM19) и Pseu-
domonas fluorescens (99.8% сходства c Pseudomo-
nas sp. ADAK22), из литоральной зоны – Acineto-
bacter sp. 11Л (95.72% сходства с Acinetobacter john-
sonii NF114); сероокисляющие из атмосферной
зоны – Paracoccus sp. 1A (93.53% сходства c Paracoc-
cus sp. 49B05), из литоральной зоны – Dietzia sp. 12Л
(96.41% сходства с Dietzia sp. J4S9).

Микробиологические и физиолого-биохимиче-
ские свойства выделенных коррозионно-активных
микроорганизмов. Проведенный нами молекуляр-
ный анализ филогенетического состава сооб-
ществ микроорганизмов в пробах воды, отобран-
ных на литорали Кислой губы Баренцева моря,
показал, что до 20% от всех бактерий, ассоцииро-
ванных с частичками взвеси, приходилось на
представителей рода Pseudomonas [11]. Культура
Pseudomonas fluorescens CCM 2115 на агаризован-
ной питательной среде Захаровой для железо-
окисляющих бактерий образовывала маслянистые
колонии кремового цвета с гладкой поверхностью и
каплевидным профилем. Клетки представляли со-
бой слегка изогнутые подвижные палочки с округ-
лыми концами, часто располагались в цепочках
по 2–4 клетки. Грамотрицательные, но в старых
культурах клетки могли окрашиваться как грампо-
ложительные. Pseudomonas fluorescens ССM 2115 –
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аэробная хемоорганогетеротрофная бактерия. Оп-
тимальная температура роста 28–29°С, медленно
растет при 4°С, не растет при 45°С. Оптимальный
диапазон рН для роста – 5.5–8.5; наблюдали так-
же замедленный рост при рН 9.5–10.5, поэтому этот
микроорганизм можно отнести к щелочеустойчи-
вым нейтрофилам с оптимумом рН 6.5. Был отме-
чен рост на питательной среде Захаровой с кон-
центрацией NaCl от 0 до 5%, при большей кон-
центрации NaCl (от 6 до 10%) рост отсутствовал.

Бактерии Bacillus sp. на агаризованной пита-
тельной среде Захаровой для железоокисляющих
бактерий образовывали белые матовые колонии.
Клетки имели форму палочек с закругленными
концами, часто формировали парные сочетания.
Эти грамположительные бактерии, образующие
овальные эндоспоры, были отнесены к мезофиль-
ным (оптимальная температура для роста 28°С), фа-
культативно анаэробным микроорганизмам.

Культура сероокисляющих бактерий Dietzia sp.
на агаризованной питательной среде Бейеринка
образовывала прозрачные, точечные колонии.
Клетки очень мелкие (преимущественно парные
кокки, также встречались и одиночные кокки),
окрашивались по Граму положительно, оптимум
pH для роста 7.0–8.0. Это аэробные, психротоле-
рантные мезофилы (температурный оптимум для
роста 28°С, наблюдался слабый рост при 4°С).
При росте данной культуры на жидкой питатель-
ной среде Бейеринка для сероокисляющих бакте-
рий, содержащей тиосульфат, в ходе микроско-
пирования отмечались отложения молекулярной
серы (как промежуточного продукта окисления
тиосульфата) вне клеток и снижение pH среды за
счет образования сульфатов.

Температурный оптимум роста для сульфатре-
дуцирующих бактерий Desulfovibrio sp. и Halode-
sulfovibrio sp. составил 25–30°С. При этом Desulfo-
vibrio sp. являлся мезофилом, а Halodesulfovibrio sp.
мог быть отнесен к психротолерантным мезофи-
лам (наблюдали замедленный рост при 4°С). Об-
лигатные анаэробы. Выделенные в чистые куль-
туры Desulfovibrio sp. и Halodesulfovibrio sp. были
способны активно расти с образованием H2S при
pH от 6.0 до 8.5; оптимальное значение pH для ро-
ста обеих сульфатредуцирующих бактерий – 7.5
(нейтрофилы). Установлено, что изменение кон-
центрации NaСl и MgCl2 в составе питательной
среды в диапазоне 0–2.5% практически не влияло
на рост и образование сероводорода культурами
Desulfovibrio sp. Однако культура Halodesulfovibrio
sp. резко снижала скорость роста при концентра-
ции NaCl ≤ 0.5%, а наилучший рост и образова-
ние сероводорода наблюдали при концентрации
NaCl, равной 3%, то есть это галотолерантная
бактерия. При изучении способности Desulfovibrio
sp. и Halodesulfovibrio sp. использовать различные
доноры электронов было показано, что обе куль-

туры хорошо росли и образовывали сероводород
на лактате, пирувате, формиате и глицероле в ка-
честве донора электронов. Бактерии Halodesulfo-
vibrio sp. проявляли способность к использованию
более широкого спектра доноров электронов, в
частности, серина, хлорида холина и бензоата
(табл. 2).

Desulfovibrio sp. и Halodesulfovibrio sp. на агари-
зованных питательных средах Видделя для мор-
ских форм СРБ и Постгейта С в строго анаэроб-
ных условиях образовывали на 5–7 сут культивиро-
вания ярко выраженные черные (из-за осаждения
FeS) круглые колонии диаметром 1–2 мм. Клетки
подвижные, неспорообразующие, вибрион-по-
добные, изогнутые палочки размерами 0.5–1.0 ×
× 3.0–5.0 мкм, грамотрицательные, каталазопо-
ложительные.

Биокоррозия стальной арматуры с участием вы-
деленных в чистые культуры микроорганизмов. Для
эксперимента с биокоррозией брусков арматуры
(ГОСТ 5781–82) были изначально взяты 7 культур
железоокисляющих бактерий (выделенных из об-
разцов 1А, 3А, 4А, 11Л и 12Л), 2 культуры сероокис-
ляющих бактерий (выделенных из образцов 1А и
12Л) и 2 культуры сульфатредуцирующих бакте-
рий (выделенных из образцов 7Л и 10Л). Контро-
лем служили бруски арматуры, помещенные в со-
ответствующие стерильные питательные среды,
не засеянные микроорганизмами.

На 6 сут культивирования при температуре
28°С был отмечен рост Pseudomonas fluorescens и
культуры бактерий Bacillus sp., выделенной из об-
разца 4А. При этом визуально наблюдалось рас-
слоение: вокруг бруска арматуры культуральная
жидкость была прозрачная, затем шла полоса ко-

Таблица 2. Рост сульфатредуцирующих бактерий, вы-
деленных в чистые культуры из литоральной зоны
Кислой губы Баренцева моря, при использовании раз-
личных доноров электронов

Примечание: (+) – наличие роста; (–) – отсутствие роста.

Донор электронов 
(мМ) Desulfovibrio sp. Halodesulfovibrio sp.

Формиат (10) + +
Ацетат (10) − +
Пропионат (15) − −
Бутират (10) − −
Лактат (20) + +
Пируват (20) + +
Малат (10) − +
Фумарат (10) + −
Глицерол (10) + +
Серин (10) − +
Хлорид холина (5) − +
Бензоат (1) − +
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ричневого цвета (по всей видимости, состоящая
из оксидов железа) и вверху – светло-зеленая
культуральная жидкость. На 13 сут культивирова-
ния рост наблюдали во всех пробирках, отмеча-
лось потемнение и помутнение питательной сре-
ды Захаровой для железоокисляющих бактерий.
На 18 сут культивирования питательная среда в
пробирках с железобактериями еще сильнее по-
темнела, особенно при температуре 28°С.

В пробирках с сероокисляющими бактериями
на 13 сут культивирования наблюдали лишь лег-
кое помутнение питательной среды Бейеринка.
При температуре 28°С был более интенсивный
рост всех выделенных чистых культур железо- и
сероокисляющих бактерий, чем при температуре
14°С. Через месяц культивирования питательная
среда в пробирках с культурами выделенных же-
лезобактерий, растущих при 28°С, стала черно-
коричневой, непрозрачной, прозрачная полоса
рядом с бруском арматуры исчезла. В культурах,
растущих при 14°С, питательная среда за месяц
лишь слегка потемнела, полоса рядом с бруском
арматуры сохранилась. В контрольных пробирках
с питательной средой Захаровой (исходно светло-
зеленого цвета) только через четыре недели наблю-
далось незначительное потемнение, что связано,
очевидно, с химическим окислением. В пробир-

ках с сероокисляющими бактериями изменения
цвета питательной среды Бейеринка в течение
всего процесса культивирования не наблюдали.

На 3 сут культивирования при температуре
28°С был отмечен хороший рост чистых культур
Desulfovibrio sp. и Halodesulfovibrio sp., выделенных
из литоральных образцов 7Л (бетон) и 10Л (сталь-
ная арматура) соответственно. При этом визуаль-
но в течение культивирования наблюдалось возрас-
тающее накопление в пробирках черного осадка
FeS, нерастворимого в воде и формирующегося
при взаимодействии железа с образуемым бакте-
риями сероводородом (рис. 1). На 20 сут культи-
вирования питательная среда в пробирках с куль-
турами СРБ еще сильнее почернела, частицы
сульфида железа полностью покрыли густым сло-
ем бруски стальной арматуры.

Электронно-микроскопический и рентгенофазо-
вый анализ (РФА) биокоррозионных повреждений.
Для определения степени коррозионной активно-
сти бактерий из Баренцева моря в отношении арма-
турной стали (ГОСТ 5781-82) были взяты образцы
стальной арматуры после культивирования в тече-
ние 1 месяца с Bacillus sp. (из образца арматуры 4А,
атмосферная зона), Pseudomonas fluorescens (из об-
разца бетона 1А, атмосферная зона), Dietzia sp. (из
образца арматуры с защитным покрытием 12Л,
литоральная зона), Desulfovibrio sp. (из образца бе-
тона 7Л, литоральная зона) и Halodesulfovibrio sp.
(из образца арматуры 10Л, литоральная зона).

Как видно из рис. 2б, в присутствии аэробных
железоокисляющих бактерий P. fluorescens на
стальной арматуре в течение месяца появлялись ин-
тенсивные пятна ржаво-коричневого цвета (анало-
гичную картину наблюдали и для Bacillus sp.), в
отличие от контроля (рис. 2а). В случае сероокис-
ляющих бактерий ржавые зоны биокоррозии бы-
ли незначительными, мало отличавшимися от
контрольного варианта.

Под воздействием сульфатредуцирующих бак-
терий на стальной арматуре протекали активные
коррозионные процессы, приводившие к замет-
ным изменениям поверхностного слоя материа-
ла. Были отмечены существенные изменения по-
верхности в сравнении с контрольным вариантом
(рис. 2в), что проявлялось в отложении продуктов
биокоррозии на поверхности арматуры, а также в
образовании глубинных каверн (рис. 2г–2е). В
контроле было зафиксировано незначительное и
равномерное отложение продуктов коррозии арма-
туры, однако образования каверн не происходило.

С использованием сканирующей электронной
микроскопии (СЭМ) была изучена микроструктура
поверхности образцов арматуры (ГОСТ 5781–82),
находящихся в течение месяца в соответствую-
щих питательных средах (контроль) и в питатель-
ных средах, засеянных выделенными чистыми
культурами коррозионно-активных бактерий раз-

Рис. 1. Брусок стальной арматуры в питательной сре-
де Видделя, инокулированной Desulfovibrio sp., на
14 сут культивирования (а, б – при увеличении, виден
черный осадок нерастворимого в воде сульфида же-
леза FeS).

(а)

(б)
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личных физиологических групп (рис. 3). В образ-
цах арматуры, подвергнутых воздействию железо- и
сероокисляющих бактерий, а также в особенности
анаэробных сульфатредуцирующих бактерий, на
поверхности металла были хорошо заметны зна-
чительные биокоррозионные повреждения, в том
числе питтинги и каверны. На таких участках за-
фиксированы продукты коррозии различной мор-
фологии. Так, в варианте с культурой Dietzia sp.
отмечены ламеллярные кристаллические образо-

вания на поверхности стали (рис. 3б), которые от-
сутствовали в контроле (рис. 3а). В варианте с Bacil-
lus sp. зафиксировано образование призматических
кристаллов (рис. 3г), а в варианте с Pseudomonas flu-
orescens обнаружено формирование многочислен-
ных глобулярных структур (рис. 3д) на поврежден-
ной поверхности стали, которые также отсутство-
вали в контроле (рис. 3в).

СЭМ-анализ образцов показал, что поверхност-
ные биокоррозионные отложения на стальной ар-

Рис. 2. Арматура из конструкционной стали (ГОСТ 5781–82) после 28 сут экспозиции, вид под бинокуляром. В
питательной среде Захаровой: а – контроль; б – в присутствии культуры Pseudomonas fluorescens; в питательной среде
Видделя: в – контроль; г – в присутствии культуры Desulfovibrio sp.; коррозия под действием сульфатредуцирующих
бактерий: д – Desulfovibrio sp.; е – Halodesulfovibrio sp.
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матуре в вариантах с сульфатредуцирующими
бактериями также характеризовались формиро-
ванием кристаллических структур. При этом про-
явление коррозии стали существенно отличалось
от того, что наблюдали во всех вариантах с аэроб-
ными железо- и сероокисляющими бактериями.
При экспозиции брусков арматуры с обоими вы-
деленными штаммами СРБ образовывались ха-
рактерные каверны (рис. 3ж–3з), которые отсут-
ствовали в контроле (рис. 3е). Наиболее активное
формирование каверн на поверхности стальной
арматуры наблюдали в варианте с Desulfovibrio sp.

Ниже приведены суммарные результаты по ана-
лизу химических элементов, идентифицированных
на поверхности образцов стальной арматуры после
28 сут экспозиции (спектральный энергодисперси-
онный микроанализ 3–6 точек зондирования).

В контроле с питательной средой Захаровой
для железоокисляющих бактерий (атомный про-
цент, ат. %): С (9.844), Fe (35.233), O (54.923).

В образце с культурой железоокисляющей бак-
терии Bacillus sp. (ат. %): P (0.045), S (0.133), Mn
(0.159), Al (0.187), Si (0.459), Na (0.474), Ca (3.738),
С (10.423), Fe (28.847), O (55.535).

В образце с культурой железоокисляющей бак-
терии Pseudomonas fluorescens (ат. %): S (0.089), P
(0.098), Mn (0.176), Al (0.354), Si (1.052), Na (1.572),
C (12.530), Fe (27.479), O (56.650) – рис. 4а.

В контроле с питательной средой Бейеринка
для сероокисляющих бактерий (ат. %): S (0.117), Si
(0.282), Na (0.316), Mn (0.352), Ca (0.473), C
(10.610), Fe (32.366), O (55.484).

В образце с культурой сероокисляющей бакте-
рии Dietzia sp. (ат. %): Si (0.145), S (0.214), Mg
(0.488), Mn (0.776), Ca (3.192), C (12.091), Fe
(26.809), O (56.285).

В контроле с питательной средой Видделя для
морских сульфатредуцирующих бактерий (ат. %):
Cl (0.516), P (0.591), Si (1.864), Fe (32.482), O (64.547).

В образцах с культурами сульфатредуцирую-
щих бактерий (ат. %), для Desulfovibrio sp.: Cl
(0.110), P (0.220), Ca (0.524), Si (0.539), Na (1.686),
S (9.927), Fe (24.317), O (62.677); для Halodesulfo-
vibrio sp.: Si (0.726), Na (1.194), Ca (1.592), S (18.667),
Fe (27.411), O (50.410) – рис. 4б.

Состав химических элементов в нескольких точ-
ках исследованных образцов поверхности стальной
арматуры с кристаллическими структурами пока-
зал высокое содержание серы в образцах, экспо-
нировавшихся с чистыми культурами СРБ, что
отличалось от образцов с аэробными коррозион-
но-активными культурами железо- и сероокисля-
ющих бактерий, где содержание серы было не-
значительно. При этом в контрольном варианте
(питательная среда Видделя для морских форм
СРБ) сера выявлена не была.

При анализе рентгенограмм, полученных для
образцов стальной арматуры при культивирова-
нии с железо- и сероокисляющими бактериями,
дифракционные максимумы не обнаружены, об-
разцы оказались рентгеноаморфны. Этот резуль-
тат, несмотря на наличие в продуктах коррозии
кристаллических структур (по результатам скани-
рующей электронной микроскопии), может быть
связан с низким содержанием кристаллического
материала для определения методом рентгенофа-
зового анализа (РФА).

РФА продуктов биокоррозии арматуры из кон-
струкционной стали ГОСТ 5781–82 (рис. 5) проде-
монстрировал, что в присутствии выделенных
чистых культур СРБ родов Desulfovibrio и Halode-
sulfovibrio в результате коррозии стали образуется
фосфат железа Fe3(PO4)2 · 8 H2O (аналог минерала
вивианита), а также вследствие восстановления
серы до степени окисления 2 образуется сульфид
кальция CaS (аналог минерала ольдгамита). Кроме
того, в случае Halodesulfovibrio sp. на рентгенограмме
определяется сера, которая является продуктом
восстановления сульфат-ионов. На электронных
(СЭМ) микрофотографиях были отмечены кри-
сталлы различной морфологии – призматические
кристаллы вивианита и уплощенные пирами-
дальные кристаллы серы.

***
Таким образом, из образцов обрастаний раз-

личных конструкционных материалов (стальная
арматура, бетон, дерево), экспонированных в ли-
торальной и атмосферной зонах в районе Кислой
губы Баренцева моря, были получены накопитель-
ные и чистые культуры бактерий, относящихся к
ключевым группам коррозионно-активных микро-
организмов – железоокисляющим, сульфатредуци-
рующим, сероокисляющим, нитрифицирующим и
аммонифицирующим. По результатам определе-
ния нуклеотидных последовательностей фраг-
ментов генов 16S рРНК идентифицированы чи-
стые культуры железоокисляющих (Rhodococcus sp.,
Micrococcus sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp., Pseu-
domonas fluorescens), сульфатредуцирующих (De-
sulfovibrio sp., Halodesulfovibrio sp.) и сероокисляю-
щих (Paracoccus sp., Dietzia sp.) бактерий.

Отмечено проявление биокоррозии на образ-
цах арматуры (ГОСТ 5781-82), инокулированных
выделенными в чистые культуры железоокисля-
ющими (Pseudomonas fluorescens) и сульфатреду-
цирующими (Desulfovibrio sp., Halodesulfovibrio sp.)
бактериями, а также изменения структуры и ми-
нерального состава поверхностного слоя сталь-
ной арматуры, что показано с помощью сканиру-
ющей электронной микроскопии и РФА. Расши-
рено представление о проявлениях биокоррозии,
связанных с конкретными видами микроорга-
низмов. При этом наибольшую активность в раз-
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Рис. 3. Электронные (СЭМ) микрофотографии структуры поверхности стальной арматуры после 28 сут экспозиции.
В питательной среде Бейеринка: а – контроль; б – с культурой Dietzia sp.; в питательной среде Захаровой: в – контроль;
г – с культурой Bacillus sp.; д – с культурой Pseudomonas fluorescens; в питательной среде Видделя: е – контроль; ж – с куль-
турой Desulfovibrio sp.; з – с культурой Halodesulfovibrio sp.
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витии коррозионных процессов проявили суль-
фатредуцирующие бактерии, выделенные из ли-
торальной зоны Баренцева моря. Очевидно, что
их роль в сочетании с коррозионной активностью
морской воды способна заметно влиять на состо-
яние материалов и конструкций в прибрежной
зоне арктических морей.

Полученные результаты свидетельствуют об
активном участии бактерий различных физиоло-
гических групп, в особенности СРБ, в процессах
трансформации поверхностного слоя стальной
арматуры. Образование минеральных фаз в про-
дуктах коррозии зависит от штаммов указанных
бактерий и, очевидно, связано с особенностями
их метаболизма. Все выделенные в чистые куль-
туры из литоральной зоны Баренцева моря штаммы
могут быть отнесены к представителям коррозион-
но-активного микробного сообщества. Очевидно,
что биопленки, сформированные бактериями из
различных таксономических групп, могут также

играть ключевую роль для последующего разви-
тия на поверхности различных конструкционных
материалов макрообрастаний за счет создания
условий, способствующих их закреплению и даль-
нейшему развитию. Полученные данные важны для
понимания процессов биокоррозии сталей и желе-
зобетонов, применяемых в морском климате арк-
тических широт.

Авторы выражают благодарность техническо-
му директору Кислогубской ПЭС (АО “Ленин-
градская ГАЭС” ПАО “РусГидро”) М.М. Нурма-
гомедову за помощь в проведении натурных ис-
пытаний конструкционных материалов.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ
№ 19-17-00141 по теме “Современное минерало-
образование при участии микроорганизмов”, а
также в рамках государственного задания кафед-
ры микробиологии МГУ по теме “Физиология и
биохимия фототрофных и хемотрофных микро-
организмов” (ЦИТиС № 121032300094-7). Иссле-

Рис. 4. Спектры, полученные в ходе энергодисперсионного микроанализа химического состава поверхности стальной
арматуры после 28 сут экспозиции: а – в питательной среде Захаровой с культурой Pseudomonas fluorescens; в – в пита-
тельной среде Видделя с культурой Desulfovibrio sp. На а и в показаны точки, где были получены соответствующие
спектры (б, г).
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Potentially corrosive active microorganisms isolated from structural materials with signs of biofouling on the
coast of Kislaya Bay (Barents Sea, Russia) were studied: sulfate-reducing, iron-oxidizing and sulfur-oxidizing
bacteria. Cultures of sulfate-reducing bacteria (Desulfovibrio sp., Halodesulfovibrio sp.), sulfur-oxidizing bac-
teria (Dietzia sp.), and iron-oxidizing bacteria (Pseudomonas fluorescens, Bacillus sp.) were identified on the
basic of the determining the nucleotide sequences of the 16S rRNA gene. The methods of scanning electron
microscopy, energy dispersive microanalysis of the chemical composition and X-ray phase analysis revealed
significant changes in the structure and chemical composition of the surface layer of steel reinforcement sam-
ples exposed for 28 days in the presence of isolated microorganisms that demonstrated their active participa-
tion in corrosion processes. It has been shown that the formation of mineral analogues in corrosion products de-
pends on the strains of studied bacteria and peculiarities of their metabolism. Sulfate-reducing bacteria isolated
from the littoral zone of the Barents Sea showed the highest activity in the development of corrosion processes.

Keywords: sulfate-reducing bacteria (SRB), sulfur-oxidizing bacteria, iron bacteria, Barents Sea, structural
materials, biocorrosion, scanning electron microscopy (SEM), powder X-ray diffraction
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Из культуральной жидкости микромицета A. terreus 2 выделена внеклеточная протеиназа – актива-
тор прекалликреина плазмы крови человека, изучены физико-химические, кинетические и биохи-
мические свойства. Установлено, что внеклеточная протеиназа A. terreus 2 представляла собой серино-
вую гликозилированную протеиназу с изоэлектрической точкой 4.6, молекулярной массой ~37 кДа и
оптимумом рН для проявления активности 10.0 и температуры 37°С. По ряду свойств выделенная про-
теиназа сходна с протеиназой-активатором протеина С, синтезируемой микромицетом A. ochraceus L-1.

Ключевые слова: активаторы прекалликреина, протеиназы микромицетов, препаративное изоэлек-
трофокусирование, Aspergillus terreus
DOI: 10.31857/S0555109923040207, EDN: QZVABD

В последнее время микроскопические грибы
различных видов изучаются как продуценты про-
теолитических ферментов, способных воздейство-
вать на белки системы гемостаза человека, прояв-
ляющих как фибринолитическое, так и актива-
торное по отношению к факторам свертывания
крови действие [1–4]. Наиболее перспективными
микромицетами считаются представители рода
Aspergillus, некоторые протеиназы которых отли-
чаются выраженностью определенных типов ак-
тивности, оптимальными параметрами активно-
сти при физиологических показателях (рН 7–8,
37–40°С), относительной простотой очистки. Сре-
ди известных протеиназ аспергиллов известны ак-
тиваторы таких проферментов плазмы крови как
протеина С, фактора Х и прекалликреина [5–7].
Ввиду ключевой роли этих белков в формирова-
нии тромбов и регуляции этого процесса, разрабо-
таны тест-системы на основе протеиназ яда змей,
которые используются в диагностике этих белков
[8]. Протеиназы аспергиллов, активирующих
протеин С и фактор Х, активно изучаются [9, 10],
в то время как их свойства в качестве активаторов
прекалликреина еще не описаны. Одним из из-
вестных продуцентов таких протеиназ является
микромицет Aspergillus terreus 2 [11–13].

Для штаммов вида A. terreus известно образо-
вание протеиназ, различающихся по субстратной

специфичности и оптимумам рН-активности и
термоактивности [14–16].

Ранее были изучены условия глубинного куль-
тивирования микромицета A. terreus 2 для увели-
чения секреции протеиназ с плазминоподобной и
активирующей прекалликреин активностью. Наи-
большая секреция протеиназ достигалась при вы-
ращивании микромицета, а также было показана
их способность гидролизовать в равной степени
фибрин и фибриноген [13, 17].

Цель работы – выделение и изучение свойств
внеклеточной протеиназы микромицета A. terreus 2.

МЕТОДИКА
Объект исследования и условия культивирова-

ния. В работе использовали штамм микромицета
A. terreus 2, отобранный в результате предыдущей
работы в качестве продуцента протеиназ – актива-
торов прекалликреина плазмы крови человека [13].

Для получения посевного материала с поверх-
ности культуры микромицета, выращенной в про-
бирках на скошенном сусло-агаре в течение 7 сут
при 25°C, проводили смыв спор в качалочные кол-
бы емкостью 750 со 100 мл питательной среды с сус-
лом, глюкозой и пептоном [18]. Через 2 сут выра-
щивания в термостатированном шейкере инкуба-
торе (ES-20/80, “Biosan”, Латвия) при 28°С и 200

УДК 582.282.123.4:577.152.34
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об./мин, часть биомассы переносили в фермента-
ционную среду следующего состава (%): глюкоза –
3.0, глицерин – 7.0, гидролизат рыбной муки –
0.5, NaNO3 – 0.2, KH2PO4 – 0.05, MgSO4 – 0.05,
рН 5.5 [13]. Культивирование микромицета про-
должали при тех же условиях в течение 5 сут.

Выделение протеиназы – активатора прекалли-
креина. Протеиназу выделяли из 1 л фильтрата
культуральной жидкости (КЖ) осаждением бел-
ков сульфатом аммония при степени насыщения
0.8 на холоду в течение 12 ч, центрифугированием
полученного осадка и его последующим диали-
зом в диализных мешках против 0.0001 М Трис-
НСl-буфера, рН 8.2. Полученный после диализа
раствор лиофильно высушивали. Фракциониро-
вание белков полученного препарата осуществ-
ляли препаративным изоэлектрофокусированием
при 4°С в градиенте рН амфолинов 2.5–5.0 и гради-
енте плотности сахарозы 0–40% в колонке объемом
110 мл (“LKB”, Швеция) при напряжении 800 В в
течение 36 ч [11, 12]. Во фракциях, полученных с
колонки, определяли рН, поглощение при 280 нм
и протеолитическую активность. Чистоту протеи-
назы определяли с помощью электрофореза в
15%-ном ПААГ с Na-ДДС по методу Лэммли.

Для определения молекулярной массы фер-
мента использовали набор метчиков Unstained Pro-
tein Molecular Weight Marker (“Thermoscientific”,
США). Окрашивание геля осуществляли ацетат-
но-спиртовым раствором Кумасси бриллианто-
вого синего R-250. Для отмывки геля от красите-
ля использовали 7%-ную уксусную кислоту.

Определение белка. Концентрацию белка
определяли спектрофотометрически при 280 нм в
кювете с длиной пути в 1 см [19].

Определение активности протеиназы A. terreus 2.
Протеолитическую активность определяли по
расщеплению хромогенного пептидного субстрата
плазмина – Н-D-валил-L-лейцил-L-лизин-п-нит-
роанилида (H-D-Val-Leu-Lys-pNA), как описано
ранее [13]. Активаторную к прекалликреину ак-
тивность определяли по расщеплению хромогенно-
го пептидного субстрата H-D-пролил-L-фенилала-
нил-L-аргинин-п-нитроанилида (H-D-Pro-Phe-
Arg-pNA) после предварительной инкубации про-
бы с плазмой человека как писано в работе [13].

За 1 единицу активности (Е) принимали коли-
чество мкмоль п-нитроанилина, образующегося в
результате гидролиза в 1 мл пробы за 1 мин. Изме-
рение оптической плотности проводили при
405 нм на спектрофотометре Hitachi 200-20 (“Hi-
tachi”, Япония).

Выявление углеводного компонента протеиназы.
Углеводный компонент в составе выделенной про-
теиназы определяли с использованием периодной
кислоты и реактива Шиффа (фуксинсернистой
кислоты) методом дот-блоттинга на нитроцеллю-
лозных мембранах [20]. В качестве положитель-

ного контроля на реакцию использовали раствор
внеклеточной дрожжевой инвертазы, в качестве
отрицательного – БСА, в концентрациях 0.5 мг/мл.

Определение субстратной специфичности. Суб-
стратную специфичность протеиназы определяли
по гидролизу хромогенных пептидных субстратов –
пара-нитроаналидов, расщепляемых протеиназами
системы гемостаза: плазмина – H-D-Val-Leu-Lys-
pNA (S-2251), Xa фактора – Bz-Ile-Glu(γ-OR)-Gly-
Arg-pNA (S-2222) и Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA (S-2765),
урокиназы – pGlu-Gly-Arg-pNA (S-2444), тром-
бина – Tos-Gly-Pro-Arg-pNA (Chromozym TH) и
тканевого активатора плазминогена – H-D-Ile-
Pro-Arg-pNA (S-2288); а также хромогенные суб-
страты трипсина Bz-Arg-pNA, химотрипсина Ac-
Phe-pNA и субтилизина Z-Ala-Ala-Leu-pNA, ис-
пользовали субстраты с разным сочетанием ами-
нокислот в хромопептиде: Ac-Leu-Gly-Arg-pNA,
Z-Gly-Gly-Leu-pNА, pGlu-Ala-Ala-Phe-Leu-pNA,
Suc-Ala-Ala-Ala-pNA и Ac-Leu-Tyr-pNA. Реакции
с данными субстратами проводили по методике
определения активности как описано выше.

Изучение действия ингибиторов протеиназ.
Использовали ингибиторы: ЭДТА (1.1 мг/мл) и
о-фенантролин (0.5 мг/мл) – ингибиторы метал-
лопротеиназ; п-ХМБ (0.5 мг/мл) – ингибитор ци-
стеиновых протеиназ; PMSF (фенилметилсуль-
фонил фторид, 0.3 мг/мл) – ингибитор сериновых
протеиназ; TPCK (тозилфенилаланилхлорметил-
кетон, 0.4 мг/мл) – ингибитор химотрипсинопо-
добных протеиназ; TLCK (тозиллизинхлорметил-
кетон, 0.4 мг/мл) и соевый ингибитор трипсина
(1.1 мг/мл) – ингибиторы трипсиноподобных про-
теиназ. Действие ингибиторов исследовали в мо-
лярном соотношении фермент : ингибитор 1 : 10 и
1 : 100 [15]. Начальную и остаточную протеолитиче-
скую активности фермента определяли при 37°С
как описано выше после предынкубации фермента
с ингибитором в течение 60–120 мин при 25°С и вы-
ражали в процентах от контроля (без ингибитора).

Определение физико-химических свойств про-
теиназы. Кинетические параметры – максималь-
ную скорость реакции (Vmax), и константу Миха-
элиса (Km) определяли по гидролизу субстратов
плазмина и тромбина, которые использовали в
концентрациях 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 мг/мл соответ-
ственно. Кинетику реакции снимали в автомати-
ческом режиме при использовании компьютерного
обеспечения на спектрофотометре Cary 50 UV-Vis
(“Varian”, США). Зависимость скорости реакции
от концентрации субстратов строили в координа-
тах Лайнуивера – Берка.

рН-оптимум активности протеиназы опреде-
ляли в 0.4 М универсальном (натрий-ацетат-фос-
фат-боратном) буфере со значениями рН от 3.0 до
11.0. К 150 мкл буфера с соответствующим значе-
нием рН добавляли 100 мкл раствора фермента и
100 мкл раствора субстрата.
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Для определения рН-стабильности фермента
проводили инкубацию протеиназы в растворах
буфера с разными значениями рН при 37°С в те-
чение 2 ч, после чего определяли активность с
субстратом тромбина. Остаточную активность
выражали в % от исходной.

Температурный оптимум действия протеина-
зы определяли в 0.05 М Трис-HCl-буфере, рН 8.2
по тромбиноподобной активности при 25, 30, 37,
45, 55 и 65°С. Термостабильность фермента оце-
нивали после инкубации фермента при заданных
температурах в течение 2 ч и выражали в % от ис-
ходной .

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Протеиназу – активатор прекалликреина, об-
разуемую A. terreus 2, выделяли из культуральной
жидкости осаждением сульфатом аммония, затем с
помощью препаративного колоночного изоэлек-
трофокусирования. Фракции с наибольшей акти-
ваторной к прекалликреину и плазминоподобной
активностью имели pI 4.6–4.7 (рис. 1). Удельная ак-
тиваторная к прекалликреину активность выделен-
ной протеиназы составила 1.1 Е/мг белка × 10–3.

Для проверки гомогенности полученной бел-
ковой фракции с наибольшим значением целе-
вых активностей после изоэлектрофокусирова-
ния и установления молекулярной массы актив-
ного фермента использовали разделение белков с
помощью электрофореза в ПААГ с Na-ДДС по
методу Лэммли. Было установлено, что внекле-
точная протеиназа микромицета A. terreus 2 пред-
ставляла собой белок с молекулярной массой
около 37 кДа (рис. 2).

Выявление углеводного компонента у проте-
иназы-активатора прекалликреина, образуе-
мой A. terreus 2, показало, что фермент гликози-
лирован (рис. 3). Примечательно, что протеин-
аза-активатор другого профермента системы

гемостаза – протеина С, полученная при культи-
вировании A. ochraceus L-1 не была гликозилиро-
ванным белком [20].

Была изучена субстратная специфичность
внеклеточной протеазы A. terreus 2 с хромогенны-
ми пептидными субстратами. Из представленных
в табл. 1 данных видно, что выделенная протеи-
наза-активатор проявляла высокую протеолити-
ческую активность только с субстратами тромби-
на и плазмина. С остальными использованными
хромогенными субстратами наблюдались лишь
следовые активности, вне зависимости от амино-
кислотной последовательности в хромопептиде.
Замена аминокислот в положениях P1, Р2 и Р3 хро-
могенных пептидных субстратов не оказывала су-
щественного влияние на их расщепление (табл. 1).

Таким образом, на основе проведенного ана-
лиза субстратной специфичности, можно сделать
вывод, что протеиназа-активатор прекалликреи-
на, образуемая микромицетом A. terreus 2, имела
довольно широкую субстратную специфичность.
По-видимому, в результате процессинга, протеи-
наза проявляет автокаталитическую функцию,

Рис. 1. Изоэлектрофокусирование препарата внекле-
точных белков культуральной жидкости A. terreus 2.
1 – рН, 2 – активаторная к прекалликреину актив-
ность, 3 – белок.
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Лэммли) протеиназы – активатора прекалликреина,
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чем обусловлена ее способность к реакции огра-
ниченного протеолиза – активации прекаллекреи-
на – в участке полипептидной цепи, гомологичной
по аминокислотному составу, а экскретируясь, она
обеспечивает микромицет разнообразием амино-
кислот, расщепляя различные белковые субстраты.

Кинетические параметры выделенной протеи-
назы A. terreus 2 определяли в реакциях с хромо-
генными пептидными субстратами плазмина и
тромбина. Рассчитанное значения Km для субстрата
H-D-Val-Leu-Lys-pNA составило 3.17 ммоль/мл,
Vmax – 4.16 ммоль/мин × мл. Для субстрата Tos-
Gly-Pro-Arg-pNA значения Km и Vmax составили

2.91 ммоль/мл и 4.26 ммоль/мин × мл соответ-
ственно.

Значения Km и Vmax для протеиназ, образуемых
A. ochraceus L-1 и A. terreus 2 оказались близки.
Однако, судя по сравнению величин Km, скорость
реакции протеиназы A. ochraceus L-1 ниже по
сравнению с протеиназой-активатором из A. ter-
reus 2 [20, 21].

По результатам ингибиторного анализа было
сделано заключение о принадлежности протеина-
зы-активатора A. terreus 2 к классу сериновых проте-
аз. Ингибирование активности протеиназы-акти-
ватора PMSF в молярном соотношении фермент :
ингибитор 1 : 100 составило 86%. Остальные ис-
пользованные ингибиторы существенного влияния
на активность протеиназы не оказывали (табл. 2).

Изучение зависимости активности протеина-
зы – активатора прекалликреина A. terreus 2 от рН
показало, что наибольшее значение активности
приходилось на значение рН 10 (рис. 4). Из литера-
туры известно, что микромицеты вида A. terreus спо-
собны образовывать щелочные протеиназы, в том
числе, находящие применение в промышленности
в качестве компонентов моющих средств [14].

Кроме того, фермент при рН 10 был и наибо-
лее стабилен (рис. 4). После инкубации при этом
рН, протеиназа проявляла высокую тромбинопо-
добную активность, тогда как при рН 11 актив-
ность резко снижалась и составляла после выдер-
живания в течении 2 ч уже порядка 32% от макси-
мального. Также высокая активность протеиназы-
активатора сохранялась после инкубации в рас-
творе с рН 9 (76% от максимальной активности).

Была установлена оптимальная температура для
проявлении активности внеклеточной протеина-
зы A. terreus 2 – 37°С, однако протеиназа проявля-
ла активность в широком диапазоне температур:
от 25 до 55°С (рис. 5). Активность протеиназы при
65°С снижалась почти в 3 раза по сравнению с
максимальным значением активности при 37°С.
Эта характеристика протеиназы крайне важна,
так как максимум активности соответствовал фи-
зиологической температуре человеческого тела, что
может быть значимым при разработке диагностиче-
ского набора на прекалликреин плазмы крови чело-
века с использованием выделенной протеиназы.

Изучение термостабильности протеиназы, по-
казало, что она наиболее стабильна при инкуба-
ции при температуре 30°С. Несколько меньшие
значения активности протеаза показала при тем-
пературе 25°С. После длительной инкубации при
температуре от 37°С и выше протеиназа стреми-
тельно теряла активность (рис. 4).

Выделенная протеиназа-активатор, образуемая
A. terreus 2 по ряду свойств, таких как значение pI,
гликозилирование и активация прекалликреина,
отличалась от близкой протеиназы-активатора,
микромицета A. ochraceus L-1 (табл. 3). Установлен-

Рис. 3. Результат качественной реакции на гликопро-
теины с протеиназой – активатором прекалликреи-
на, образуемой A. terreus 2. 1–инвертаза (положитель-
ный контроль); 2 – БСА (отрицательный контроль),
3 – протеиназа A. terreus 2.

1 2 3

Таблица 1. Субстратная специфичность протеиназы –
активатора прекалликреина A. terreus 2

Хромогенный субстрат
Амидолитическая 

активность, Е/А280 × 10–3

Tos-Gly-Pro-Arg-pNA 98.0
pGlu-Pro-Arg-pNA 2.2
H-D-Ile-Pro-Arg-pNA 5.0
pGlu-Gly-Arg-pNA 4.4
Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA 2.9
Ac-Leu-Gly-Arg-pNA 3.3
Bz-Ile-Glu(γ-OR)-Gly-Arg-pNA 0
Bz-Arg-pNA 6.6
H-D-Val-Leu-Lys-pNA 55.8
Z-Ala-Ala-Met-Lys-pNA 7.0
Z-Ala-Ala-Phe-Lys-pNA 3.5
For-Ala-Phe-Lys-pNA 8.6
Suc-Ala-Ala-Ala-pNA 9.1
Z-Ala-Ala-Leu-pNA 6.1
Z-Gly-Gly-Leu-pNA 4.0
pGlu-Ala-Ala-Phe-Leu-pNA 0
Ac-Phe-pNA 4.4
Ac-Leu-Tyr-pNA 0
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ные различия позволяют рассматривать протеина-
зы аспергиллов, способные к реакциям ограничен-
ного протеолиза как новый пул ферментов, име-
ющих перспективы применения в диагностике
при нарушениях системы гемостаза, а именно в
качестве экзогенных активаторов с широкой или
узкой субстратной специфичностью к профер-
ментам этой системы.

Активатор прекалликреина человека, пред-
ставляющий собой активированный β-фрагмент
фактора Хагемана, интересен тем, что запускает
трансформацию прекалликреина в калликреин, а
это, в свою очередь, через серию биохимических
реакций приводит к синтезу вазоактивного пеп-
тида – брадикинина. Поиск экзогенных активато-
ров этого фактора системы гемостаза может позво-
лить проводить более корректную диагностику ряда
заболеваний и делает протеиназу A. terreus 2 инте-
ресным компонентом таких тест-систем.

Таким образом, протеиназа-активатор пре-
калликреина плазмы крови человека, выделен-
ная из культуральной жидкости микромицета
A. terreus 2, представляет собой сериновую гликози-
лированную протеиназу с молекулярной мас-
сой ~34 кДа и оптимумом рН для проявления
активности 10.0 и оптимумом температуры 37°С.
По ряду свойств данная протеиназа сходна с проте-
иназой-активатором протеина С, образуемой
микромицетом A. ochraceus L-1.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Совета по грантам Президента РФ
№ СП-3906.2021.4.

Таблица 2. Ингибиторный анализ внеклеточной протеиназы A. terreus 2

Ингибитор Молярное соотношение фермент : ингибитор Остаточная активность, %

Контроль (без ингибитора) – 100.0

ЭДТА 1 : 10 99.0

1 : 100 89.0

о-фенантролин 1 : 10 98.2

1 : 100 98.7

п-ХМБ 1 : 10 97.5

1 : 100 92.2

PMSF 1 : 10 6.5

1 : 100 14.0

Соевый ингибитор трипсина 1 : 10 96.2

1 : 100 95.8

TLCK 1 : 10 100.0

1 : 100 100.0

TPCK 1 : 10 100.0

1 : 100 99.0

Рис. 4. Влияние рН (а) и температуры (б) на актив-
ность (1) и стабильность (2) протеиназы – активатора
прекалликреина, образуемой A. terreus 2.
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Таблица 3. Сравнение свойств протеиназ-активаторов, A. terreus 2 и A. ochraceus L-1

Свойство Протеиназа
A. terreus 2

Протеиназа
A. ochraceus L-1 [12, 21]

Тромбиноподобная активность с Tos-Gly-Pro-Arg-pNA + +
Плазминоподобная активность с H-D-Val-Leu-Lys-pNA + +
Расщепление H-D-Pro-Phe-Arg-pNA вследствии актива-
ции прекалликреина

+ –

Расщепление pGlu-Pro-Arg-pNA вследствии активации 
протеина С

– +

Расщепление Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA вследствии актива-
ции фактора Х

– +

Спектр расщепляемых хромогенных пептидных субстра-
тов с остатками Arg/Lys в положении P1

Широкий Узкий

Km (Tos-Gly-Pro-Arg-pNA), ммоль 2.9 2.3
Молекулярная масса, кДа 37 33
Изоэлектрическая точка 4.6 6.0
Оптимум рН активности 10.0 8.0–9.0
Гликозилирование + –
Класс протеиназ Сериновая Сериновая
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Properties of Extracellular Proteinase – Activator of Blood Plasma 
Prekallikrein Produced by Micromycetes Aspergillus terreus 2

E. S. Zvonarevaа, A. A. Osmolovskiyа, *, N. A. Baranovaа, I. B. Kotovaа, and V. G. Kreyerа

аFaculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow,  119234 Russia
*e-mail: aosmol@mail.ru

The extracellular proteinase – activator of human plasma prekallikrein was isolated from the culture f luid of
the micromycete A. terreus 2, and their physicochemical, kinetic and biochemical properties were studied. It
has been established that A. terreus 2 extracellular proteinase is a glycosylated serine proteinase with an
isoelectric point of 4.6, molecular weight about 37 kDa and the optimum activity at pH 10.0 and a tempera-
ture of 37°C. In a number of properties, this proteinase is similar to proteinase – activator of protein C, which
is produced by the micromycete A. ochraceus L-1.

Keywords: prekallikrein activators, micromycete proteinases, preparative isoelectric focusing, Aspergillus terreus
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ПРОДУКЦИЯ МЕЛАНИНА ГРИБОМ Inonotus obliquus F-1375 
ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ В ЖИДКОЙ СРЕДЕ 

И ЕГО АНТИРЕТРОВИРУСНЫЕ СВОЙСТВА
© 2023 г.   Т. В. Теплякова1, *, Н. А. Маркович1, **, Н. М. Гашникова1, М. П. Гашникова1

1Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии “Вектор” Роспотребнадзора, Кольцово 
Новосибирской области, 630559 Россия

*e-mail: teplyakova@vector.nsc.ru
**e-mail: namark@yandex.ru

Поступила в редакцию 10.02.2023 г.
После доработки 20.02.2023 г.

Принята к публикации 01.03.2023 г.

Исследовано влияние на продукцию меланина новым штаммом гриба Inonotus obliquus (Ach.:Pers.)
Pilat (Basidiomycota) F-1375 в глюкозо-триптонной среде добавления препаратов бетулина и тирози-
на при электрическом освещении и в темноте. Препарат бетулина в исследуемых концентрациях
практически не влиял на продукцию меланина, тогда как высокие концентрации тирозина стиму-
лировали образование меланина как в условиях освещения, так и в темноте. Все изученные образцы
меланина гриба имели низкую токсичность для культуры клеток MT-4: как выделенные из природ-
ного сырья (TC50 = 96 ± 8 мкг/мл), так и при культивировании гриба в жидкой среде с добавлением
бетулина и тирозина (TC50 от 164 до 400 мкг/мл). Препараты меланина были активны против вируса
иммунодефицита человека (ВИЧ-1) в культуре клеток MT-4, подавляли синтез p24 антигена ВИЧ-1 по
результатам ИФА, индекс селективности варьировал от 17 до 192. Наиболее высоким индексом се-
лективности обладал меланин, выделенный из культивированного на свету гриба в присутствии 10
и 20 мМ тирозина (192). Индексы селективности изученных препаратов меланина культивируемого
гриба в отношении ВИЧ-1 субтипа A были на уровне 33–192, что позволяло рекомендовать их для
разработки противовирусных средств.

Ключевые слова: Basidiomycota, Inonotus obliquus, антиретровирусный, ВИЧ-1, культивирование в
жидкой среде, меланин, мицелий, чага
DOI: 10.31857/S0555109923040165, EDN: QZRDYO

Вирус иммунодефицита человека (ВИЧ), рас-
пространенный по всему миру, вызывает син-
дром приобретенного иммунодефицита (СПИД).
В настоящее время около 38.4 миллиона чело-
век живут с ВИЧ, в 2021 г. вновь заразилось
1.5 млн человек, что делает ВИЧ серьезной
угрозой для здоровья населения (HIV gov. Glob-
al statistics, https://www.hiv.gov/hiv-basics/over-
view/data-and-trends/global-statistics, 2022). В
дополнение к химически синтезированным анти-
ретровирусным препаратам возник интерес к
противовирусным природным соединениям.

Так, было показано, что тритерпены гриба Gano-
derma lucidum ингибируют протеазу ВИЧ-1 и цито-
патические эффекты, индуцированные ВИЧ-1, в
клетках МТ-4 [1]. Другие вещества против ВИЧ-1,
такие как ганодериол F, ганодерманонтриол и га-
нодеровая кислота B из G. lucidum, лентинан из
Lentinus edodes, велютин из Flammulina velutipes,
лакказа из Volvariella volvacea, п-гидроксибензой-

ная кислота, п-кумариновая кислота и коричная
кислота из Pleurotus sajor-caju также проявляли ак-
тивность против протеазы и обратной транскрип-
тазы ВИЧ-1 [2–4]. Из G. colossum были выделены
ланостановые тритерпеноиды шизанлактон A,
колоссолактон E, колоссолактон V и колоссолак-
тон VII, активные в отношении протеазы ВИЧ-1
со значениями IC50 от 5.0 до 13.8 пг/мл [5–7].

Меланизированные макроскопические грибы
привлекают все большее внимание. Одним из та-
ких грибов является лекарственный гриб Inonotus
obliquus (Ach.:Pers.) Pilat (Basidiomycota), также на-
зываемый чага. Этот гриб растет в основном на
березах и широко распространен в северных ши-
ротах Европы, Азии и Северной Америки.

После разносторонних клинических и биохи-
мических исследований гриб I. obliquus был раз-
решен Фармакологическим комитетом Мини-
стерства здравоохранения СССР в 1955 г. к ис-
пользованию в медицине. Одним из активных

УДК 615.322:582.284:579.2
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компонентов аптечного сырья и склероция чаги
является пигмент меланин, обладающий фото- и
радиопротекторным, антиоксидантным и гено-
протекторным свойствами [8–10], противовирус-
ной и противоопухолевой активностью [11].

Показана эффективность меланина природ-
ной чаги I. obliquus в отношении подавления ви-
русов гриппа, вируса простого герпеса 2 типа, виру-
са осповакцины, вируса иммунодефицита человека
[12]. Установлено ингибирование репликации ко-
ронавируса SARS-CoV-2, вызывающего тяжелый
острый респираторный синдром COVID-19, при
профилактическом введении меланина в культу-
ру клеток Vero [13].

Из культивируемых грибов I. obliquus показал
себя лучшим продуцентом меланинов среди тру-
товых грибов согласно исследованиям белорус-
ских ученых [14], причем индекс селективности у
меланина культивируемого гриба I. obliquus в от-
ношении вируса гриппа A/H1N1pdm09н в 2.5 ра-
за выше по сравнению с меланином природной
чаги [15]. Противовирусная эффективность со-
единений меланина культивируемого гриба была
установлена в профилактическом (за 2 ч до инфи-
цирования клеток) и в терапевтическом режиме
введения лекарств как для ВИЧ-1, так и для виру-
са герпеса HSV-1 [16].

В связи с актуальностью получения меланина
из культивируемого березового гриба для разра-
ботки лекарственных препаратов важным шагом
является оптимизация такого культивирования с
целью повышения выхода биомассы, содержа-
щей активные в отношении ингибирования виру-
сов компоненты.

Цель исследования − стимуляция накопления
биомассы мицелия и продукции меланина при куль-
тивировании нового штамма I. obliquus F-1375 в жид-
кой среде и оценка полученных образцов меланина
в отношении подавления репродукции ВИЧ-1.

МЕТОДИКА
Материалы и реактивы. Для работы исполь-

зовали следующие реактивы: глюкоза, K2HPO4;
MgSO4·7 H2O, квалификации “ч. д. а.”, KH2PO4
квалификации “х. ч.”, агар-агар и триптон (Bac-
toTM agar, BactoTM Tryptone, “BO Becton, Dickinson
and Company”, Франция), дрожжевой экстракт
(“BO Becton, Dickinson and Company”, Бельгия).
В качестве добавок в среду для культивирования
вносили либо экстрагированный изопропиловым
спиртом бетулин (содержание не менее 85%) про-
изводства ООО “Сады Алтая Агро” (Россия), ли-
бо химически чистый L-Tyrosine (“Vega Biochem,
Tucson”, США). Использовали дистиллирован-
ную и деионизованную воду.

Глюкозо-триптонная среда (ГТС), которая бы-
ла использована для выращивании гриба, имела

следующий состав (г/л): глюкоза– 30; триптон –
10.0; дрожжевой экстракт – 5.0; KH2PO4 – 1.1;
K2HPO4 · 3 H2O – 4.4; MgSO4 · 7 H2O – 0.25; вода –
1 л, рН 7–8. Агаризованную среду готовили на ос-
нове ГТС с добавлением 20 г агар-агара на 1 л рас-
твора [11].

Культивирование гриба. В работе использовали
штамм базидиального гриба I. obliquus F-1375, де-
понированный в коллекции бактерий, бактерио-
фагов и грибов ГНЦ ВБ “Вектор” Роспотребнад-
зора (Новосибирская обл., Россия).

Первый этап культивирования проводили на
чашках Петри, затем в стационарных условиях в
50 мл ГТС во флаконах объемом 500 мл. Из коло-
ний в чашках Петри стерильным пробочным свер-
лом диаметром 5 мм вырезали блоки и вносили по
1 шт. во флаконы с 50 мл жидкой среды ГТС. В сре-
ду ГТС вносили в качестве добавки либо бетулин в
виде спиртового 10%-ного раствора в 96°-ном эти-
ловом спирте до концентраций 2 и 5 мг/л (4.5 и
11.2 мкМ), либо тирозин (L-Tyr) до конечной его
концентрации в среде 2, 10 и 20 мМ.

Получение меланина. Гриб выращивали в тече-
ние 69 сут: 9 сут – в чашках Петри при комнатной
температуре, 48 сут культивировали во флаконах
при электрическом освещении и комнатной тем-
пературе, затем хранили в бытовом холодильнике
и выделяли меланин. Кроме того, культивирова-
ние во флаконах проводили в течение 60 сут в
темноте, а затем хранили в бытовом холодильни-
ке и выделяли меланин.

Выделение меланина из культуральной жидко-
сти. Содержимое флаконов фильтровали после-
довательно через капроновый и бумажный филь-
тры, определяли объем, pH и оптическую плот-
ность (ОП) фильтратов при длине волны 465 нм.

Полученную культуральную жидкость (КЖ)
подкисляли до pH 1.5–2.0, центрифугировали
при 3200 g 10 мин в центрифуге Centra CL3
(“Thermo IEC”, США). Надосадочную жидкость
отбрасывали, осадок растворяли в 0.1 М NaOH,
доводили до pH 1.5–2.0 и снова центрифугирова-
ли. Осаждение повторяли трижды, затем осадок
промывали дважды 0.1 н HCl с последующим цен-
трифугированием. Очищенный осадок растворяли
в деионизованной воде, доводили pH до 7.0–8.0 и
сушили в предварительно взвешенных стеклян-
ных чашках Петри при 30°C в сушильном шкафу
ШС-80-01 СПУ производства ОАО “Смоленское
специализированное конструкторско-технологи-
ческое бюро систем программного управления”,
(Россия) в течение ночи. Чашки Петри взвешива-
ли на весах OHAUS Pioneer PA64 (США).

Выделение меланина из мицелия. Мицелий от-
деляли от КЖ на капроновом фильтре, взвешива-
ли на весах “SHINKO AJH” (Япония), измельчали
скальпелем и добавляли 2%-ную NaOH в соотно-
шении 1 : 10. Гидролиз биомассы мицелия прово-
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дили в 2%-ной NaOH в течение 3 ч в водяной бане
при 100°C.

Для проверки принадлежности выделенных
пигментов к меланинам проводили три каче-
ственных теста на присутствие в них хиноидных и
фенольных структур. Для проведения качествен-
ных реакций к 5 мл 0.1%-ного раствора пигмента
в 0.1 М NaOH добавляли 0.5 мл 10%-ной H2O2
(положительная реакция – обесцвечивание рас-
твора) или 0.1 мл 0.1 М KMnO4 (положительная
реакция – раствор зеленеет). При дополнитель-
ном внесении 0.5 мл 0.1 М KMnO4 раствор обес-
цвечивался, а в осадок выпадали коричневые хло-
пья. Кроме того, использовали добавление 0.1 мл
5%-ного раствора FeCl3, в этом случае при поло-
жительной реакции образовывались крупные ко-
ричневые хлопья, при этом в растворе с избытком
хлорида железа осадок растворялся.

Спектры 0.01%-ных препаратов меланина при
240–700 нм регистрировали на цифровом спек-
трофотометре UV5Nano производства “Mettler
Toledo” (Швейцария).

Анализ противовирусной активности меланина в
отношении ВИЧ-1. В качестве чувствительных к
ВИЧ-1 клеток использовали лимфоидную куль-
туру клеток человека МТ-4, полученную из кол-
лекции клеточных культур ФБУН ГНЦ ВБ “Век-
тор” Роспотребнадзора. Клетки МТ-4 культивиро-
вали на среде RPMI-1640 (“Gibco”, США) с
добавлением 10%-ной фетальной сыворотки, 2 мМ
L-глютамина и 20 мкг/мл гентамицина. В работе
использовали лабораторный штамм ВИЧ-1 суб-
типа А (при репродукции на МТ-4 вызывает
100%-ную гибель клеток) из лабораторной кол-
лекции ФБУН ГНЦ ВБ “Вектор” Роспотребнадзо-
ра. Определение токсичности исследуемых препа-
ратов проводили методом МТТ в 96-луночном
планшете. В лунки планшета вносили по 40000 кле-
ток МТ-4 в 100 мкл полной среды RPMI-1640
(“Gibco”). Исследовали препараты с начальной
концентрацией меланина 500 мкг/мл с шагом раз-
ведения два, по 3 повторности для каждого разведе-
ния препарата. По результату тестирования ток-
сичности препаратов для культуры клеток МТ-4
определяли для каждого препарата TC50 (концен-
трация, при которой жизнеспособными остаются
50% клеток).

Клетки инфицировали постоянной дозой ви-
руса, соответствующей 300 ССID50 (50% инфек-
ционная доза вируса, определенная титр-мето-
дом Рида–Менча). Инкубирование клеток МТ-4
с исследуемыми разведениями препарата и виру-
сом проводили 5 сут в СО2-инкубаторе при тем-
пературе 37°С и 5%-ном СО2. Исследование спо-
собности препаратов ингибировать размножение
ВИЧ-1 проводили с начальной концентрации,
равной ТС50. На первом этапе подавление репро-
дукции ВИЧ исследуемыми препаратами оцени-

вали в 96-луночном планшете путем определения
изменения концентрации живых клеток МТ-4, ин-
фицированных ВИЧ-1. Жизнеспособность клеток
оценивали по интенсивности превращения ими
растворимого МТТ (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) в кристаллы фор-
мазана [17]. После растворения кристаллов в изо-
пропаноле интенсивность синего окрашивания
измеряли с помощью спектрофотометра (“Ther-
moFisherScientific”, США) на двух длинах волн –
540 и 690 нм. Дополнительно определяли способ-
ность препарата блокировать размножение ВИЧ по
степени снижения репродукции вирусного бел-
ка р24 в культуральной жидкости. Пробы культу-
ральной жидкости для количественного исследо-
вания белка р24 методом ИФА отбирались на 5 сут
инкубации. Для количественного определения белка
р24 ВИЧ-1 использовали иммуноферментные на-
боры ВектоВИЧ-1 р24-антиген-подтверждающий
тест производства ЗАО “Вектор-Бест” (Россия).

Обработка результатов. Учет и обработку полу-
ченных результатов проводили с помощью специ-
альной программы SoftMax Pro 4.0. Достоверность
результатов оценивали с применением t-крите-
рия Стьюдента MS Excel 2010. Уровень значимо-
сти (α) был ≤0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние тирозина и бетулина на накопление ме-
ланина культурой I. inonotus F-1375. Добавление к
среде препарата бетулина чаги (возможного эф-
фектора синтеза меланина) в концентрации 4.5 и
11.2 мкМ несколько повышало (~в 1.3 раза) об-
щую массу меланина при культивировании
I. obliquus при электрическом освещении. Добав-
ление L-Tyr в концентрации 2 мМ повышало
выход меланина на 40%, а его концентрации 10 мМ
и 20 мМ приводили к двукратному увеличению вы-
хода меланина по сравнению с контролем (табл. 1).

Внесение препарата бетулина увеличивало вы-
ход меланина в 2.3 раза по сравнению со средой
ГТС без добавок через 60 сут инкубации в темно-
те, в то время как препарат L-Tyr увеличивал об-
щую массу меланина культуры в два (2 мМ), 3.7
(10 мМ) и 4.6 раза (20 мМ) (табл. 2).

Дальнейшие исследования проводили со следу-
ющими образцами меланина: образец № 21-13 –
меланин из природной чаги I. obliquus (экстрак-
ция 2%-ным NaOH в автоклаве в течение 30 мин
при избыточном давлении 0.5–0.7 атм.). Образец
№ 21-36 – меланин из штамма I. obliquus F-1375,
выращенного с добавлением 4.5 и 11.2 мкМ бету-
лина на свету, образец № 21-37 – меланин из штам-
ма I. obliquus F-1375 с добавлением 4.5 и 11.2 мкМ бе-
тулина, выращенного в темноте, № 21-38 – мела-
нин из штамма I. obliquus F-1375 с добавлением 10 и
20 мМ L-Tyr, выращенного в темноте, № 21-39 –
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меланин из штамма I. obliquus F-1375, выращен-
ного с добавлением 10 и 20 мМ L-Tyr на свету.

Спектры и соотношение оптических плотно-
стей в ультрафиолетовом и видимом свете, а так-
же выход меланина отличались у препаратов из
природной чаги и из культуры гриба в среде ГТС
в присутствии в качестве эффекторов бетулина и
тирозина (рис. 1, табл. 3). Аналогичные различия
спектров меланина из природной и культивируе-
мой чаги были описаны и ранее [11, 18, 19], что
позволило предположить, что исследуемые препа-
раты содержали меланины разного типа: меланин

из природной чаги относят к алломеланинам, а по-
лученный из культуры гриба – к эумеланинам.

В связи с истощением природных источников
I. obliquus (чага) широкое распространение полу-
чило культивирование выделенных из нее штам-
мов твердофазным или глубинным способами в
лабораторных и заводских условиях для создания
лекарственных препаратов на их основе. Однако
физико-химические свойства пигментов пирока-
техинового типа, меланинов, образуемых I. obliquus
в природных условиях и искусственной культуре,
такие как элементный состав, функциональные
группы, спектральные и парамагнитные свойства,

Таблица 1. Количество меланина в КЖ и мицелии I. obliquus штамм F-1375 на свету после инкубации в глубин-
ных условиях в среде ГТС в течение 48 сут при 25–26°C

Добавка к ГТС
Масса 

внеклеточного 
меланина, г/л

Масса меланина 
мицелия, г/л

Общая масса 
меланина, г/л

Увеличение общей массы 
меланина по сравнению 

с контролем

Без добавок 0.10 0.58 0.68 1.0
Бетулин, 4.5 мкМ 0.21 0.72 0.93 1.4
Бетулин, 11.2 мкМ 0.20 0.62 0.82 1.2
2 мМ L-Tyr 0.33 0.65 0.98 1.4
10 мМ L-Tyr 0.63 0.77 1.41 2.1
20 мМ L-Tyr 0.55 0.81 1.36 2.0

Таблица 2. Количество меланина в КЖ и мицелии I. obliquus штамма F-1375 в темноте после инкубации в глу-
бинных условиях на среде ГТС в течение 60 сут при 25–26°C

Добавка к ГТС Масса внеклеточного 
меланина, г/л

Масса меланина 
мицелия, г/л

Общая масса 
меланина, г/л

Повышение общей 
массы меланина по 

сравнению 
с контролем

Без добавок 0.38 0.08 0.46 1.0
Бетулин, 4.5 мкМ 0.28 0.8 1.08 2.3
Бетулин, 11.2 мкМ 0.34 0.74 1.08 2.3
2 мМ L-Tyr 0.38 0.56 0.94 2.0
10 мМ L-Tyr 0.73 0.95 1.68 3.7
20 мМ L-Tyr 1.12 1 2.12 4.6

Таблица 3. Оптическая плотность при 240 и 465 нм 0.01%-ных препаратов меланина природного и полученного
в результате культивирования штамма I. obliquus F-1375

* Обозначения как на рис. 1.

Показатель
Препараты меланина из природной и культивированной чаги*

21–13 21–36 21–37 21–38 21–39

ОП240 3.618 1.546 1.876 2.403 2.109
ОП465 0.556 0.295 0.386 0.583 0.474
ОП240/ОП465 6.51 5.24 4.86 4.12 4.44
Выход, % 32.36 0.088 0.108 0.190 0.138
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особенности термодеструкции свидетельствовали
о структурных различиях между пигментами, что
и позволило отнести их к разным видам [18–20].

Исследование токсичности для клеток человека
МТ-4 и анализ антиретровирусной активности полу-
ченных образцов меланина. Цитотоксичность пре-
паратов меланина оценивали по их влиянию на
лимфоидные клетки человека культуры МТ-4. По-
сле пяти дней культивирования клеток с добавле-
нием в питательную среду разных концентраций
препаратов меланина было показано, что токсич-

ность меланина варьировала от 96 до 400 мкг/мл.
Антиретровирусная активность, определяемая дву-
мя различными методами, была выявлена для всех
исследуемых препаратов меланина. В табл. 4 пред-
ставлены данные по активности образцов мелани-
на в отношении ВИЧ-1.

Исследование препаратов показало, что мини-
мальной токсичностью и противовирусной ак-
тивностью обладал меланин, выделенный щелоч-
ной экстракцией из природной чаги.

Рис. 1. Спектры 0.01%-ных препаратов меланина природного и полученного из культуры штамма F-1375 I. obliquus, вы-
ращенного в жидкой среде: 21-13 – меланин из природной чаги; 21-36 – меланин из штамма I. obliquus F-1375, выра-
щенного с добавлением 4.5 и 11.2 мкМ бетулина на свету, 21-37 – меланин из штамма I. obliquus F-1375 с добавлением 4.5
и 11.2 мкМ бетулина, выращенного в темноте, 21-38 – меланин из штамма I. obliquus F-1375 с добавлением 10 и 20 мМ L-Tyr,
выращенного в темноте, 21-39 – меланин из штамма I. obliquus F-1375, выращенного с добавлением 10 и 20 мМ L-Tyr
на свету.
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Таблица 4. Оценка противовирусной активности препаратов меланина в отношении ВИЧ-1 и токсичности для
клеток МТ-4

* Индекс селективности (SI = TC50/IC50), где TC50 – 50%-ная токсическая концентрация, IC50 – 50%-ная ингибирующая
концентрация. ** Обозначения как на рис. 1.

Исследуемый параметр
Препараты меланина из природной и культивированной чаги, шифр препарата**

21-13 21-36 21-37 21-38 21-39

Цитотоксичность (ТС50, мкг/мл) 96 ± 8 400 ± 24 272 ± 18 164 ± 12 250 ± 12
Противовирусная активность 
(IC50, метод МТТ, мкг/мл)

4.3 ± 0.6 3.0 ± 0.9 4.1 ± 1.0 4.0 ± 1.2 1.0 ± 0.6

Противовирусная активность 
(IC50, метод ИФА, мкг/мл)

5.6 ± 1.0 10.5 ± 1.3 6.4 ± 0.6 5.0 ± 0.8 1.3 ± 0.3

Индекс селективности 
(SI = TC50/IC50)*

17 38 43 33 192
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Меланин, выделенный из гриба, культивируе-
мого на свету с добавлением тирозина, обладал
наибольшей противовирусной активностью, по-
давляя репродукцию ВИЧ-1 в клетках человека.
Этот препарат имел также средние характеристи-
ки по цитотоксичности, а его индекс селективно-
сти составил 192 и был выше аналогичных пока-
зателей других изучаемых меланинов в 4–11 раз.
При расчете показателя отношения TC50/IC50 ис-
пользовали данные по концентрации меланина,
способной блокировать репродукцию ВИЧ-1, по-
лученные методом ИФА, так как этот метод поз-
воляет выполнить количественную оценку кон-
центрации вирусного белка, присутствующего в
культуральной жидкости при культивировании
инфицированных ВИЧ-1 клеток МТ-4.

Ранее были предложены несколько способов
интенсификации продукции биомассы и мелани-
на при культивировании: с помощью света низ-
кой интенсивности [21], укрывания колб черной
бумагой, которое повышало выход биомассы че-
рез 10 сут до 12.9 г/л в темноте, по сравнению с
контролем 11.8 г/л при дневном свете [22], добав-
ление ионов меди и тирозина [18].

Кроме того, рост мицелия и синтез меланинов в
глубинных условиях в культуре гриба увеличивали
окислительным стрессом, индуцируемым постоян-
ным добавлением пероксида водорода [23], в ре-
зультате кратковременного воздействия на вегета-
тивный мицелий когерентного синего света низ-
кой интенсивности [21], добавлением к культуре
I. obliquus коллоидных наночастиц металлов Ag и
Mg [24].

По полученным результатам добавление в ГТС
L-Tyr в концентрациях 2, 10 и 20 мМ повышало
при культивировании выход меланина как в темно-
те, так и при электрическом освещении (табл. 1, 2).
По-видимому, влияние на синтез меланина про-
исходило через тирозиназу грибов (КФ1.14.18.1),
катализирующую окисление L-Tyr до 3,4-дигид-
роксифенилаланина (DOPA) и окисление DOPA
до допахинона [19, 21, 25]. При анализе тирозина-
зы гриба бетулин являлся неконкурентным инги-
битором активности этого фермента с Ki = 0.4 мкМ,
показывая IC50 5.13 мкМ [26]. Однако сравнимые
с ингибирующими концентрации препарата бе-
тулина (4.5 и 11.2 мкМ) в настоящей работе не
снижали выход меланина при культивировании
ни при электрическом свете, ни в темноте, что
связано скорее всего с различием препаратов и
различием систем анализа (табл. 1, 2). Общий вы-
ход меланина в жидкой среде без эффекторов зави-
сел от условий и продолжительности культивирова-
ния I. obliquus F-1375 : 0.68 г/л на свету и 0.46 г/л в
темноте без встряхивания (табл. 1, 2).

В опытах концентрации тирозина 10 и 20 мМ
практически одинаково стимулировали мелано-
генез в темноте (табл. 2), тогда как при культиви-

ровании с электрическим освещением меланоге-
нез был выше при более высокой концентрации
тирозина (табл. 1), что совпадало с результатами
Бабицкой c соавт. [18], полученными при обыч-
ном освещении.

***
Меланин, полученный из природного лекар-

ственного гриба чаги I. obliquus, а также выделенный
из мицелия и КЖ глубинной культуры гриба, может
быть перспективен в качестве компонента анти-
ретровирусного препарата, а также других лекар-
ственных препаратов. Однако частично его актив-
ность могла быть обусловлена присутствием в пре-
паратах меланина терпеновых соединений [8, 27].

Необходимы дальнейшие исследования по без-
опасности и эффективности меланина и других
биологически активных веществ природной и
культивируемой чаги (I. obliquus) в доклиниче-
ских и клинических исследованиях.

Исследование выполнено в рамках государ-
ственного задания ФБУН ГНЦ ВБ “Вектор” Ро-
спотребнадзора.
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Melanin Production by the Medicinal Mushroom Inonotus obliquus F-1375 
in Submerged Liquid Cultivation and its Antiretroviral Properties

T. V. Teplyakovaa, *, N. A. Markovicha, **, N. M. Gashnikovaa, and M. P. Gashnikovaa

aState Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, 
Rospotrebnadzor, Koltsovo, Novosibirsk Oblast, 630559 Russia

*e-mail: teplyakova@vector.nsc.ru

**e-mail: namark@yandex.ru

We have explored the effect of a new strain of the mushroom Inonotus obliquus (Ach.:Pers.) Pilat (Basidiomy-
cota) F-1375 on melanin production in a glucose-tryptone medium, adding the preparation of betulin, chem-
ically pure tyrosine, under electric lighting and under dark conditions. The betulin preparation in the exam-
ined concentrations had practically no effect on the production of melanin, while high concentrations of ty-
rosine stimulated the production of melanin both under illumination and in the dark. All studied samples of
mushroom melanin are non-toxic: both isolated from natural (TC50 = 96 ± 8 μg/mL) and cultured in a liquid
medium with the addition of betulin and tyrosine (TC50 from 164 to 400 μg/mL); active against HIV-1 in MT-4
cell culture (IC50 1 to 4.3 μg/mL, SI 17 to 192). The selectivity indices of the learned preparations of melanin
of cultivated Inonotus obliquus F-1375 against the human immunodeficiency virus subtype A were at the level
of 33-192, which makes it possible to recommend them for the development of antiviral agents. Melanin from
mushroom Inonotus obliquus F-1375 cultured in the electrical light with the addition of 10 and 20 mM tyro-
sine has the highest selectivity index for retrovirus HIV-1 (SI 192).

Keywords: antiretroviral, Basidiomycota, chaga, Human immunodeficiency virus 1, Inonotus obliquus, melanin,
mycelium, selectivity index, submerged liquid cultivation
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РОСТА ТРОМБОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА rhPDGF-BB, ПОЛУЧЕННОГО 

В МЕТИЛОТРОФНЫХ ДРОЖЖАХ Pichia pastoris
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Рекомбинантный тромбоцитарный фактор роста человека rhPDGF-BB является одним из важней-
ших цитокинов, одобренных для медицинского использования. Препарат, известный под междуна-
родным непатентованным названием “бекаплермин”, доказал свою эффективность при лечении
нейропатических язв, ожогов и травм периодонта (в сочетании с остеокондуктивной матрицей). В
исследовании проанализированы способы выделения и очистки rhPDGF-BB и предложена опти-
мизированная методика, позволяющая получать высокоочищенный rhPDGF-BB из культуральной
жидкости метилотрофных дрожжей Pichia pastoris – продуцента rhPDGF-BB. Предложен простой и
быстрый метод хроматографической очистки, позволяющий получать rhPDGF-BB чистотой >98%
согласно электрофорезу в ПААГ, с содержанием хозяйских белков (HCP) 33 ± 4 нг/мг белка. Эф-
фективная концентрация пролиферативной активности выделенного по оптимизированной мето-
дике rhPDGF-BB составляла 5.02 ± 2.64 нг/мл, что сопоставимо с коммерчески доступными анало-
гами. Разработанная методика может быть использована для получения в промышленности.

Ключевые слова: фактор роста тромбоцитов человека, ростовые факторы, Pichia pastoris, синдром
диабетической стопы, рекомбинантные белки
DOI: 10.31857/S0555109923040098, EDN: QZLWNT

Регенеративная медицина считается одним из
передовых фронтов развития наук о жизни. Важ-
нейшую роль в ней играет применение ростовых
факторов – цитокинов, способствующих проли-
ферации и дифференцировке различных клеток
организма. Фактор роста тромбоцитов PDGF-BB
человека входит в большое семейство тромбоци-
тарных ростовых факторов и является важнейшим
универсальным цитокином, обладающим мощным
пролиферативным действием на многие клетки
человеческого организма – фибробласты, остео-
циты, эндотелий кровеносных сосудов и др. [1].

PDGF-BB является единственной одобренной
молекулой из семейства PDGF (факторы роста
тромбоцитов человека, platelet-derived growth fac-
tors) для применения в медицинских целях [2];
его свойства были охарактеризованы как на моле-
кулярном, так и на клеточном уровне, а также в
модельных системах in vivo. Это делает PDGF-BB
привлекательным для разработки средств регене-
ративной медицины: в их числе препарат Re-
granex, одобренный FDA (Управление по санитар-
ному надзору за качеством пищевых продуктов и
медикаментов США) для лечения синдрома диабе-

тической стопы [3], комбинированный препарат
GEM21S для челюстно-лицевой имплантации [4].
Описано применение PDGF-BB в хирургии и для
трансплантации тканей опорно-двигательного ап-
парата [5]. Более того, комплекс ростовых факторов,
включающий в себя рекомбинантный PDGF-BB,
может быть более безопасной альтернативой фе-
тальным сывороткам, используемым для культи-
вирования стволовых клеток ex vivo при разработке
клеточных продуктов и проведении доклинических
исследований [6]. Таким образом, к рекомбинант-
ному PDGF-BB человека (rhPDGF-BB) проявля-
ется большой интерес. При этом, ни один из из-
вестных препаратов на основе rhPDGF-BB не за-
регистрирован в России, из чего можно сделать
вывод о том, что регенеративные продукты на ос-
нове rhPDGF-BB недоступны для российских па-
циентов.

Ввиду того, что молекула PDGF-BB представ-
ляет собой гомодимерный гликопротеин сложной
структуры, имеющий массу 25 кДа и 8 дисульфид-
ных связей [7], для получения его рекомбинантного
аналога рационально использовать клетки дрож-
жей, таких как Saccharomyces cerevisiae или Pichia

УДК 577.112.083
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pastoris. При этом низкий выход rhPDGF-BB в
клетках дрожжей Saccharomyces cerevisiae подразу-
мевает высокие производственные затраты [8]. В
вопросах выделения и очистки rhPDGF-BB мнения
расходятся. Ниже приведены несколько предло-
женных в литературе вариантов схем выделения и
очистки (рис. 1), при этом вариант Кунитани с
соавт. [9] является запатентованным способом
очистки rhPDGF-BB с целью получения лекар-
ственных средств для регенеративной медицины.

Согласно современной концепции “Quality by
Design”, использование методов хроматографиче-
ской очистки в логической последовательности
увеличивает эффективность очистки, при этом
снижая число необходимых этапов очистки и про-
изводственные расходы. Комбинируя ортогональ-
ные хроматографические методики, возможно
добиться эффективного удаления различных ти-
пов примесей на каждой стадии, и достижения
чистоты полученной субстанции, удовлетворяю-
щей высоким требованиям безопасности и эф-
фективности. Если рассматривать эти факторы
еще на стадии разработки технологии, то возмож-
но получить гораздо более устойчивый, контро-
лируемый процесс, обеспечивающий высокие
выходы продукта.

Известно, что стадии гель-фильтрации и гид-
рофобной хроматографии являются одними из
наиболее трудоемких и длительных методов хро-
матографической очистки, а метод диализа прак-
тически не адаптируется под промышленные
нужды ввиду его длительности и необходимости
использования больших объемов буферных рас-
творов. Таким образом, существует реальный по-
тенциал для оптимизации методики получения
rhPDGF-BB из культуральной жидкости дрожже-
вых продуцентов. Более простая схема выделения и
очистки может стать основой оптимального техно-

логического решения для возможного промышлен-
ного производства rhPDGF-BB в России.

Цель работы – оптимизировать методику выде-
ления и очистки из культуральной жидкости P. pas-
toris для получения rhPDGF-BB высокого качества.

МЕТОДИКА

Для всех экспериментов использовались реакти-
вы высокого качества марки “Для анализа” (“Sig-
ma-Aldrich”, США), если не указано иное. Для це-
лей генной инженерии использовались ферменты
производства “Thermo Fisher Scientific” (США).

Получение продуцента rhPDGF-BB. Продуцент
P. pastoris штамм X33 (“Invitrogen”, США), экс-
прессирующий рекомбинантный ген hPDGF-B
(GenBank ID: 5155) человека под промотором
AOX1, был получен с использованием экспресси-
онного вектора pVR2Xba, который является ана-
логом коммерческого вектора pPICZα (“Invit-
rogen”, США) и содержит ген устойчивости к
зеоцину. Вектор любезно предоставлен А.С. Ге-
расимовым. Ген hPDGF-B (кДНК) получали ме-
тодом кросс-ПЦР в 2 стадии из синтетических
олигонуклеотидов (синтезирован в ЗАО “Евро-
ген”, Россия). Полученный ПЦР-продукт клони-
ровали в экспрессионный вектор pVR2Xba при
помощи Т4 ДНК-лигазы по сайтам XhoI/XbaI.
Клетки P. pastoris X33 трансформировали получен-
ным экспрессионным вектором методом электро-
порации [10]. Отбор трансформантов проводился
на плотной питательной среде YPD (пептон – 2%,
дрожжевой экстракт – 1%, глюкоза – 2%, агар –
1.5%, “Becton Dickinson”, США), содержащей
100 мкг/мл селективного агента зеоцина. Культура
P. pastoris продуцента rhPDGF-BB депонирована в
коллекции микроорганизмов кафедры биотехно-
логии Вятского государственного университета.

Рис. 1. Примеры основных методов выделения и очистки rhPDGF-BB, предложенных в литературе, начиная с 1988 г.
1 – [1], 2 – [2], 3 – [3].
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ПЦР-скрининг. Наличие вставки целевого ге-
на в дрожжевых клетках определяли методом
ПЦР-скрининга (размер целевого ПЦР-про-
дукта 1000 п.о.), используя праймеры на промо-
тор (5'-GACTGAAAATCAATTGAC-3') и на це-
левой ген (3'-TTCGCATTTGCACGCCAGG-5').
Определение “дозы гена” проводили одновре-
менным посевом каждого клона на плотную сре-
ду YPD, с концентрациями зеоцина 100, 500, 1200
и 2500 мкг/мл.

Анализ уровня экспрессии целевого гена hP-
DGF-B. Уровень экспрессии целевого гена ана-
лизировали только у высококопийных трансфор-
мантов. Отобранные клоны выращивали в 10 мл
жидкой питательной среды BMGY (дрожжевой
экстракт – 1%, бакто-пептон – 2%, глицерин –
1%, YNB – 1.34%, 100 мМ калий-фосфатного бу-
фер, рН 6.5; 1 : 1000 раствор микроэлементов
PTM1 (“Pichia fermentation process guidelines”, In-
vitrogen, 2002) в пластиковых пробирках объемом
50 мл в течение 48 ч. Клетки собирали центрифу-
гированием (5 мин, 1500×g, 20°С) и суспендиро-
вали в 1.5 мл индукционной среды BMMY (дрож-
жевой экстракт – 1%, бакто-пептон – 2%, мета-
нол – 1%, YNB – 1.34%, 100 мМ калий-фосфатного
буфера, рН 5.8; 1 : 1000 раствор микроэлементов
PTM1). Культивирование проводили в планше-
тах “System Duetz” (“Kuhner AG”, Швейцария)
при тех же условиях в течение 72 ч, добавляя 1%
метанола каждые 12 ч. Культуральную жидкость
отделяли от биомассы дрожжей центрифугирова-
нием (10 мин, 7000×g, 4°С) и анализировали со-
держание rhPDGF-BB методом электрофореза по
Лэммли в 14%-ном ПААГ в невосстанавливаю-
щих условиях.

Биосинтез rhPDGF-BB. Продуцент выращива-
ли в шейкере-инкубаторе “Kuhner ISFX-1”
(“Kuhner AG”, Швейцария). 3 мл суспензии с
OD600 ≈ 2–6 о.е. инокулировали в 400 мл среды
BMGY (дрожжевой экстракт – 1%, бакто-пептон –
2%, глицерин – 3%, YNB – 1.34%, 100 мМ калий-
фосфатного буфера, рН 6.5; биотин – 50 мкг/мл,
1 : 1000 раствор микроэлементов PTM1) и выра-
щивали в колбах объемом 2 л до OD600 ≈ 10–15 о.е.
Через 48 ч клетки собирали центрифугированием
(5 мин, 1500×g, 20°С) и суспендировали по 30 о.е.
в 150 мл индукционной среды BMMY (дрожжевой
экстракт – 1% (фракция <10 кДа), бакто-пептон –
2%, метанол – 1%, сорбитол – 0.5%; YNB – 1.34%,
120 мМ калий-фосфатного буфера, рН 5.8; био-
тин – 50 мкг/мл, 1 : 1000 раствор микроэлементов
PTM1). Культивировали в колбах на 1 л в тех же
условиях в течение 72 ч, добавляя 3% метанола
каждые 12 ч. Далее культуральную жидкость отде-
ляли от биомассы дрожжей центрифугированием
(10 мин., 7000×g, 4°С), добавляли до 0.5 мМ фе-
нилметилсульфонилфторида (PMSF) и до 1 мМ
ЭДТА, инкубировали в течение 15 мин с переме-

шиванием, образовавшийся преципитат удаляли
центрифугированием при 12000×g, 4°С, 20 мин.
Полученную культуральную жидкость анализи-
ровали на содержание rhPDGF-BB методом элек-
трофореза (по Лэммли) в 14%-ном ПААГ в невос-
станавливающих условиях и использовали для
дальнейших экспериментов.

Определение концентрации биомассы прово-
дили измерением значения OD600 в 96-луночном
планшете в 3 повторах с использованием план-
шетного ридера “CLARIOstar” (“BMG Labtech”,
Германия).

Тангенциальная фильтрация. Тангенциальная
фильтрация проводилась с использованием уста-
новки “AKTA Flux” и холофайберового картриджа
UFP-10-C-4X2MA с площадью мембраны 1400 см2

и порогом отсечения 10 кДа (“Cytiva Life Scienc-
es”, Швеция). Осветленную культуральную жид-
кость разбавляли водой I типа в 2.5 раза и прово-
дили концентрирование при постоянном транс-
мембранном давлении (TMД) 0.4 бар. Полученный
концентрат имел кондуктивность 20–24 мСм/см.

Для проведения катионообменной хромато-
графии были использованы следующие буферные
растворы: буфер А (50 мМ ацетат натрия, 200 мМ
хлорид натрия, рН 4.2), буфер В (50 мМ ацетат на-
трия, 1 М хлорид натрия, рН 4.2), буфер С –
50 мМ натрий-фосфатный, pH 7.0.

Подбор сорбента для стадии capture. Первона-
чальный подбор сорбентов осуществлялся мето-
дом “хроматографии в объеме” в формате высо-
копроизводительного скрининга. Для скрининга
были отобраны сорбенты: CM Sepharose Fast
Flow, SP Sepharose Fast Flow, Capto S, Source 30S
(“Cytiva Life Sciences”, Швеция), Toyopearl Giga-
Cap S 650-S, Toyopearl GigaCap CM 650-M (“Tosoh
Bioscience”, Япония) в объеме 100 мкл в пробирках
объемом 2 мл. После промывки водой I типа добав-
ляли 1 мл стартового буфера А и уравновешивали
30 мин при перемешивании на платформе. Под-
готовленную культуральную жидкость, содержа-
щую rhPDGF-BB, сконцентрировали на центри-
фужных кассетах “Amicon Ultra-15 10K” (“Merck-
Millipore”, США). Фактор концентрации – 10×. В
пробирки добавили по 1 мл концентрата культу-
ральной жидкости и инкубировали с сорбентом в
течение ночи. На следующий день собрали куль-
туральную жидкость из пробирок c сорбентом в от-
дельные пробирки, сорбенты промыли 1 мл старто-
вого буферного раствора 2 раза по 500 мкл. Для
определения профиля элюции добавляли к сор-
бенту поочередно 3 раза по 100 мкл буферного
раствора, содержащего 300 мМ NaCl, инкубиро-
вали на качающейся платформе 10 мин, осаждали
сорбент в мини-центрифуге в указанном выше
режиме. Три фракции элюции объединяли в один
образец объемом 300 мкл. Таким же образом про-
водили элюцию буферными растворами с 450, 550
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и 700 мМ NaCl. После завершающей элюции к
сорбенту добавляли 1 мл буферного раствора B,
инкубировали на качающейся платформе в тече-
ние 1 ч для удаления связанных с сорбентом при-
месей. Полученные фракции (фракция белков,
не связавшихся с сорбентом; фракции, элюиро-
ванные 300, 450, 550, 700 мМ NaCl; фракция от-
мывки буфером В) анализировали электрофо-
ретическим методом как указано выше. Коли-
чественная оценка проводилась построением
денситограмм с помощью ПО ImageJ (Сайт
программы https://imagej.nih.gov/ij/). Все зна-
чения нормировались по полосе контрольного
образца очищенного rhPDGF-BB, а затем вы-
считывали процент от суммарной площади пиков
денситограммы для одного сорбента, по получен-
ным значениям строились графики элюции для
всех сорбентов с помощью ПО Magic Plot Pro 3.0
(“Magicplot Systems”, Россия).

Хроматография в проточном режиме. Хромато-
графию в проточном режиме выполняли вручную
в проточных колонках “PD-10” с внутренним
диаметром 15 мм (“Cytiva Life Sciences”, Шве-
ция). По 0.5 мл отобранного сорбента уравнове-
шивали 10 объемами буферного раствора А и на-
носили по 50 мл подготовленной культуральной
жидкости, фракцию несвязавшихся белков соби-
рали. После нанесения образца промывали
10 объемами буферного раствора А и проводили
ступенчатую элюцию 3 объемами буферных рас-
творов с содержанием хлорида натрия 400, 600 и
800 мМ, фракции собирали. После элюции про-
мывали сорбент 10 объемами буфера B для удале-
ния связанных примесей. Анализ полученных
данных проводили аналогично предыдущему
эксперименту.

Хроматография в динамическом режиме вы-
полнялась с использованием “AKTA Pure 25” и ко-
лонки XK 16/10 ("Cytiva Life Sciences”, Швеция) при
объеме сорбента Toyopearl GigaCap CM 650-M 5 мл
и комнатной температуре. Концентрат культураль-
ной жидкости наносили на уравновешенный бу-
фером А сорбент со скоростью 2 мл/мин, промыва-
ли стартовым буфером и элюировали градиентом
концентрации NaCl от 200 до 1000 мМ за 10 объе-
мов. В параллельном эксперименте проводили
дополнительную отмывку буфером С перед ста-
дией элюции. Собранные фракции анализирова-
ли методом электрофореза как указано выше.

Анионообменная хроматография выполнялась в
режиме “В проскок” с использованием хромато-
графа “AKTA Pure 25” и колонки HiTrap Q Sephar-
ose HP объемом 1 мл (Cytiva Life Sciences, Швеция).
Образец rhPDGF-BB предварительно перед нане-
сением разбавляли буфером С в 10 раз. Образец на-
носили на предварительно уравновешенный буфе-
ром С сорбент со скоростью 1.5 мл/мин, фракцию
несвязавшихся белков собирали. Содержание rhP-

DGF-BB во фракции анализировали методом элек-
трофореза в ПААГ (как указано выше), содержание
хозяйских белков (HCP) во фракции анализирова-
ли методом сэндвич-ИФА, как описано ниже.

Определение содержания хозяйских белков
(HCP). Для определения содержания HCP ис-
пользовали 4 образца rhPDGF-BB, полученных
после очистки: методом катионообменной хрома-
тографии с использованием HiTrap Capto S 1 мл
(“Cytiva Life Sciences”, Швеция), методом аф-
финной хроматографии с использованием HiTrap
Heparin Sepharose HP 1 мл (“Cytiva Life Sciences”,
Швеция), катионообменной хроматографии с ис-
пользованием Toyopearl GigaCap CM 650-M 5 мл
и анионообменной хроматографии в проскок на
HiTrap Q Sepharose HP 1 мл. Для хроматографии
на Capto S концентрат культуральной жидкости
наносили на сорбент со скоростью 2 мл/мин,
промывали буфером А и элюировали градиентом
от 200 до 1000 мМ NaCl. Для хроматографии на
Heparin Sepharose HP элюат со стадии Capto S (кон-
дуктивность 45 мСм/см) наносили на колонку со
скоростью 2 мл/мин. Сорбент после нанесения от-
мывали буферным раствором 50 мМ ацетата на-
трия, 0.1% Triton X-114, pH 5.0. Элюировали линей-
ным градиентом от 400 до 1200 мМ NaCl. Определе-
ние содержания HCP в образцах очищенного
rhPDGF-BB проводили методом сэндвич-ИФА с
помощью набора “Pichia pastoris HCP ELISA Kit”
(F140, “Cygnus Technologies”, США) по “уточнен-
ному” протоколу производителя.

Определение пролиферативной активности.
Пролиферативную активность полученного пре-
парата rhPDGF-BB после очистки производили
методом WST-1-теста (ab155902, “Abcam”, США)
по “уточненному” протоколу с использованием
клеточной линий фибробластов мыши 3Т3, в ка-
честве отрицательного контроля – клеточной ли-
нии HEK293F. В 96-луночный планшет были вы-
сеяны клетки линии 3T3 и HEK293F плотностью
1.5 × 103 кл./лунку в питательной среде DMEM
(2183101, “Sigma-Aldrich”, США) с добавлением
10% фетальной сыворотки (F6765, “Sigma-Al-
drich”). Клеточную линию инкубировали 6 ч, за-
тем питательную среду заменили на DMEM с до-
бавлением 0.5% фетальной сыворотки и инкуби-
ровали еще 24 ч. По истечении 24 ч заменили
среду на DMEM с добавлением полученного rhP-
DGF-BB (раствор в 10 мМ уксусной кислоте) в
концентрациях 0–250 нг/мл. Клетки инкубиро-
вали с ростовым фактором в течение 48 ч. После
этого в каждую лунку добавляли по 10 мкл WST-1
реактива, инкубировали 4 ч, затем измеряли по-
глощение света при длинах волн 440 и 660 нм, как
указано в методике производителя реактива. Про-
лиферативную активность оценивали построением
кривых зависимости поглощения А440-А660 от де-
сятичного логарифма концентрации rhPDGF-BB
в ПО SigmaPlot 6.0 (“Systat Software”, США), по
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построенной зависимости рассчитывали эффек-
тивную концентрацию ростового фактора (ED50).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Биосинтез rhPDGF-BB. В выбранных условиях

культивирования продуктивность отобранных
клонов составила около 90 мг/л культуры, что яв-
ляется наибольшим результатом из всех, зафик-
сированных в литературе (рис. 2). Предполагает-
ся, что этому способствовало в том числе добав-
ление в питательную среду сорбитола, который
может утилизироваться P. pastoris и не репресси-
рует при этом промотор AOX1.

Малое количество собственных секретируемых
белков P. pastoris позволило разработать эффектив-
ную методику выделения и очистки rhPDGF-BB.

Оптимизация метода выделения и очистки rhP-
DGF-BB человека. В ходе анализа существующих
методов очистки rhPDGF-BB (рис. 1) были выяв-
лены их недостатки. Метод № 1 [11] является мо-
дификацией схемы выделения PDGF-BB из
тромбоцитов крови человека, и содержит такие
стадии, как ВЭЖХ и диализ. Метод № 2 [9] пред-
полагает разделение PDGF-BB линейным гради-
ентом ацетонитрила при температуре 85°C, что
является решением для анализа, а не для препара-
тивного выделения. В методе № 3 [12] примене-
ние гидрофобной хроматографии может приве-
сти к высоким потерям белка, а применение диали-
за не соответствует концепции “Quality by Design”.
Можно заключить, что эти методики можно ис-
пользовать в лаборатории, но неэффективно при-
менять в промышленности.

Поскольку rhPDGF-BB секретируется проду-
центом в среду, существует потребность в быст-
рой обработке больших объемов культуральной
жидкости (КЖ), для чего подходит метод ультра-
фильтрации. Однако выяснилось, что rhPDGF-BB
уже при TMД = 0.7 бар выпадает в осадок, из ко-
торого активную молекулу восстановить не удает-
ся. Это происходит, предположительно вследствие
того, что PDGF-BB является димерным гликопро-
теином со значительным количеством гидрофоб-
ных участков на поверхности молекулы. Опти-
мальные параметры процесса – скорость подачи
0.36 л/мин/м2 при TMД не более 0.4 бар. Мембра-
на с порогом отсечения 10 кДа позволяет эффек-
тивно удерживать целевой белок и избавляться от
низкомолекулярных компонентов культуральной
среды, что упростило дальнейшую очистку.

На сегодняшний день жидкостная хромато-
графия является наиболее популярным методом
очистки рекомбинантных белковых субстанций.
Согласно современным представлениям, в ходе
этого процесса молекулы белка переносятся по-
движной фазой по интерстициальным порам не-
подвижной фазы в процессе конвекции; далее из

потока жидкости они диффундируют к поверхно-
сти гранулы сорбента, и наконец, проникнув в
поры сорбента, адсорбируются на их внутренней
поверхности. Количество адсорбционных взаи-
модействий напрямую зависит от площади до-
ступной для этого поверхности – и в первую оче-
редь, от количества и размера пор сорбента. Мате-
риал, из которого изготовлена матрица сорбента,
должен минимизировать нежелательные явления,
такие как неспецифическое связывание компо-
нентов с матрицей. Пористость сорбента (отно-
шение объема пор к общему объему неподвижной
фазы) должна обеспечивать высокую удельную
поверхность, при этом, поры должны быть доста-
точно велики, чтобы молекулы белка могли бы в
них проникать и взаимодействовать с поверхно-
стью, даже когда часть поверхности уже занята
адсорбированным белком. Это напрямую влияет
на такой параметр, как динамическая ёмкость сор-
бента. Наконец, лиганд, модифицирующий по-
верхность стационарной фазы, и его структура
обеспечивают селективность взаимодействия меж-
ду стационарной фазой и молекулой белка. Пере-
численные свойства являются основой для под-
бора стационарной фазы для конкретного хрома-
тографического процесса [13].

В настоящее время при разработке процесса
очистки рекомбинантных белков широко приме-
няется концепция CIPP (“Захват”, “промежуточ-
ная очистка”, “тонкая очистка”; capture, interme-
diate purification, polishing) [14].

Основным направлением разработки стадии
“захвата” должно быть достижение максималь-
ной динамической eмкости сорбента и селектив-
ности по целевому белку, а также высокой про-

Рис. 2. Анализ образцов культуральной жидкости
P. pastoris, содержащих rhPDGF-BB, методом элек-
трофореза в 14% – ном ПААГ в нередуцирующих
условиях. Окраска Coomassie Brilliant Blue R250. К+ –
очищенный препарат rPDGF-BB (0.5 мкг/лунку),
10–97 – номера клонов; Х33 – культуральная жид-
кость нетрансформированного штамма P. pastoris.

K+ 10 23 55 56 61 95 96 97 X33
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дуктивности процесса. Изоэлектрическая точка
молекулы hPDGF-BB имеет значение 9.8, моле-
кула теряет стабильность и распадается до моно-
меров при значениях рН > 7. Именно поэтому для
всех буферных растворов было выбрано значение
рН 4.5. При таком рН димер rhPDGF-BB стаби-
лен и может храниться при 4°С. Исходя из этих
данных, предполагалось, что наилучшим вариан-
том для первой стадии очистки rhPDGF-BB станет
катионообменный сорбент на основе полимеров,
устойчивых к высоким скоростям потока. Приме-
ром такого сорбента может служить Capto S – силь-
ный катионообменник на основе высокосшитой
агарозы, имеющий достаточно крупный размер
частиц 90 мкм, в котором матрица и сульфонат-
ная группа разделены спейсером, что призвано
увеличить доступность лиганда для белка. Счита-
ется, что оптимальный размер пор сорбента дол-
жен быть примерно в 10 раз больше, чем размер
молекулы целевого белка. Приблизительный раз-
мер молекулы rhPDGF-BB – 1.5 нм; размер пор
сорбента Capto S – 50 нм. При этом по результа-
там экспериментов он не показал достаточную
эффективную eмкость – потери целевого белка
составили не менее 35%.

Сорбенты Sepharose Fast Flow при одинаковом
среднем размере гранул отличаются более широ-
ким распределением пор по размерам – от 29 до
70 нм, что может обеспечить большую площадь ад-
сорбции и меньше стерических затруднений для
молекул белка. При этом, использование сорбен-
та CM Sepharose FF привело к потерям целевого
белка практически таким же, как и при использо-
вании Capto S, при полностью протонированной
карбоксиметильной группе (pKa = 4.7). Более вы-
сокую eмкость сорбента SP Sepharose FF по целе-
вому белку rhPDGF-BB можно объяснить гидро-
фобными взаимодействиями сульфопропильного
радикала с целевым белком, усиливающим связы-
вание молекулы с сорбентом. Предполагается, что
эти дополнительные взаимодействия также от-
ветственны за “тянущийся” пик целевого белка в
ходе элюции, характерный для хроматографии
гидрофобных взаимодействий.

Культуральная жидкость P. pastoris содержит
большое количество солей, пигментов, компо-
нентов питательной среды, а также небольшое
количество секретируемых клеткой белков. Орга-
нические компоненты могут конкурировать с це-
левым белком за адсорбционные центры сорбен-
та и вытеснять часть белка, снижая eмкость. В
этом процессе большую роль играет материал
сорбента, на котором может происходить неспе-
цифическая адсорбция. Считается, что синтети-
ческие матрицы обеспечивают большую неспе-
цифическую сорбцию компонентов, чем агароз-
ные; однако по результатам наших экспериментов
такого не наблюдалось, поскольку при одинаковых
условиях нанесения и элюции сорбенты с синте-

тическими матрицами Source 30S, и ToyoPearl Gi-
gaCap S-650 и CM-650 показали даже большую
емкость, чем SP Sepharose FF. При использова-
нии Source и ToyoPearl наблюдалась меньшая
сорбция гидрофобных пигментов, и их было про-
ще удалить с сорбента в ходе отмывки. Меньший
эффект неспецифической сорбции, по-видимому,
проявлялся и в том, что в случае сорбентов с синте-
тической матрицей элюционная фракция была бо-
лее концентрированной, не наблюдалось “хво-
стов”. Помимо этого, высокую ёмкость сорбен-
тов ToyoPearl объясняет гораздо больший
средний размер пор – 100 нм, тогда как для сор-
бентов Source, несмотря на меньший размер ча-
стицы (30 мкм) и предполагаемую меньшую
удельную площадь адсорбции, спейсерная кон-
струкция лиганда, вероятно, обеспечивала боль-
шую доступность функциональной группы для
целевого белка.

Таким образом, сорбенты, показавшие наи-
большую eмкость по rhPDGF-BB (Source 30S,
Gigacap S 650 и GigaCap CM 650) были отобраны
для дальнейшего скрининга в проточных колон-
ках. Полученные фракции исследовали на содержа-
ние rhPDGF-BB (рис. 3а) и оценивали профиль
элюции по вышеописанной методике (рис. 3б).

Для достижения большей селективности по
целевому белку в рамках одного хроматографиче-
ского процесса подбирают одну или несколько
стадий отмывки: сорбент со связанным белком
промывают буферным раствором, в котором со-
держатся в небольших концентрациях детергенты
(например, Tween-20), хаотропные агенты или
соли. Это позволяет удалять с сорбента слабо свя-
занные примеси. При этом, по результатам экс-
периментов отмывка буферными растворами с
концентрацией хлорида натрия 0–400 мМ, а так-
же с добавлением 0.5% Tween-20 не привела к де-
сорбции примесей. Альтернативным солевому
градиенту методом элюции считается pH-зависи-
мая элюция. Этот метод часто используется для раз-
деления белков с близкими значениями pI. Для
осуществления рН-зависимой элюции широко
используются “слабые” ионообменники, напри-
мер, модифицированные карбоксиметильным
лигандом (СМ) [15].

Известно, что секретом P. pastoris, культивиру-
емых с использованием метанола, включает в се-
бя более 75 различных белков, большинство из
которых имели pI = 6.0 или менее [16]. Было сде-
лано предположение, что неактивный мономер
rhPDGF-BB при рН 6.0 и более будет иметь мень-
шую силу связи с катионообменным сорбентом,
чем активный димер. Исходя из этого было реше-
но провести отмывку сорбента буферным раство-
ром со значением рН 7.0. Для этого оптимальным
выбором стала натрий-фосфатная буферная си-
стема. По результатам электрофореза в ПААГ вы-
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яснилось, что такая отмывка помогала эффектив-
но удалять мономер rhPDGF-B, некоторые при-
месные белки продуцента, а также большое
количество пигментов, при этом не увеличивая
потери функционального rhPDGF-BB. По элек-
трофореграмме (рис. 4) отчетливо видно, что во
фракциях отмывки содержались примесные бел-
ки (Э1, указан стрелкой) и мономер rhPDGF-B
(Э2, указан стрелкой), и не содержалось целевого
белка rhPDGF-BB, который полностью элюиро-
вался в градиенте концентрации NaCl, начиная с
450 мМ. Таким образом с помощью кратковремен-
ной процедуры, без использования трудноудаляе-
мых детергентов, удалось повысить чистоту элю-
ционной фракции rhPDGF-BB до >98%.

Наибольшую емкость (60 мг rhPDGF-BB/мл
сорбента) и возможность проведения отмывки
при щелочном pH сочетает в себе слабый катио-

нообменник Toyopearl GigaCap CM 650-M, кото-
рый и был выбран для первой стадии очистки.

Известно, что димер PDGF-BB обладает силь-
ным специфическим сродством к гепарину [17].
Для очистки таких белков были созданы аффин-
ные сорбенты с пришитым гепарином. Такая хро-
матография имеет ряд преимуществ. Например,
нет необходимости в сильном разбавлении нано-
симого образца, кроме того, потенциально мож-
но избавиться от большого количества примесей.
Однако при промышленном производстве приме-
нению такой методики мешает: относительно низ-
кая допустимая рабочая скорость потока, ограни-
ченный срок хранения сорбента из-за присутствия
гепарина; более того, гепарин, которым модифици-
рованы гранулы сорбента, имел животное проис-
хождение, что недопустимо на биофармацевтиче-
ском производстве, организованном по стандартам
GMP. Как альтернативу решено было протестиро-
вать подход, широко используемый в производ-
стве биофармацевтических препаратов для удале-
ния примесей, источником которых является
продуцент – анионообменную хроматографию в
режиме “проскока”. В таком режиме раствор це-
левого белка пропускается через колонну с сор-
бентом, на котором не происходит его связыва-
ния, но при этом с сорбентом связываются при-
меси, которые необходимо удалить. Этот подход
был протестирован для удаления НСР из препа-
рата rhPDGF-BB после стадии катионообменной
хроматографии. pH буферных систем при этом был
подобран в таком интервале, чтобы быть меньше,
чем pI rhPDGF-BB, но больше, чем теоретический
pI хозяйских белков, что позволяло адсорбировать
хозяйские белки на анионообменнике без адсорб-
ции целевого белка. Фракции rhPDGF-BB до и по-

Рис. 3. Профили элюции rhPDGF-BB с различных
катионообменных сорбентов. а – профили элюции в
статическом режиме: 1 – CM Sepharose, 2 – SP Sep-
harose, 3 – Capto S, 4 – Source 30S, 5 – GigaCap S 650S,
6 – GigaCap CM 650M; б – профили элюции в про-
точном режиме: 1 – Source 30S, 2 – GigaCap S 650S,
3 – GigaCap CM 650M.
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Рис. 4. Отмывка сорбента буферным раствором с рН 7.0
на стадии захвата. Э1–Э2 – фракции отмывки белка
буферным раствором рН 7.0; Э3–Э4 – фракции элю-
ции белка с сорбента Toyopearl GigaCap CM 650-M
линейным градиентом от 0 до 1 М NaCl.
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сле проведения хроматографии проанализирова-
ли с помощью коммерческого набора Pichia pasto-
ris HCP ELISA Kit (“Cygnus Technologies”, США).

При расчете концентрации HCP были получе-
ны значения, указанные на рис. 5. Проведено срав-
нение результатов со значениями, полученными
при очистке rhPDGF-BB по методике с использо-
ванием Heparin Sepharose HP и отмывки с 0.1%-ным
Triton X-114 (запрещен для использования в био-
фармацевтической промышленности).

Полученные данные свидетельствовали о том,
что с помощью анионообменной хроматографии
“в проскок” можно эффективно избавиться от
примесей белков продуцента. Такой подход более
удобен, так как на рынке доступно множество
сорбентов марки Q с различным типом матрицы,
для хроматографии необходим 1 буферный рас-
твор, уменьшаются потери белка и трудоемкость
очистки.

В современной биотехнологии до сих пор стан-
дартом производства является периодический про-
цесс, в ходе которого одна партия продукта обра-
батывается за один технологический цикл. Боль-
шими преимуществами обладают непрерывные
процессы: считается, что замена периодического
процесса на непрерывный в рамках производства
может увеличить продуктивность, уменьшить
при этом количество и габариты оборудования,
размеры производственной площадки, стоимость
продукта, а также возможность быстро проводить
очистку нестабильных молекул. Для P. pastoris в
последние годы интенсивно разрабатываются не-
прерывные технологии культивирования [18–20],
что в свою очередь формирует запрос на разра-
ботку непрерывных процессов хроматографиче-
ской очистки. Один из способов проведения непре-
рывной хроматографии подразумевает использова-
ние вместо одной большой колонны с сорбентом
несколько маленьких, работающих параллельно:
пока на одной колонке происходит нанесение, на

другой идет элюция, на третьей – санизация и т.д.
Такой подход может значительно увеличить про-
дуктивность очистки рекомбинантных белков из
КЖ P. pastoris, так как из всех этапов очистки наи-
большее время занимает нанесение большого
объема КЖ на стадии захвата, что влечет за собой
негативные последствия для качества целевого
белка, а также длительный простой оборудования
для проведения следующих этапов очистки. В
разработанной схеме хроматографической очист-
ки, в отличие от существующих решений, основ-
ной объем примесей удаляется уже на стадии ка-
тионообменной хроматографии, тогда как на ста-
дии анионообменной хроматографии удалялись
остаточные примеси, при этом пробоподготовка
между двумя стадиями требовалась минимальная.
В перспективе не составит труда вместо одной па-
ры колонок взять их несколько, и проводить не-
прерывную очистку rhPDGF-BB небольшими
партиями. Таким образом, разработанная в рабо-
те схема очистки может рассматриваться как наи-
более близкая к непрерывному процессу.

Определение активности rhPDGF-BB. Полу-
ченный по оптимизированной методике rhP-
DGF-BB в ходе WST-теста показал пролифера-
тивную активность на культуре фибробластов 3Т3,
сравнимую с пролиферативной активностью ана-
логов (рис. 6). Фибробласты 3Т3 имеют мезенхи-
мальное происхождение и экспрессируют на по-
верхности мембраны рецепторы к hPDGF-BB.
Расчeтная эффективная концентрация ED50 rhP-
DGF-BB составила 5.0 ± 2.64 нг/мл.

***

Предложен оптимизированный метод получе-
ния активного rhPDGF-BB высокой чистоты.
Оптимизация методики выделения и очистки
позволила упростить схему за счeт исключения тру-

Рис. 5. Содержание примесных хозяйских белков P. pas-
toris после хроматографической очистки rhPDGF-BB.

Катионообменная
хроматография на Capto S

(режим связывания)

Аффинная
хроматография
на Heparin-HP

(режим связывания)

HCP: 1120 ± 28 нг/мг

HCP: 116 ± 15* нг/мг HCP: 33 ± 4 нг/мг

HCP: 166 ± 14 нг/мг

Анионообменная
хроматография

на Q Sepharose HP
(режим проскока)

Катионообменная
хроматография

на GigaCap CM 650-M
(режим связывания)

Рис. 6. Анализ пролиферативного эффекта rhPDGF-
BB, полученного по оптимизированной методике,
методом WST-1-теста. 1 – клеточная линия фиброб-
ластов 3Т3, 2 – клеточная линия HEK293F.
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доeмких стадий. Полученный rhPDGF-BB имел
чистоту >98% по результатам электрофореза в
ПААГ, с содержанием неактивного мономера <1%
и HCP 29–37 нг/мг белка. Было установлено, что
полученный таким методом rhPDGF-BB ока-
зывал пролиферативный эффект на фибробла-
сты 3Т3, эффективная концентрация составля-
ла 5.0 ± 2.64 нг/мл. Полученные результаты могут
быть использованы для разработки более эффек-
тивной и экономически выгодной промышлен-
ной технологии для использования в регенера-
тивной медицине и исследованиях.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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Purification Method Optimization of Recombinant Platelet-Derived Growth 
Factor rhPDGF-BB Expressed in Methylotrophic Yeast Pichia pastoris

A.-A. V. Misterovaa, *, V. A. Chicherina, and A. S. Gerasimova

aVyatka State University, Kirov, 610000 Russia
*e-mail: usr21438@vyatsu.ru

Recombinant human platelet-derived growth factor rhPDGF-BB is one of the major cytokines, which has
been approved for medical use. Medical drug “becaplermin”, containing rhPDGF-BB has been approved for
neuropathic ulcer and severe skin burns treatment, as well as in periodontal surgery (in combination with os-
teoconductive matrices). In this article, we sought to optimize purification process to obtain high purity rh-
PDGF-BB using methylotrophic yeast Pichia pastoris – a production host for rhPDGF-BB. A faster and
simpler chromatography purification method has been suggested which allows to obtain rhPDGF-BB with
purity >98% as determined by SDS-PAGE and containing host cell proteins (HCP) 33 ± 4 ng/mg, as mea-
sured by ELISA. The effective proliferative dose of rhPDGF-BB measured by WST-1 proliferative assay on
3T3 mouse fibroblast cell culture is 5.02 ± 2.64 ng/mL, which is comparable to commercially available ana-
logues. The optimized method can be attractive for production scale use.

Keywords: Human platelet-derived growth factor, growth factors, Pichia pastoris, diabetic foot ulcers, recom-
binant proteins
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Амплификация длинных фрагментов со сложных матриц, таких как геномная ДНК эукариот, явля-
ется сложной задачей для большинства ДНК-полимераз. В работе проведено сравнение эффектив-
ности 6 вариантов ДНК-полимераз для амплификации с геномной ДНК картофеля Solanum tubero-
sum полноразмерных последовательностей генов, кодирующих факторы инициации трансляции се-
мейства eIF4E, а также для синтеза фрагментов генома вируса Y картофеля с кДНК растений
картофеля, зараженных этим вирусом. Было установлено, что эффективность амплификации раз-
личными ДНК-полимеразами в целом падала с увеличением длины ампликонов. Наибольшую эф-
фективность синтеза длинных фрагментов продемонстрировали полимеразы LongAmp и Platinum
SuperFi II, которые позволяли с высокой эффективностью синтезировать ПЦР-продукты длиной
более 10 тысяч пар оснований, наименьшую – полимераза Encyclo. Ни одна из ДНК-полимераз не
обеспечила эффективную амплификацию всех исследованных фрагментов ДНК. В то же время, лю-
бой из исследованных фрагментов ДНК мог быть амплифицирован с помощью не менее чем одного
варианта ДНК-полимеразы. Таким образом, выбор ДНК-полимеразы имел ключевое значение для
эффективности синтеза определенного ПЦР-продукта.

Ключевые слова: полимеразная цепная реакция, ПЦР длинных фрагментов, ДНК-полимераза
DOI: 10.31857/S0555109923040025, EDN: QYRYJY

Полимеразная цепная реакция является од-
ним из базовых методов, без которого практиче-
ски невозможно представить работу современной
молекулярно-биологической лаборатории. Отли-
чительной особенностью этого метода является
его универсальность, то есть способность эффек-
тивно синтезировать разнообразные нуклеотидные
последовательности с образцов ДНК, выделенных
из различных организмов. Однако все еще суще-
ствуют некоторые приложения ПЦР, для которых
этот метод демонстрирует сниженную эффектив-
ность, одним из которых является амплификация
длинных последовательностей ДНК [1]. К длинным
обычно относят ампликоны более 4–5 т.п.о. Ам-
плификация подобных последовательностей не
входит в число наиболее рутинных применений
ПЦР, однако может требоваться для решения раз-
личных научных задач, связанных с молекулярным
клонированием или генетическим анализом. Так,
методы высокопроизводительного секвенирова-
ния позволяют осуществлять параллельное тар-
гетное секвенирование большого количества ам-
пликонов, позволяя характеризовать выбранный

участок генома в большом числе биологических
образцов, что является относительно простой и
дешевой альтернативой полногеномному секве-
нированию [2–6]. Секвенирование длинных ам-
пликонов позволяет анализировать полные по-
следовательности эукариотических генов или да-
же целых генетических кластеров [7–11], а также
полных геномов вирусов [12–15].

Для эффективной амплификации длинных
фрагментов предложены различные подходы,
вплоть до весьма экзотических, например осно-
ванные на дизайне праймеров со специальными
довесками, обеспечивающими внутримолекуляр-
ную гибридизацию ампликонов [16, 17], а также
использовании дополнительных ферментов [18].
Широко применимым способом повышения эф-
фективности синтеза длинных фрагментов в ПЦР
является использование специальных ДНК-по-
лимераз [8, 15, 19, 20]. Хотя амплификация длин-
ных фрагментов и считается трудной задачей для
большинства ДНК-полимераз, в настоящий мо-
мент имеется множество вариантов этих фермен-
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тов, которые предлагаются производителями как
специально предназначенные или, по крайней
мере, подходящие для синтеза длинных амплико-
нов. Однако, как справедливо замечено в работе
[8], объем информации об исследовании пригод-
ности того или иного варианта полимеразы для
амплификации длинных последовательностей в
научной литературе обычно невелик. При этом,
такие данные в целом можно считать более объ-
ективными, чем информация, предоставляемая
производителями ДНК-полимераз.

Многие сельскохозяйственные растения име-
ют сложные полиплоидные геномы большого
размера. Геномная ДНК, выделенная из растений
с помощью стандартных методов, часто содержит
большое количество различных примесей, отри-
цательно влияющих на эффективность ПЦР [21].

Цель работы – сравнение эффективности 6 ва-
риантов ДНК-полимераз для амплификации длин-
ных последовательностей с геномной ДНК картофе-
ля Solanum tuberosum – растения, для которого харак-
терно высокое содержание фенолов, ингибирующих
ПЦР [22–24]. Кроме того, было осуществлено срав-
нение эффективности этих ДНК-полимераз для
амплификации последовательности вируса Y кар-
тофеля (PVY) c кДНК, синтезированной с общей
РНК зараженных PVY растений этой культуры.

МЕТОДИКА
Выделение нуклеиновых кислот. Выделение ДНК

из растительного материала листовых тканей кар-
тофеля проводили модифицированным методом
ЦТАБ [25]. Выделение общей РНК вируса из рас-
тительного материала листовых тканей картофе-
ля, зараженного PVY, проводили реагентом Ex-
tractRNA (“Евроген”, Россия) в соответствии с
протоколом производителя. Контроль качества
геномной ДНК и общей РНК осуществляли с по-
мощью электрофореза в агарозном геле.

Получение кДНК вируса Y картофеля. Провер-
ка зараженности PVY растений картофеля сорта
Вектор осуществлялась с помощью набора реа-
гентов PV-001 для дифференциальной диагности-
ки и выявления РНК вирусов картофеля методом
ОТ-ПЦР-РВ (“Синтол”, Россия). Из растений
картофеля S. tuberosum сорта Вектор, зараженных
PVY, была выделена общая РНК с использовани-
ем реагента ExtractRNA (“Евроген”, Россия). По-
лучение кДНК вируса Y картофеля осуществля-
лось с использованием ProtoScript® II First Strand
cDNA Synthesis Kit (“NEB”, США) в соответ-
ствии с протоколом производителя.

Подбор праймеров. Подбор праймеров для ам-
плификации полноразмерных последовательно-
стей генов факторов инициации трансляции eIF4E1,
eIF4E2, eIF(iso)4E, nCBP осуществлялся к высо-
коконсервативным участкам в 5'-некодирующих

областях этих генов (Fw-праймер) и 3'-некодиру-
ющих областях этих генов (Rv-праймер). Высоко-
консервативные участки были идентифицированы
путем анализа имеющихся сборок геномов культур-
ного картофеля S. tuberosum сортов MSH14-112
(GenBank: CP046696.1), Р8 (GenBank: CP046682.1) и
Solyntus (GenBank: CP055236.1), и дикого картофе-
ля Solanum pinnatisectum (сорт CGN17745 (GenBank:
CP047566.1). Подбор праймеров для амплификации
полноразмерного PVY, а также его фрагментов осу-
ществлялся к участкам PVY, консервативным по
своей нуклеотидной последовательности в изоля-
тах этого вируса, имеющих различное географиче-
ское происхождение (номера в GenBank: OUNKS,
AB711155.1; T13, AB714135.1; v942490, EF016294.1;
JVW-186, KF770835.1; GZ, MN381731.1; SL50V,
MW595187.1). Последовательности праймеров
приведены в табл. 1.

Полимеразная цепная реакция. Состав реакци-
онной смеси соответствовал рекомендациям про-
изводителей ДНК-полимераз. Для расчета опти-
мальной температуры отжига праймеров использо-
вались приложения “Tm calculator” фирм NEB
(https://tmcalculator.neb.com/#!/main) и Ther-
moFisher Scientific (https://www.thermofish-
er.com/de/de/home/brands/thermo-scientific/molec-
ular-biology/molecular-biology-learning-center/mo-
lecular-biology-resource-library/thermo-scientific-
web-tools/tm-calculator.html). Для полимеразы En-
cyclo (“Евроген”, Россия) расчет температуры
отжига праймеров производился с помощью ре-
комендованной производителем формулы.
ПЦР проводились в амплификаторе “MiniA-
mp™ Plus Thermal Cycler” (“ThermoFisher Scientif-
ic”, США). Условия амплификации приведены в
табл. 2. В качестве матрицы использовали пули-
рованную смесь геномной ДНК, выделенную из
10 растений картофеля сорта Жуковский ранний,
разведенную в 10 раз ТЕ-буфером. Анализ про-
дуктов амплификации производился методом
электрофореза 2 мкл (для генов eIF4E) или 4 мкл,
для фрагментов PVY) ПЦР-смеси в 1.2%-ном ага-
розном геле с использованием маркера 1 kb DNA
Ladder (“Евроген”, Россия) в качестве стандарта.
Все ПЦР были осуществлены и продукты ампли-
фикации проанализированы не менее, чем в трех-
кратной повторности.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Амплификация полноразмерных последователь-

ностей генов факторов инициации трансляции eIF4E
картофеля. Культурный картофель S. tuberosum
содержит 4 гена, кодирующие факторы инициа-
ции трансляции eIF4E – базовый eIF4E1, наибо-
лее гомологичный ему eIF4E2, характерный для
различных представителей семейства Solanaceae
[26], изоформу eIF4E – eIF(iso)4E, а также так на-
зываемый новый кэп-связывающий белок nCBP
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[27]. Последовательности генов, кодирующих все
4 варианта факторов инициации трансляции eIF4E
картофеля, были идентифицированы в трех отсе-
квенированных к настоящему моменту геномах
культурного картофеля S. tuberosum и в дикорас-
тущем виде S. pinnatisectum. К этим генам были
подобраны праймеры (табл. 1), отжигающиеся на
высококонсервативных участках в 5'-некодирую-
щей области генов перед старт-кодоном и в 3'-не-
кодирующей области генов после стоп-кодона.
Амплификация последовательностей генов фак-
торов инициации трансляции eIF4E картофеля
осуществлялась с помощью 6 вариантов ДНК-по-
лимераз – Q5, Phusion, LongAmp (“NEB”, США),
Platinum SuperFi II, Phusion (“ThermoFisher Sci-
entific”, США), Encyclo (“Евроген”, Россия). Все
эти ДНК-полимеразы позиционируются произ-
водителями как пригодные для синтеза длинных
ампликонов со сложных матриц, к которым отно-
сится геномная ДНК. Для каждого из четырех ге-
нов факторов инициации трансляции картофеля по
крайней мере с некоторыми из вариантов полиме-
раз удалось получить ПЦР-продукты (рис. 1), по сво-
ей длине приблизительно соответствующие предпо-
лагаемой длине этих генов. Исключение составлял
ген eIF4E1, длина ПЦР-продукта для которого была
существенно выше (7000 п.о.), чем предполагаемая
из анализа данных сборок геномов (4000–5000 п.о.).
Специфичность амплификации была подтвер-
ждена секвенированием по Сэнгеру 5'-концевых
и 3'-концевых областей ПЦР-продуктов.

Наиболее эффективная амплификация различ-
ными вариантами полимераз наблюдалась в от-
ношение генов eIF(iso)4E и nCBP. Эти гены эф-

фективно амплифицировались практически все-
ми исследованными ДНК-полимеразами, за
исключением полимеразы Encyclo, продемон-
стрировавшей низкую эффективность амплифи-
кации в отношение гена eIF(iso)4E (рис. 1). Важ-
но отметить, что в случае eIF(iso)4E различными
вариантами полимераз амплифицировались два
фрагмента несколько различающейся длины, при
этом однако оба фрагмента представляли собой по-
следовательности гена eIF(iso)4E, исходя из секве-
нирования их концевых участков (данные не при-
ведены). Вероятно, два ПЦР-продукта различной
длины обусловлены полиморфизмом гена
eIF(iso)4E в сорте картофеля Жуковский ран-
ний, предположительно содержанием в некоди-
рующих областях этого гена протяженных деле-
ций и/или вставок.

Ген eIF4E1 в картофеле сорта Жуковский
ранний имел существенно большую длину, чем
eIF(iso)4E и nCBP. Эффективная амплифика-
ция eIF4E1 наблюдалась с четырьмя варианта-
ми ДНК-полимераз из шести – Q5, обоими вари-
антами полимеразы Phusion и с LongAmp, при
этом последняя продемонстрировала наиболее
высокую эффективность. В противоположность
этому, амплификация с полимеразами Encyclo и
Platinum SuperFi II не приводила к получению де-
тектируемых количеств ПЦР-продукта eIF4E1.

Наименьшая эффективность амплификации
наблюдалась в отношение наиболее длинного ге-
на – eIF4E2, размер которого превышал 10000 п.о.
Полимераза LongAmp амплифицировала этот ген
с сопоставимой эффективностью по сравнению с
остальными генами – eIF4E1, eIF(iso)4E и nCBP.

Таблица 1. Последовательности праймеров, использовавшихся для амплификации

Праймер Последовательность 5'–3'

Факторы инициации трансляции
eIF4E1 Fw tctcatctctcatctgtcctag
eIF4E1 Rv cacgagttactcaaaccagaagc
eIF4E2 Fw ccataaccaaccccacaaatttc
eIF4E2 Rv ctgtattgattgcattccctgttg
eIF(iso)4E Fw gcccactaacatcaatcaattgg
eIF(iso)4E Rv gctaatcgtacaatttcagtattgg
nCBP Fw ccgattcgtttgtagaagaagg
nCBP Rv gccagtactggggataatcc

Фрагменты генома вируса
PVY F1 aattaaaacaactcaatacaacataaga
PVY R1 gccaggttccaagcttt
PVY F2 gccaaagcttggaacctg
PVY R2 gcttcattgttctgccatca
PVY F3 tgatggcagaacaatgaag
PVY R3 gtctcctgattgaagtttacag
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Таблица 2. Условия амплификации

* 63°C при амплификации последовательности гена nCBP.

фермент Состав реакционной 
смеси

Условия ПЦР генов 
eIF4E

Условия ПЦР 
фрагментов 2, 3, 4 PVY

Условия ПЦР 
фрагмента 1 PVY

Q5 Буфер (5Х) – 5 мкл,
dNTP (10 мM) – 0.5 мкл,
праймер Fw – 1.25 мкл,
праймер Rv – 1.25 мкл,
полимераза – 0.25 мкл,

98°С 40 с 98°С 40 с 98°С 40 с
30 циклов
98°С 15 с
64°C 20 с
72°С 7 мин

30 циклов
98°С 15 с
60°C 20 с
72°С 7 мин

30 циклов
98°С 15 с
59°C 20 с
72°С 7 мин

ДНК-матрица – 0.5 мкл,
вода – 16.25 мкл 72°С 10 мин 72°С 10 мин 72°С 10 мин

Platinum
SuperFi II

Буфер (5Х) – 4 мкл,
dNTP (10 мM) – 0.4 мкл,
праймер Fw – 1 мкл,
праймер Rv – 1 мкл,
полимераза – 0.4 мкл,
ДНК-матрица – 0.5 мкл,
вода – 12.7 мкл

98°С 40 с 98°С 40 с 98°С 40 с
30 циклoв
98°С 15 с
60°C 20 с
72°С 7 мин

30 циклoв
98°С 15 с
60°C 20 с
72°С 7 мин

30 циклoв
98°С 15 с
60°C 20 с
72°С 7 мин

72°С 10 мин 72°С 10 мин 72°С 10 мин

Phusion (Thermo 
Fisher Scientific)

Буфер (5Х) – 4 мкл,
dNTP (10 мM) – 0.4 мкл,
праймер Fw – 1 мкл,
праймер Rv – 1 мкл,
полимераза – 0.2 мкл,
ДНК-матрица – 0.5 мкл,
вода – 12.9 мкл

98°С 40 с 98°С 40 с 98°С 40 с
30 циклoв
98°С 15 с
62°C 20 с
72°С 7 мин

30 цикл°в
98°С 15 с
60°C 20 с
72°С 7 мин

30 циклoв
98°С 15 с
60°C 20 с
72°С 7 мин

72°С 10 мин 72°С 10 мин 72°С 10 мин

Phusion
(NEB)

Буфер (5Х) – 4 мкл,
dNTP (10 мM) – 0.4 мкл,
праймер Fw – 1 мкл,
праймер Rv – 1 мкл,
полимераза – 0.2 мкл,
ДНК-матрица – 0.5 мкл,
вода – 12.9 мкл

98°С 40 с 98°С 40 с 98°С 40 с
30 циклoв
98°С 15 с
62°C 20 с
72°С 7 мин

30 циклoв
98°С 15 с
60°C 20 с
72°С 7 мин

30 циклoв
98°С 15 с
60°C 20 с
72°С 7 мин

72°С 10 мин 72°С 10 мин 72°С 10 мин

LongAmp Буфер (5Х) – 5 мкл,
dNTP (10 мM) – 0.75 мкл,
праймер Fw – 1 мкл,
праймер Rv – 1 мкл,
полимераза – 1 мкл,
ДНК-матрица – 0.5 мкл,
вода – 15.75 мкл

95°С 30 с 95°С 30 с 95°С 30 с
30 циклoв
95°С 15 с
55°C 20 с
65°С 14 мин

30 циклoв
95°С 15 с
51°C 20 с
65°С 14 мин

30 циклов
95°С 15 с
50°C 20 с
65°С 14 мин

65°С 10 мин 65°С 10 мин 65°С 10 мин

Encyclo Буфер (10Х) – 2.5 мкл,
dNTP (10 мM) – 0.5 мкл,
праймер Fw – 1 мкл,
праймер Rv – 1 мкл,
полимераза – 0.5 мкл,
ДНК-матрица – 0.5 мкл,
вода – 19 мкл

95°С 30 с 95°С 30 с 95°С 30 с
30 циклов
95°С 15 с
66°C* 20 с
65°С 14 мин

30 циклов
95°С 15 с
58°C 20 с
65°С 14 мин

30 циклов
95°С 15 с
55°C 20 с
65°С 14 мин

65°С 10 мин 65°С 10 мин 65°С 10 мин

Полимеразы Platinum SuperFi II, Phusion (“NEB”)
и Phusion (“ThermoFisher Scientific”) также поз-
воляли осуществить амплификацию eIF4E2, хотя
эффективность ПЦР была очевидно ниже по

сравнению с амплификацией этими полимераза-
ми других трех генов факторов инициации транс-
ляции картофеля. Амплификация eIF4E2 с помо-
щью полимеразы Q5 позволила получить лишь
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незначительное количество ПЦР-продукта, в то
время как использование полимеразы Encyclo не
позволило амплифицировать eIF4E2.

Амплификация полноразмерной последователь-
ности вируса Y картофеля PVY с кДНК зараженных
растений картофеля. Вирус Y картофеля PVY яв-
ляется наиболее значимым вирусным патогеном
этой культуры, геном которого представлен одно-
цепочечной положительной РНК [28]. Из зара-
женных PVY растений картофеля сорта Вектор бы-
ла выделена общая РНК и получена кДНК. С прай-
меров, отжигающихся на консервативных участках
на 5'- и 3'-конце генома PVY, была осуществлена
амплификация полноразмерного генома этого ви-
руса с использованием тех же 6 вариантов ДНК-по-
лимераз, которые использовались для амплифи-
кации генов факторов инициации трансляции
картофеля. Использование полимераз Q5, Phu-
sion (“NEB”), Phusion (“ThermoFisher Scientific”)
и Encyclo не привело к накоплению ампликона
полноразмерного генома PVY в визуально детек-
тируемых количествах (рис. 2а). Амплификации
удалось добиться с помощью полимераз LongAmp и
Platinum SuperFi II, однако накопление ПЦР-про-
дукта в обоих случаях было низким. Кроме того,
при амплификации полноразмерного PVY поли-
меразой LongAmp наблюдалось также образова-
ние более короткого ПЦР-продукта длиной око-
ло 7000 п.о.

Поскольку эффективной амплификации пол-
ного генома PVY не удалось добиться ни с одним
из шести исследованных вариантов ДНК-полиме-
раз, к последовательности генома PVY были по-
добраны внутренние праймеры на высококон-
сервативные участки, которые позволяли ампли-
фицировать геном PVY в виде перекрывающихся
фрагментов (рис. 2б). Фрагмент 1, включавший
практически половину генома PVY с 5'-конца и
имевший длину около 4800 п.о., в отличие от пол-
ного генома PVY амплифицировался большин-
ством вариантов ДНК-полимераз, за исключением
Phusion (“ThermoFisher Scientific”). Однако коли-
чество синтезированного ПЦР-продукта во всех
случаях было низким. Фрагмент 2, включавший в
себя 3'-часть генома PVY длиной около 5200 п.о.,
амплифицировался всеми исследованными ва-
риантами ДНК-полимераз. При этом, выход
ПЦР-продукта был высоким для всех вариантов по-
лимераз, кроме Phusion (“ThermoFisher Scientific”).

Фрагмент 3 генома PVY, включавший в себя
весь фрагмент 2 и около половины фрагмента 1,
имел длину приблизительно 7500 п.o. Увеличение
длины амплифицируемой 3'-части генома PVY
несколько снизило эффективность амплифика-
ции для полимераз Q5 и LongAmp, но не для по-
лимеразы Platinum SuperFi II. Полимеразы Ency-
clo, Phusion (“NEB”) и Phusion (“ThermoFisher
Scientific”) оказались неспособны амплифициро-
вать фрагмент 3, при том что две из них – Encyclo

Рис. 1. Амплификация факторов трансляции картофеля eIF4E1 (E1), eIF4E2 (E2), eIF(iso)4E (Eiso) и nCBP 6 вариан-
тами ДНК-полимераз. Phusion(N) – полимераза Phusion фирмы-производителя “NEB”, Phusion(T) – полимераза
Phusion фирмы-производителя “ThermoFisher Scientific”.

Q5 SuperFi II Phusion(N)
E1 E2 Eiso nCBPE1 E2 Eiso nCBPE1 E2 Eiso nCBP
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и Phusion (“NEB”) – эффективно амплифициро-
вали более короткий фрагмент 2. Фрагмент 4,
включавший 5'-часть генома PVY, амплифициро-
вался в детектируемых количествах только 3 ва-
риантами ДНК-полимераз из 6 – Platinum Super-
Fi II, Longamp и Encyclo, несмотря на свой не-
большой размер (приблизительно 2200 п.о.).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В этой работе была исследована эффектив-
ность 6 вариантов ДНК-полимераз для амплифика-
ции длинных нуклеотидных последовательностей с
матрицы геномной ДНК и кДНК растений карто-
феля. В целом, эффективность амплификации при
увеличении длины ПЦР-продукта ожидаемо сни-
жалась. Среди факторов инициации трансляции се-
мейства eIF4E, наибольшая эффективность ампли-
фикации для всех вариантов ДНК-полимераз на-
блюдалась в отношении генов eIF(iso)4E и nCBP,
длина ампликона для которых была менее 4 т.п.о.,
т.е. они не относились к условной категории
“длинных ампликонов”. Из всех вариантов поли-

мераз, только Encyclo показала неудовлетворитель-
ную эффективность в отношении одного из этих
относительно коротких ампликонов – eIF(iso)4E.
В противоположность этому, добиться высоко-
эффективной амплификации наиболее длинного
гена eIF4E2 удалось с использованием единствен-
ного варианта ДНК-полимеразы – LongAmp. По-
лимераза Platinum SuperFi II также позволяла до-
статочно эффективно амплифицировать eIF4E2,
однако выход ПЦР-продукта был существенно
ниже, чем при использовании LongAmp.

При проведении ПЦР с использованием кДНК
в качестве матрицы добиться высокоэффектив-
ной амплификации полного генома PVY длиной
около 10000 п.о. не удалось ни с одним вариантом
полимеразы, хотя с помощью Platinum SuperFi II
и LongAmp удалось синтезировать визуально детек-
тируемые количества ампликона полноразмерного
PVY. Низкий выход ПЦР может быть связан не
только с большим размером ампликона, но и с
низкой эффективностью амплификации 5'-части
генома PVY, наблюдавшейся для всех вариантов
ДНК-полимераз. Это по всей видимости опреде-

Рис. 2. Амплификация полноразмерного генома вируса Y картофеля (PVY) и 4 фрагментов генома вируса (фрагменты
1, 2, 3, 4) с использованием 6 вариантов ДНК-полимераз (а) и схематическое изображение генома PVY, 4 фрагментов
генома и расположения праймеров, использовавшихся для амплификации (б). Названия праймеров для амплифика-
ции фрагментов генома PVY соответствуют приведенным в табл. 1.
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ляется худшим качеством синтеза кДНК с 5'-ча-
стей длинных молекул мРНК, поскольку синтез
кДНК происходит в направлении 5'–3' [29]. Дей-
ствительно, эффективность амплификации фраг-
ментов 2 и 3, расположенных в 3'-части генома PVY,
была намного выше, чем фрагментов 1 и 4, распо-
ложенных в 5'-части генома вируса, при большей
длине ампликонов (рис. 2).

Все исследованные варианты ДНК-полимераз
позиционируются производителями как пригод-
ные для амплификации длинных фрагментов.
Указанные производителями максимальные дли-
ны ПЦР-продукта, допускающие эффективную
амплификацию, составляют 20 т.п.о. для Encyclo,
Platinum SuperFi II и Phusion (“ThermoFisher Sci-
entific”), и 30 т.п.о. для LongAmp; для Q5 и Phu-
sion (“NEB”) численные данные не приведены.
Поскольку протяженность даже наиболее длин-
ных из ампликонов, исследованных в настоящей
работе, существенно меньше этих значений, сни-
женная эффективность их амплификации веро-
ятно связана не только с размерами этих ампли-
конов, но и с использованием сложных матриц
при проведении ПЦР. Загрязнение геномной ДНК
картофеля веществами-ингибиторами ПЦР, а так-
же сниженное качество синтеза длинных молекул
кДНК, снижает общую эффективность амплифи-
кации, что в сочетании с повышенной сложностью
синтеза длинных ампликонов вероятно и привело к
наблюдаемой в целом невысокой эффективности
амплификации наиболее длинных фрагментов как
с геномной ДНК, так и с кДНК.

Наибольшую эффективность в амплификации
различных длинных последовательностей – как
генов eIF4E, так и фрагментов PVY, – продемон-
стрировала полимераза LongAmp. Использование
этой полимеразы позволяло осуществить синтез
всех генов eIF4E и всех фрагментов PVY. Однако,
если при амплификации генов eIF4E полимераза
LongAmp показала эффективность значительно
большую, чем остальные варианты ДНК-полиме-
раз, то при амплификации фрагментов PVY для 3
из 5 вариантов фрагментов выход ПЦР-продук-
тов был низким. Полимераза Platinum SuperFi II,
которая в этой работе также продемонстрировала
в целом высокую эффективность амплификации
различных последовательностей, оказалась неспо-
собной амплифицировать ген eIF4E1, с амплифи-
кацией которого справились все остальные вари-
анты полимераз, кроме Encyclo. Оба варианта
Phusion продемонстрировали достаточно высокую
эффективность при амплификации генов eIF4E; в
то же время, полимераза Phusion (“NEB”) эффек-
тивно амплифицировала только некоторые фраг-
менты генома PVY, в то время как полимераза Phu-
sion (“ThermoFisher Scientific”) – ни один из
фрагментов PVY. Приведенные выше результаты
свидетельствуют о наличии у ДНК-полимераз спе-
цифических сложностей с синтезом определенных

ампликонов, разных для различных полимераз. Из
этого следует, что для достижения эффективной
амплификации конкретной последовательности
выбор ДНК-полимеразы имеет ключевое значе-
ние. Например, полимераза Encyclo, которая в
настоящей работе в целом продемонстрировала
наименьшую эффективность, амплифицировала
фрагмент 4 PVY более эффективно, чем полиме-
разы Q5, Platinum SuperFi II и оба варианта поли-
меразы Phusion.

По литературным данным, синтез коротких
нецелевых последовательностей может быть од-
ним из существенных затруднений при проведе-
нии ПЦР длинных фрагментов, что определяется
в целом более высокой эффективностью синтеза
коротких фрагментов по сравнению с длинными
[17]. Однако в настоящей работе появление более
коротких нецелевых ПЦР-продуктов наряду с
длинным целевым практически не наблюдалось,
за исключением синтеза небольшого количества
коротких нецелевых продуктов при амплифика-
ции полноразмерного PVY полимеразой Lon-
gAmp, а также фрагмента 2 PVY – некоторыми ва-
риантами полимераз, что указывает на высокую
специфичность амплификации.

***
Полимераза LongAmp, которая в настоящей

работе продемонстрировала высокую эффектив-
ность, характеризуется относительно невысокой
точностью амплификации, по заявлениям произ-
водителя (“NEB”) превышающей точность Taq-
полимеразы в 2 раза. Низкая точность накладыва-
ет ограничения на применимость этой полимера-
зы для таких приложений, как например клони-
рование длинных последовательностей при со-
здании генетических конструкций. Полимераза
Platinum SuperFi II, которая характеризуется на-
много более высокой точностью синтеза, в данной
работе проявила способность эффективно синтези-
ровать различные длинные ампликоны. Эта поли-
мераза успешно применялась для амплификации
длинных последовательностей различного про-
исхождения [30–36]. Недостатком полимеразы
Platinum SuperFi II является ее высокая стоимость,
которая значительно превышает стоимость боль-
шинства коммерчески доступных ДНК-полиме-
раз, в том числе всех ферментов, исследованных в
этой работе.

Ни одна из исследованных в этой работе
ДНК-полимераз не обеспечивала эффективную
амплификацию всех целевых фрагментов ДНК. В
то же время, практически любой из представлен-
ных в данном исследовании фрагментов ДНК
или кДНК, в том числе длинных (≈5000 п.о. и бо-
лее), мог быть эффективно амплифицирован с
использованием по крайней мере одного вариан-
та ДНК-полимеразы. Исходя из этого, при воз-
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никновении перед исследователем необходимо-
сти в амплификации длинных фрагментов ДНК,
в особенности со сложных матриц, к которым от-
носится геномная ДНК многих растений, можно
рекомендовать экспериментальную валидацию
нескольких вариантов ДНК-полимераз как эф-
фективный способ добиться удовлетворительной
амплификации целевого участка генома.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке гранта Российского Научного Фонда
№ 21-76-10050 с использованием оборудования
Центра коллективного пользования “Биотехноло-
гия” Всероссийского научно-исследовательского
института сельскохозяйственной биотехнологии
(соглашение RFMEFI62114×0003).
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The Efficiency of Various DNA Polymerases for Amplification 
of Long Sequences from Genomic DNA and cDNA of Cultivated Potato

A. D. Antipovа and N. E. Zlobinа, *
аAll-Russia Research Institute of Agricultural Biotechnology, Timiryazevskaya, 42, Moscow, 127550 Russia

*e-mail: stresslab@yandex.ru

Amplification of long fragments from complex templates, such as eukaryotic genomic DNA, is considered a
difficult task for most DNA polymerases. In this research, 6 variants of DNA polymerases were used to am-
plify full-length sequences from the genomic DNA of Solanum tuberosum genes encoding translation initia-
tion factors of the eIF4E family, as well as for the synthesis of fragments of the potato Y virus genome from
cDNA of potato plants infected by this virus. It was found that the efficiency of amplification by various DNA
polymerases generally decreased with increasing length of the amplicons. LongAmp and Platinum SuperFi
II polymerases demonstrated the highest efficiency in the synthesis of long fragments, which made it possible
to synthesize PCR products with a length of more than 10,000 base pairs with high efficiency. The lowest ef-
ficiency was demonstrated by Encyclo polymerase. None of the DNA polymerases provided efficient ampli-
fication of all the studied DNA fragments. At the same time, any of the studied DNA fragments could be ef-
fectively amplified using at least one DNA polymerase variant. Thus, the choice of DNA polymerase was of
key importance for the efficiency of the synthesis of a desired PCR product.

Keywords: polymerase chain reaction, long-range PCR, DNA polymerase
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Нарушения липидного обмена представляют собой большую группу заболеваний, для лечения ко-
торых применяются различные стратегии, в том числе использование ингибиторов панкреатиче-
ской липазы, что позволяет снизить поступление и адсорбцию липидов. В настоящем исследовании
впервые показано, что отходы сельскохозяйственного культивирования Cucumis sativus (огурец по-
севной) могут быть источником для получения эффективных ингибиторов липазы. В результате
хроматографического разделения из листьев C. sativus были выделены семь ацилированных флаво-
ноидов, в том числе три новых производных изовитексина, охарактеризованных по данным УФ,
ЯМР спектроскопии и масс-спектрометрии как изовитексин-2"-O-глюкозид-6"-O-ферулат (1),
изовитексин-2"-O-глюкозид-6"-O-п-кумарат (2) и изовитексин-2"-O-(6"'-O-ферулоил)-глюкозид-
6"-O-ферулат (3). Результаты количественной ВЭЖХ показали, что суммарное содержание ацили-
рованных флавоноидов в листьях российских сортов C. sativus составило 3.78–7.44 мг/г. Выделен-
ные соединения продемонстрировали способность к ингибированию панкреатической липазы че-
ловека, причем эффективность флавоноида 3 оказалась наибольшей и превышала активность пре-
парата сравнения (орлистата). Проведенные исследования показали, что листья C. sativus можно
использовать для выделения биологически активных фитокомпонентов, обладающих гиполипиде-
мической активностью.

Ключевые слова: Cucumis sativus, панкреатическая липаза человека, ингибиторы, ацилированные
флавоноиды, изовитексин
DOI: 10.31857/S0555109923040104, EDN: QZMGOJ

В России в последние пять лет было введено в
эксплуатацию 1.5 тыс. гектаров тепличных ком-
плексов, причем в 2021 г. общая площадь подоб-
ных хозяйств увеличилась на 10% [1]. Растущее
количество подобных предприятий стремительно
увеличивает массу растительных отходов – непло-
дового вторичного сырья (стебли, листья, корни),
образующегося в результате вегетации растений и
неиспользуемого в коммерческих целях. Основ-
ным путем утилизации зеленых отходов является
компостирование, хотя биомасса растений может
быть источником для получения хозяйственно-
ценных продуктов, обладающих добавочной ком-
мерческой ценностью [2].

Основной сельскохозяйственной культурой,
включенной в тепличный севооборот, является
огурец посевной (Cucumis sativus L., семейство Тык-
венные) [3]. Биологической особенностью дан-
ной культуры является образование удлиненных-
побегов (стебли, листья). Масса побегов может
достигать до 50–60% от массы плодов, что, по
предварительной оценке, может составлять до

1 млн т в год [4]. Несмотря на широкую включен-
ность плодов C. sativus в хозяйственную деятель-
ность человека в качестве продукта питания, на-
учные исследования зеленых побегов данного ви-
да ограничены лишь общей информацией о
химическом составе [5], в то время как сведения о
детальном составе метаболитов и потенциальной
биологической активности отсутствуют [6]. Ранее
было установлено, что экстракты листьев C. sati-
vus и некоторые фенольные соединения в их со-
ставе обладают способностью ингибировать ак-
тивность панкреатической липазы человека [7].
Данный пищеварительный фермент участвует в
гидролизе эфирных связей триглицеридов и об-
разовании свободных жирных кислот [8], при из-
быточном поступлении которых развивается ряд
гиперлипидемических патологических состоя-
ний, приводящих к формированию атеросклеро-
за и сердечно-сосудистых заболеваний [9]. При-
менение ингибиторов липазы нормализует метабо-
лизм липидов и снижает негативные последствия
гиперлипидемии. К числу эффективных ингибито-

УДК 582.982+547.814.5+612.344
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ров липазы относятся различные соединения [10], в
том числе природного происхождения, среди кото-
рых особого внимания заслуживают флавонои-
ды, инактивирующие липазу и оказывающие эф-
фект снижения концентрации липидов [11]. Учи-
тывая объемы производства C. sativus, данная
культура может стать перспективным сырьем для
фармацевтической промышленности, в частно-
сти для получения фитопрепаратов с гиполипи-
демической активностью.

Цель работы – исследование состава флавоно-
идов листьев C. sativus, выделение основных соеди-
нений и определение их ингибиторного влияния на
активность панкреатической липазы человека.

МЕТОДИКА
Условия эксперимента. Листья C. sativus (сорта

Алфавит F1, Амур F1, Дачный F1, Динамит F1,
Кураж F1, Нежинский, Сибирская гирлянда F1,
Сибирский экспресс F1, Стрелец F1, Торнадо F1)
были собраны в экспериментальном тепличном хо-
зяйстве Института общей и экспериментальной
биологии СО РАН (Республика Бурятия, Россия) и
высушены при 45°С до влажности ≤5% в конвекци-
онном сушильном шкафу ПРО ШСП-У 35/150-120
(ООО “Новые технологии”, Россия).

Для колоночной хроматографии использовали
полиамид, нормально- (SiO2) и обращено-фазовый
силикагель (ОФ-SiO2), сефадекс LH-20 (“Sigma-Al-
drich”, США). Спектрофотометрические исследо-
вания проводили на спектрофотометре СФ-2000
(“ОКБ Спектр”, Россия). Масс-спектры реги-
стрировали на TQ-масс-спектрометре LCMS-8050
(“Shimadzu”, Япония) [12], спектры ЯМР – на
спектрометре VXR 500S (“Varian”, США). Препа-
ративную ВЭЖХ осуществляли на жидкостном
хроматографе LC-20 Prominence (“Shimadzu”),
снабженном колонкой Shim-pak PREP-ODS
(20 мм × 250 мм × 15 мкм) и фотодиодным детек-
тором SPD-M30A (“Shimadzu”), при скорости –
1.0 мл/мин и температуре колонки 20°С.

Экстракция и выделение соединений из листьев
C. sativus. Измельченное сырье (сорт Сибирский
экспресс F1; 5 кг) экстрагировали 70%-ным изо-
пропанолом (1 : 25, 70°С) дважды, после чего экс-
тракт фильтровали через целлюлозный фильтр и
концентрировали в вакууме досуха (1.4 кг). Далее
экстракт разделяли с применением твердофазной
экстракции (ТФЭ) на полиамиде (10 кг), который
промывали водой (ТФЭ-1, 420 г), 70%-ным эта-
нолом (ТФЭ-2, 150 г) и 0.5%-ным раствором ам-
миака в 90%-ном этаноле (ТФЭ-3, 170 г).

Проверка способности ингибировать актив-
ность панкреатической липазы человека спектро-
фотометрическим методом, как описано в работе
[13] показала, что фракция ТФЭ-3 более активная
(IC50 63.22 мкг/мл), чем ТФЭ-1 (IC50 > 500 мкг/мл)

и ТФЭ-2 (IC50 158.63 мкг/мл), поэтому дальней-
шие исследования были проведены с ТФЭ-3. Для
выделения индивидуальных соединений ТФЭ-3
(160 г) хроматографировали методом флэш-хрома-
тографии на Сефадексе LH-20 (колонка 2 × 90 см,
элюент этанол–вода 80 : 20 – фракция А, 70 : 30 –
фракция В, 40 : 60 – фракция С), далее фракции В
и С разделяли на ОФ-SiO2 (колонка 2 × 40 см, элю-
ент вода–ацетонитрил 95 : 5, 90 : 10, 80 : 20, 70 : 30,
60 : 40, 50 : 50) и SiO2 (3 × 40 см, этилацетат–эта-
нол 100 : 0, 90 : 10, 80 : 20, 70 : 30, 60 : 40).

Для разделения близко элюируемых соедине-
ний применяли препаративную ВЭЖХ, исполь-
зуя воду (I) и ацетонитрил (II) в качестве элюен-
тов. Программа элюирования (время элюирования,
мин; % ацетонитрила в воде) – 0–50 мин 5–27%,
50–100 мин 27–40%, 100–150 мин 40–52%. В ре-
зультате были выделены изовитексин-2"-O-глюко-
зид-6"-O-ферулат (630 мг), изовитексин-2"-O-глю-
козид-6"-O-п-кумарат (160 мг), изовитексин-2"-O-
(6"'-O-ферулоил)-глюкозид-6"-O-ферулат (340 мг),
и известные соединения изовитексин-4'-O-глю-
козид-2"-O-(6""-O-ферулоил)-глюкозид (1.6 г),
изовитексин-4'-O-глюкозид-2"-O-(6""-O-п-кума-
роил)-глюкозид (8.3 г), изовитексин-2"-O-(6""-O-
ферулоил)-глюкозид (810 мг) и изовитексин-2"-O-
(6""-O-п-кумароил)-глюкозид (430 мг), идентифи-
цированные по данным УФ, ЯМР спектроскопии
и масс-спектрометрии [14, 15].

Изовитексин-2"-O-глюкозид-6"-O-ферулат (1).
Общая формула – C37H38O18. УФ-спектр (МеОН,
λmax, нм): 273, 292, 322. HR-ESI-MS, m/z: 769.5211
[M–Н]– (расч. 769.6776 для C37H37O18 [M–Н]–).
ESI-MS, m/z (%): 769 [M–H]– (18), 607 [(M–H)–
C6H10O5]– (31), 593 [(M–H)–C10H8O3]– (63), 431
[(M–H)–C6H10O5–C10H8O3]– (100), 341 [(M–H)–
C6H10O5–C10H8O3–90]– (15), 311 [(M–H)–C6H10O5–
C10H8O3–120]– (8). Спектр ЯМР 1Н (500 МГц,
ДМСО-d6, 330 K, δH, м.д.): табл. 1. Спектр ЯМР
13С (125 МГц, ДМСО-d6, 330 K, δС, м.д.): табл. 1.

Изовитексин-2"-O-глюкозид-6"-O-п-кумарат (2).
Общая формула – C36H36O17. УФ-спектр (МеОН,
λmax, нм): 270, 290, 319. HR-ESI-MS, m/z: 739.3731
[M–Н]– (расч. 739.6520 для C36H35O17 [M–Н]–).
ESI-MS, m/z (%): 739 [M–H]– (12), 593 [(M–H)–
C9H6O2]– (58), 577 [(M–H)–C6H10O5]– (17), 431
[(M–H)–C6H10O5–C9H6O2]– (100), 341 [(M–H)–
C6H10O5–C9H6O2–90]– (19), 311 [(M–H)–C6H10O5–
C9H6O2–120]– (15). Спектр ЯМР 1Н (500 МГц,
ДМСО-d6, 330 K, δH, м.д.): табл. 1. Спектр ЯМР 13С
(125 МГц, ДМСО-d6, 330 K, δС, м.д.): табл. 1.

Изовитексин-2"-O-(6"'-O-ферулоил)-глюко-
зид-6"-O-ферулат (3). Общая формула – C47H46O21.
УФ-спектр (МеОН, λmax, нм): 272, 292, 321. HR-ESI-
MS, m/z: 945.7209 [M–Н]– (расч. 945.8470 для
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Таблица 1. Сигналы спектров ЯМР 1Н (500 МГц, ДМСО-d6, 330 K, δH, м.д., J/Гц) и 13C (125 МГц, ДМСО-d6, 330 K,
δС, м.д.) соединений 1–3

Фрагмент* С-атом
1 2 3

δH δC δH δC δH δC

Апигенин 2 – 164.0 – 164.2 – 164.1
3 6.58 (1H, c) 103.2 6.56 (1H, c) 103.0 6.54 (1H, c) 103.1
4 – 182.3 – 182.1 – 182.2
5 – 160.4 – 160.2 – 160.0
6 – 110.5 – 110.4 – 110.7
7 – 161.5 – 161.6 – 161.4
8 6.41 (1H, c) 104.7 6.42 (1H, c) 104.5 6.40 (1H, c) 104.6
9 – 154.2 – 154.3 – 154.6
10 – 105.1 – 105.3 – 105.5
1′ – 122.3 – 122.0 – 122.5
2′,6′ 7.88 (2H, д, J = 9.0) 129.4 7.85 (2H, д, J = 9.1) 129.2 7.83 (2H, д, J = 9.0) 129.5
3′,5′ 6.92 (2H, д, J = 9.0) 115.4 6.90 (2H, д, J = 9.1) 115.2 6.91 (2H, д, J = 9.0) 115.6
4′ – 161.2 – 161.0 – 161.1

6-С-Glcp*** 1′′ 4.89 (1H, д, J = 9.2) 72.1 4.87 (1H, д, J = 9.0) 72.3 4.82 (1H, д, J = 9.5) 72.0
2′′ 4.48 (1H, м) 80.4 4.45 (1H, м) 80.2 4.49 (1H, м) 80.5
3′′ 3.58 (1H, м) 76.8 3.57 (1H, м) 76.6 3.50 (1H, м) 76.7
4′′ 3.25–3.29 (2H, м) 70.5 3.22–3.25 (2H, м) 70.7 3.20–3.23 (2H, м) 70.4
5′′ 72.4 72.0 72.5
6′′ 4.10 (1H, м)

4.38 (1H, м)
63.8 4.08 (1H, м)

4.35 (1H, м)
63.5 4.12 (1H, м)

4.32 (1H, м)
63.9

2′′-O-Glcp*** 1′′′ 4.32 (1H, д, J = 7.0) 104.9 4.33 (1H, д, J = 7.1) 104.5 4.30 (1H, д, J = 7.3) 105.2
2′′′ 3.18–3.24 (4H, м) 74.2 3.11–3.20 (4H, м) 74.0 2.98–3.18 (4H, м) 74.2
3′′′ 78.1 78.4 78.0
4′′′ 70.2 70.2 69.5
5′′′ 77.2 77.0 73.4
6′′′ 3.30 (1H, м)

3.72 (1H, м)
61.2 3.28 (1H, м)

3.74 (1H, м)
61.5 4.10 (1H, м)

4.38 (1H, м)
64.7

6′′-O-Fer** 1′′′′ – 125.0 – 125.2ж

2′′′′ 7.05 (1H, д, J = 2.0) 110.0 7.02 (1H, д, J = 2.0)а 109.8з

3′′′′ – 147.5 – 147.2и

4′′′′ – 149.1 – 149.3к

5′′′′ 6.67 (1H, д, J = 8.0) 115.0 6.65 (1H, д, J = 8.1)б 115.2л

6′′′′ 6.79 (1H, дд, J = 2.0, 8.0) 123.6 6.80 (1H, дд, J = 2.1, 8.1)в 123.2м

7′′′′ 7.20 (1H, д, J = 16.0) 144.2 7.18 (1H, д, J = 16.0)г 144.0н

8′′′′ 6.02 (1H, д, J = 16.0) 114.0 6.00 (1H, д, J = 16.0)д 114.1о

9′′′′ – 166.0 – 165.9
3′′′′-OCH3 3.85 (3H, c) 55.2 3.83 (3H, c)е 55.0п

6′′-O-pCou* 1′′′′ – 125.2

2′′′′, 6′′′′ 7.30 (2H, д, J = 8.5) 130.2

3′′′′, 5′′′′ 6.70 (2H, д, J = 8.5) 115.4

4′′′′ – 159.6

7′′′′ 7.18 (1H, д, J = 15.9) 144.0
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C47H45O21 [M–Н]–). ESI-MS, m/z (%): 945 [M–H]–

(28), 679 [(M–H)–C10H8O3]– (21), 607 [(M–H)–
C10H8O3–C6H10O5]– (11), 593 [(M–H)–2C10H8O3]–

(42), 431 [(M–H)–2C10H8O3–C6H10O5]– (100), 341
[(M–H)–2C10H8O3–C6H10O5–90]– (9), 311 [(M–H)–
2C10H8O3–C6H10O5–120]– (6). Спектр ЯМР 1Н
(500 МГц, ДМСО-d6, 330 K, δH, м.д.): табл. 1.
Спектр ЯМР 13С (125 МГц, ДМСО-d6, 330 K, δС,
м.д.): табл. 1.

Гидролиз. Кислотный гидролиз проводили в 2 М
ТФУ (5 мл на 5 мг соединения) при 100°С 2 ч, по-
сле чего кислоту удаляли в вакууме в присутствии
метанола и разделяли сухой остаток на полиамиде
(3 г, картриджи “Capital Analytical”, Великобрита-
ния), который промывали водой (100 мл, элюат I),
метанолом (150 мл, элюат II) и 0.5%-ным аммиа-
ком в метаноле (150 мл, элюат III). В элюате I опре-
деляли присутствие моносахаридов после реак-
ции с 3-метил-1-фенил-2-пиразолин-5-оном ме-
тодом ВЭЖХ, а также после восстановительного
аминирования с L-триптофаном для определения
принадлежности к D/L-ряду [16]. Инкубацию с
0.3%-ным NaOH проводили, как описано ранее, а
для ферментативного гидролиза применяли β-глю-
козидазу (3.2.1.21, 30 ед./мг, “Sigma-Aldrich”; 2 ед.
в 500 мкл 100 мМ фосфатного буфера, pH 5.0), с
которой инкубировали соединения, используя
метод [17].

Биологическая активность. Влияние фракций и
индивидуальных соединений на активность ли-
пазы изучали спектрофотометрическим методом
[13] с использованием панкреатической липазы че-
ловека (3.1.1.3, 50 ед./мг; “Lee Biosolutions”, США),

используя в качестве субстратов п-нитрофенил-
бутират, п-нитрофенил-лаурат и п-нитрофенил-
стеарат (все “Sigma-Aldrich”). Орлистат (тетра-
гидролипстатин, “Sigma-Aldrich”) использовали в
качестве положительного контроля. Ингибиторная
активность выражалась величиной IC50 (концен-
трация, вызывающая 50%-ное ингибирование ак-
тивности фермента) в мкг/мл, которую определя-
ли графически после построения зависимости
ингибиторной активности от концентрации.

Тест на летальность. В тесте применяли цисты
Artemia salina (“Арсал”, Россия), которые инкуби-
ровали в искусственной морской воде (“Sigma-Al-
drich”) с исследуемым веществом (20–2000 мкг/мл)
или 0.9%-ным раствором NaCl (контроль), как опи-
сано ранее [18].

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку проводили с использованием однофакторно-
го дисперсионного анализа (ANOVA). Значимость
различий средних определяли с помощью много-
рангового теста Дункана. Отличия при р < 0.05 счи-
тались статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Экстракт листьев C. sativus фракционировали с

применением твердофазной экстракции (ТФЭ) на
полиамиде, в результате чего получены фракции
ТФЭ-1–ТФЭ-3, из которых ТФЭ-3 оказывала наи-
большее ингибиторное влияние на активность пан-
креатической липазы человека. Далее ТФЭ-3 раз-
деляли методом флэш-хроматографии на Сефа-
дексе LH-20, обращено- и нормально-фазовом
силикагеле и препаративной ВЭЖХ, что привело

* pCou – п-кумароил, ** Fer – ферулоил, *** Glcp – глюкопираноза. Сигналы, отмеченные одинаковыми символами (а–п) мо-
гут считаться взаимозаменяемыми.

8′′′′ 6.05 (1H, д, J = 15.9) 114.1
9′′′′ – 166.2

6′′′-O-Fer** 1′′′′′ – 125.4ж

2′′′′′ 7.04 (1H, д, J = 1.9)а 110.1з

3′′′′′ – 147.4и

4′′′′′ – 149.5к

5′′′′′ 6.68 (1H, д, J = 8.0)б 115.4л

6′′′′′ 6.82 (1H, дд, J = 1.9, 8.0)в 123.4м

7′′′′′ 7.22 (1H, д, J = 15.9)г 144.3н

8′′′′′ 6.04 (1H, д, J = 15.9)д 114.2о

9′′′′′ – 166.1
3′′′′′-OCH3 3.84 (3H, c)е 55.3п

Фрагмент* С-атом
1 2 3

δH δC δH δC δH δC

Таблица 1.  Окончание
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к выделению соединений 1–7, строение которых
было изучено с использованием данных УФ, ЯМР
спектроскопии, масс-спектрометрии и химиче-
ских превращений (рис. 1). Четыре соединения
оказались известными природными флавонои-
дами и производными С-гликозида изовитек-
сина (апигенин-С-глюкозида), включая изови-
тексин-4'-O-глюкозид-2"-O-(6""-O-ферулоил)-
глюкозид (4), изовитексин-4'-O-глюкозид-2"-
O-(6""-O-п-кумароил)-глюкозид (5), изовитек-
син-2"-O-(6""-O-ферулоил)-глюкозид (6) и изо-
витексин-2"-O-(6""-O-п-кумароил)-глюкозид (7)
(рис. 2). Ранее эти соединения были обнаружены
в листьях C. sativus, инфицированных Podosphaera
fuliginea – патогеном, вызывающим мучнистую
росу у видов Cucurbitaceae [15], и впервые описа-
ны в тканях здоровых растений.

Соединение 1 после гидролиза с 2 М ТФУ рас-
падалось на изовитексин, феруловую кислоту и
D-глюкозу и обладало УФ-спектром, типичным
для С,О-гликозил-апигенинов, ацилированных
гидроксикоричными кислотами [14]. Инкубация
с 0.3%-ным NaOH приводила к образованию изо-
витексин-2′′-O-глюкозида, что возможно при аци-
лировании углеводной части молекулы. Фраг-
ментация в масс-спектре отрицательной иониза-
ции у 1 была близка к таковой изовитексин-2"-O-
(6""-O-ферулоил)-глюкозида (6) [15], однако для
1 наблюдалось образование фрагмента с m/z 607,
вызванного удалением из депротонированного
иона гексозы, что возможно при терминальном
расположении последней. Данный факт был под-
твержден результатами ферментативного гидро-
лиза 1 с β-глюкозидазой, приводившего к форми-
рованию изовитексин-6"-O-ферулата [15], в то
время как обработка 6 данным ферментом не при-
водила к изменению структуры. Сравнительный
анализ спектров ЯМР 1 и изовитексин-2"-O-глюко-
зида показал их сходство, кроме присутствия до-
полнительных сигналов, принадлежащих фраг-
менту транс-феруловой кислоты (табл. 1). Располо-
жение ферулоильного фрагмента у атома С-6" 6-С-
связанной глюкозы было подтверждено данными
спектра HMBC, в котором отмечены корреляции
между сигналами протонов Н-6" (δH 4.10, 4.38) и уг-
лерода карбонильной группы С-9"" (δС 166.0).
Таким образом, строение соединения 1 было
определено как апигенин-6-С-(2"-О-β-D-глю-
копиранозил-6"-О-ферулоил)-β-D-глюкопирано-
зид (изовитексин-2"-O-глюкозид-6"-O-ферулат),
изомером которого является изовитексин-2"-O-
(6′′′′-O-ферулоил)-глюкозид, выделенный ранее
из C. sativus [15]. Соединение 2 было близко по
строению к 1, но содержало фрагмент п-кумаро-
вой кислоты, о чем свидетельствовали результаты
кислотного и щелочного гидролиза, УФ, ЯМР
спектроскопии и масс-спектрометрии. Это поз-
волило установить, что 2 является апигенин-6-С-
(2"-О-β-D-глюкопиранозил-6"-О-п-кумароил)-β-

D-глюкопиранозидом (изовитексин-2"-O-глю-
козид-6"-O-п-кумарат). Близким по строению к 2
является изовитексин-2"-O-(6""-O-п-кумароил)-
глюкозид так же найденный в C. sativus [15].

Данные масс-спектрометрии указывали, что мо-
лекулярная масса соединения 3 была на 176 а.е.м.
больше (C47H46O21), чем у 1 (C37H38O18). Причем,
как и в случае с 1 после кислотного гидролиза 3
наблюдалось образование изовитексина, феруло-
вой кислоты и D-глюкозы, но в масс-спектре со-
единения обнаружены ионы с m/z 769 и 593, кото-
рые свидетельствовали об удалении двух феруло-
ильных фрагментов. В спектре ЯМР 13С отмечены
слабопольные сдвиги сигналов С-6" (δС 61.2 → 63.9)
и С-6"' (δС 60.9 → 64.7) глюкозных фрагментов от-
носительно таковых у изовитексин-2"-O-глюко-
зида [19], а в спектре HMBC выявлены корреляции
между сигналами протонов Н-6" (δH 4.12, 4.32) и
Н-6"' (δH 4.10, 4.38) и углеродов карбонильных
групп С-9"" (δС 165.9) и С-9""' (δС 166.1) соответ-
ственно. Выявленные особенности указывали на
то, что соединение 3 представляло собой изови-
тексин-2"-O-(6"'-O-ферулоил)-глюкозид-6"-O-фе-
рулат или апигенин-6-С-{2"-О-(6"'-О-п-кумаро-
ил)-β-D-глюкопиранозил-6"-О-п-кумароил}-
β-D-глюкопиранозид.

Результаты количественного анализа листьев
10 российских сортов C. sativus возрастом 14–16 не-
дель показали, что суммарное содержание соеди-
нений 1–7 может варьировать от 3.78 мг/г (сорт
Амур F1) до 7.44 мг/г (сорт Дачный F1) (табл. 2).
Различные сорта демонстрировали разную спо-
собность к накоплению отдельных соединений, а
концентрация доминирующих соединений соста-
вила 0.30–5.34 мг/г для 3, 0.75–2.53 мг/г для 4 и
1.73–4.19 мг/г для 5. Литературные данные о со-
держании отдельных соединений в листьях C. sa-
tivus отсутствуют, но известно, что суммарная
концентрация данной группы соединений в сор-
тах, выращиваемых в других странах, ниже и со-
ставляет до 1 мг/г в Китае [20], до 1.46 мг/г в Ин-
донезии [21] и до 2 мг/г в США [22].

Исследование биологической активности вы-
деленных соединений показало, что соединения
1–7 оказывали ингибиторное действие на актив-
ность панкреатической липазы человека (табл. 3).
В качестве субстратов были использованы эфиры
п-нитробензола с различной длиной жирной це-
пи, в том числе бутират, лаурат и стеарат. Вещество
сравнения орлистат вызывало наибольшее ингиби-
рование гидролиза короткоцепочечного субстрата
п-нитрофенил бутирата (IC50 = 0.012 мкг/мл). В
данных условиях максимальную активность про-
являл флавоноид 3 (IC50 = 5.69 мкг/мл), в то вре-
мя как другие соединения были менее эффектив-
ными (IC50 11.28–90.83 мкг/мл). При применении
длинноцепочечного п-нитрофенил стеарата в ка-
честве субстрата ингибиторная активность орли-
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Рис. 1. Хроматограмма (ВЭЖХ с масс-спектрометрическим детектированием, отрицательная ионизация, режим реги-
страции выделенных ионов с m/z 739, 769, 901, 931, 945) фракции ТФЭ-3 листьев Cucumis sativus (а) и масс-спектры со-
единений 1 (б), 2 (в), 3 (г), 4 (д), 5 (е), 6 (ж) и 7 (з). Числами над пиками указан номер соединения и величина m/z депро-
тонированного иона.
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стата снижалась (IC50 = 3.14 мкг/мл), а активность
флавоноидов повышалась, причем эффективность
3 (IC50 = 1.62 мкг/мл), 6 (IC50 = 2.72 мкг/мл) и 1
(IC50 = 2.94 мкг/мл) превышала таковую вещества
сравнения. В случае с субстратом со средней длиной
жирной цепи флавоноиды 1–3, 6, 7 ингибировали
активность липазы менее эффективно (IC50 2.83–
7.52 мкг/мл), чем орлистат (IC50 = 0.53 мкг/мл). Пи-
щевые триглицериды в большинстве случаев пред-

ставляют собой эфиры глицерина и жирных кислот
с длиной цепи от 14 до 22 атомов углерода, то есть
от средне- до длинноцепочечных [23]. В этой свя-
зи важное значение имеет тот факт, что флавонои-
ды C. sativus могли оказывать ингибиторное влия-
ние на гидролиз именно этой группы глицеридов.

В экспериментах с Artemia salina было установ-
лено, что орлистат вызывал 50% гибель организ-
мов при концентрации 125 мкг/мл, в то время как

Рис. 2. Строение соединений 1–7, выделенных из листьев C. sativus.
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Таблица 2. Содержание соединений 1–7 и их суммы (Σ1–7) в листьях российских сортов C. sativus, (мг/г сухого сырья)*

* Сл. – <0.01 мг/г.

Сорт
Соединение

1 2 3 4 5 6 7 Σ1–7

Алфавит F1 0.18 0.02 0.30 1.84 1.73 0.02 0.04 4.13
Амур F1 0.07 Сл. 0.29 1.25 2.17 Сл. Сл. 3.78
Дачный F1 0.35 0.05 0.82 2.18 4.01 0.02 0.01 7.44
Динамит F1 0.44 0.02 0.87 2.02 3.54 0.04 Сл. 6.93
Кураж F1 0.10 Сл. 0.44 1.14 2.83 Сл. 0.02 4.53
Нежинский 1.10 0.78 5.34 Сл. Сл. Сл. Сл. 7.22
Сибирская гирлянда F1 0.23 Сл. 0.44 2.53 2.93 Сл. 0.01 6.14
Сибирский экспресс F1 0.07 0.01 0.56 1.19 4.19 0.07 0.03 6.12
Стрелец F1 0.15 0.01 0.89 1.89 2.47 0.01 Сл. 5.42
Торнадо F1 0.06 0.15 0.51 0.75 3.43 Сл. 0.02 4.92
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концентрация флавоноидов 1–7, вызывающих та-
кой же процент гибели, была выше – 1000 мкг/мл,
что указывало на их большую безопасность по
сравнению с веществом сравнения.

Ранее эффективность флавоноидов в качестве
ингибиторов панкреатической липазы была по-
казана для некоторых гликозидов апигенина, близ-
ких по строению к изученным соединениям [24],
однако данный вид активности впервые установлен
для ацилированных производных изовитексина.
Рассматривая взаимосвязь химического строения
и биологической активности флавоноидов C. sati-
vus, можно отметить, что наиболее активное со-
единение 3 содержало два ферулоильных фраг-
мента и свободную гидроксильную группу у С-4'.
У моно-ацилированных гликозидов 1, 2, 6 и 7 ак-
тивность была несколько ниже, а при замещении
гидроксила у С-4' остатком глюкозы соединения
4 и 5 теряли способность к ингибированию ак-
тивности липазы. Таким образом, наличие фраг-
ментов феруловой или п-кумаровой кислот в
структуре флавоноидов, а также свободного гид-
роксила у С-4' в кольце В оказывало влияние на
проявление ингибиторного действия на панкреати-
ческую липазу, что ранее было показано для других
флавоноидов, обнаруженных в Camellia sinensis, Ere-
mochloa ophiuroides и Litchi chinensis [25]. Известные
ингибиторы липазы из группы природных апиге-
нинов – изовитексин и сапонарин (изовитексин-
7-О-глюкозид), демонстрировали меньшую эф-
фективность (IC50 > 100 мкг/мл) [24], по сравне-
нию с наиболее активным флавоноидом 3, что
позволило рассматривать данное соединение в
качестве перспективного биоактивного агента.

Проведенные исследования показали, что зе-
леные отходы, образующиеся при культивирова-

нии C. sativus, представляют собой растительный
источник для получения ацилированных флаво-
ноидов, которые обладают способностью к инги-
бированию активности панкреатической липазы
человека. Эти соединения могут быть использо-
ваны для создания новых лекарственных средств
для лечения и профилактики нарушений метабо-
лических расстройств обмена липидов.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке гранта Российского научного фонда
№ 23-26-00063, (https://rscf.ru/project/23-26-00063).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Volkova I.N. // Geograph. Environ. Living Syst. 2021.
V. 1. P. 93–109. 
https://doi.org/10.18384/2712-7621-2021-1-93-109

2. Sharipov Sh.I., Ibragimova B.Sh. // Econ. Anal. Theory
Pract. 2018. V. 17. P. 1340–1355. 
https://doi.org/10.24891/ea.17.12.1340

3. Седых Т.В., Погребняк С.В. // Вестник ОмГАУ.
2016. № 3. С. 53–58.

4. Korottseva I.B., Belov S.N. // Veget. Crops Russ. 2022.
V. 6. P. 29–34. 
https://doi.org/10.18619/2072-9146-2022-6-29-34

5. Khan A., Mishra A., Hasan S.M., Usmani A., Ubaid M.,
Khan N., Saidurrahman M. // J. Complement. Integr.
Med. 2022. V. 19. P. 843–854. 
https://doi.org/10.1515/jcim-2020-0240

6. Mukherjee P.K., Nema N.K., Maity N., Sarkar B.K. //
Fitoterapia. 2013. V. 84. P. 227–236. 
https://doi.org/10.1016/j.fitote.2012.10.003

Таблица 3. Ингибирование активности панкреатической липазы человека соединениями 1–7 и орлистатом в
присутствии трех субстратов, IC50, мкг/мл ± S.D.

Примечание. Общая структура субстрата . Значения с разными надстрочными символами (a–d) указыва-

ют на статистически значимые различия между группами при p < 0.05 по данным однофакторного дисперсионного анализа
(ANOVA).

Соединение

IC50, мкг/мл

п-Нитрофенил бутират, 
CH3(CH2)2CO

п-Нитрофенил лаурат, 
CH3(CH2)10CO

п-Нитрофенил стеарат, 
CH3(CH2)16CO

1 11.28 ± 0.46c 4.37 ± 0.17c 2.94 ± 0.12b

2 14.06 ± 0.57d 7.52 ± 0.30d 3.18 ± 0.14bc

3 5.69 ± 0.23b 2.83 ± 0.11b 1.62 ± 0.06a

4 >100 >100 >100
5 >100 >100 >100
6 12.86 ± 0.51c 4.35 ± 0.17c 2.72 ± 0.10b

7 14.83 ± 0.59d 7.43 ± 0.29d 3.26 ± 0.14c

Орлистат 0.012 ± 0.001a 0.53 ± 0.02a 3.14 ± 0.12bc

ORH2N



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 59  № 4  2023

АЦИЛИРОВАННЫЕ ФЛАВОНОИДЫ ИЗ Cucumis sativus 409

7. Olennikov D.N., Kashchenko N.I. // Chem. Nat. Com-
pd. 2023. V. 58. P. 324–329. 
https://doi.org/10.1007/s10600-022-03858-9

8. Lowe M.E. // Ann. Rev. Nutr. 1997. V. 17. P. 141–158. 
https://doi.org/10.1146/annurev.nutr.17.1.141

9. Zhu G., Fang Q., Zhu F., Huang D., Yang C. // Front.
Genet. 2021. V. 12. 693538. 
https://doi.org/10.3389/fgene.2021.693538

10. Liu T.-T., Liu X.-T., Chen Q.-X., Shi Y. // Biomed.
Pharmacother. 2020. V. 128. 110314. 
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2020.110314

11. Li M., Chen Y., Ruan J., Wang W., Chen J., Zhang Q. //
Curr. Res. Food. Sci. 2023. V. 6. 100424. 
https://doi.org/10.1016/j.crfs.2022.100424

12. Olennikov D.N., Khandy M.T., Chirikova N.K. // Horti-
culturae. 2022. V. 8. 975. 
https://doi.org/10.3390/horticulturae8100975

13. Olennikov D.N., Chemposov V.V., Chirikova N.K. //
Foods. 2022. V. 11. 2801. 
https://doi.org/10.3390/foods11182801

14. McNally D.J., Wurms K.V., Labbé C., Quideau S.,
Bélanger R.R. // J. Nat. Prod. 2003. V. 66. P. 1280–1283. 
https://doi.org/10.1021/np030150y

15. Abou-Zaid M.M., Lombardo D.A., Kite G.C., Grayer R.J.,
Veitch N.C. // Phytochemistry. 2001. V. 58. P. 167–172. 
https://doi.org/10.1016/s0031-9422(01)00156-x

16. Kashchenko N.I., Jafarova G.S., Isaev J.I., Olennikov D.N.,
Chirikova N.K. // Plants. 2022. V. 11. 2126. 
https://doi.org/10.3390/plants11162126

17. Olennikov D.N., Chirikova N.K. // Chem. Nat. Compd.
2019. V. 55. P. 1032–1038. 
https://doi.org/10.1007/s10600-019-02887-1

18. Olennikov D.N., Kashchenko N.I. // Appl. Biochem.
Microbiol. 2023. V. 59. P. 59–67. 
https://doi.org/10.1134/S0003683823010064

19. Olennikov D.N., Kashchenko N.I. // Chem. Nat. Com-
pd. 2020. V. 56. P. 1026–1034. 
https://doi.org/10.1007/s10600-020-03220-x

20. An L., Wang J., Liu Y., Chen T., Xu S., Feng H., Wang X. //
Proc. SPIE. 2003. V. 4896. P. 223–231. 
https://doi.org/10.1117/12.468231

21. Insanu M., Zahra A.A., Sabila N., Silviani V., Haniffadli A.,
Rizaldy D., Fidrianny I. // Maced. J. Med. Sci. 2022.
V. 10. P. 616–622. 
https://doi.org/10.3889/oamjms.2022.8337

22. Zhao L., Huang Y., Paglia K., Vaniya A., Wancewicz B.,
Keller A.A. // Environ. Sci. Technol. 2018. V. 52.
P. 7092–7100. 
https://doi.org/10.1021/acs.est.8b00742

23. Custers E.M.E., Kiliaan J.A. // Progr. Lipid Res. 2022.
V. 85. 101144. 
https://doi.org/10.1016/j.plipres.2021.101144

24. Rahim A.T.M.A., Takahashi Y., Yamaki K. // Food Res.
Int. 2015. V. 75. P. 289–294. 
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2015.05.017

25. Buchholz T., Melzig M. // Planta Med. 2015. V. 81.
P. 771–783. 
https://doi.org/10.1055/s-0035-1546173

Acylated Flavonoids from Cucumis sativus Inhibit 
Activity of Human Pancreatic Lipase

D. N. Olennikova, * and N. I. Kashchenkoa

aInstitute of General and Experimental Biology SD RAS, Ulan-Ude, 670047 Russia

*e-mail: olennikovdn@mail.ru

Lipid metabolism disorders are a large group of diseases for the treatment of which various strategies are used
including the use of pancreatic lipase inhibitors reduced the intake and adsorption of lipids. This study was
the first shown that agricultural wastes of cucumber (Cucumis sativus) can be a source of the effective lipase
inhibitors. As a result of the chromatographic separation of C. sativus leaves metabolites, seven acylated f la-
vonoids were identified, including three new derivatives of isovitexin characterized by UV, NMR spectrosco-
py and mass spectrometry data as isovitexin-2"-O-glucoside-6"'-O-ferulate (1), isovitexin-2"-O-glucoside-
6"'-O-p-coumarate (2), and isovitexin-2"-O-(6"'-O-feruloyl)-glucoside-6"'-O-ferulate (3). The quantitative
HPLC data showed that the total content of the acylated f lavonoids in the leaves of Russian varieties C. sativus
amounted to 3.78–7.44 mg/g of dry plant weight. Isolated compounds demonstrated the ability to inhibit the
human pancreatic lipase and the effectiveness of compound 3 was the greatest and exceeded the activity of
the reference compound Orlistat. This study has shown that C. sativus leaves can be the useful source of bio-
logically active phytocomponents with hypolipidemic activity.

Keywords: Cucumis sativus, human pancreatic lipase, inhibitors, acylated f lavonoids, isovitexin
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С использованием “наивной” фаговой библиотеки scFv человека проведена аффинная селекция мини-
антител, специфичных к белкам теплового шока, выделенным из клеток гепатомы линии МН22а и
плазмоцитомы линии Sp2/0-Ag14 мыши. С помощью полученных фаговых антител методами дот-
иммуноанализа и твердофазного иммуноферментного анализа изучена динамика концентрации белков
теплового шока в сыворотке крови мышей с имплантированными опухолевыми клетками линии
МН22а. Начиная с 14 сут после ксенотрасплантации, наблюдался постепенный рост уровня белков теп-
лового шока в сыворотке крови. Установлено, что после имплантирования опухолевых клеток рост
опухоли сопровождался достоверным повышением накопления белков теплового шока в сыворотке
крови. Показано, что миниантитела, специфичные к белкам теплового шока, являются эффектив-
ным инструментом для определения и мониторинга накопления белков теплового шока в сыворот-
ке крови животных.

Ключевые слова: белки теплового шока, фаговая библиотека антител, культуры опухолевых клеток,
ксенотрансплантированные опухоли, иммуноанализ
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Белки теплового шока (БТШ) известны, преж-
де всего, как высококонсервативные шаперон-
ные белки, участвующие в сворачивании, сборке
и разборке белковых комплексов [1]. Эти белки яв-
ляются внутриклеточными и органеллоспецифич-
ными молекулами, но также встречаются в цитозо-
ле, плазматической мембране, внеклеточных вези-
кулах, биологических жидкостях и кровотоке.
Изначально они характеризовались как белки,
индуцирующиеся в клетках при стрессовом воз-
действии, особенно при тепловом шоке [2]. БТШ
играют важную роль в опухолевых процессах, по-
скольку участвуют в различных связанных с ра-
ком действиях, таких как пролиферация клеток,
метастазирование и устойчивость к противоопу-
холевым препаратам [3]. Внутриклеточные БТШ,
особенно Hsp27, Hsp72 и Hsp90, накапливаются

до высоких концентраций при многих типах рака.
Предполагается, что БТШ пролиферируют в ра-
ковых клетках в ответ на фолдинговые стрессы,
возникающие при злокачественной трансформа-
ции и опухолевой прогрессии [4, 5]. Функции
БТШ связаны с возникновением, прогрессирова-
нием и метастазированием рака, а также с рези-
стентностью к терапии рака. Кроме того, изучается
потенциальное использование БТШ для усиления
эффектов химио-, радио- и иммунотерапии [6, 7].
БТШ имеют множество клинических примене-
ний в качестве биомаркеров для диагностики и
прогнозирования рака, а также в качестве потен-
циальных терапевтических мишеней для проти-
воракового лечения [8].

Шаперонная активность БТШ, по сути, опосре-
дует эффективный захват, процессинг и кросс-пре-
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зентацию опухолевых пептидных антигенов (Аг)
дендритными клетками [9, 10]. Поэтому БТШ иг-
рают важную роль в формировании противоопу-
холевого адаптивного иммунного ответа [11]. Уста-
новлено, что белок Hsp70, попадая в межклеточное
пространство, вызывает иммунный ответ, снижаю-
щий скорость роста опухолей [12]. БТШ стимули-
руют продукцию хемокинов, провоспалительных
и противовоспалительных цитокинов [13]. Тер-
мостабильные белки из семейства БТШ активно
используют в качестве адъювантов при разработ-
ке противоопухолевых вакцин для целого ряда
онкологических заболеваний [14–17]. Некоторые
из этих разработок дошли до третьей фазы клини-
ческих исследований [18–21]. Показана принципи-
альная возможность использования БТШ, конъ-
югированных с наночастицами золота (НЧЗ), для
противоопухолевой вакцинации [22].

В литературных источниках появляется все
больше доказательств того, что БТШ сверхэкс-
прессированы во многих типах злокачественных
опухолей, что само по себе способствует инвазии
и метастазированию [12, 23, 24]. Например, пока-
зано, что уровни БТШ повышены при ряде видов
рака, а их сверхэкспрессия связана с плохим про-
гнозом и ответом на терапию [5, 25, 26]. Таким
образом, БТШ являются своеобразными марке-
рами для ранней диагностики опухолей и прогно-
за при мониторинге лечения у пациентов с рас-
пространенными видами рака – онкомаркерами
[27–29]. БТШ также могут служить вспомога-
тельными маркерами при необходимости допол-
нительного подтверждения диагноза на фоне дру-
гих симптомов и при оценке эффективности про-
тивоопухолевой терапии. Оценка уровня БТШ в
сыворотке крови онкологических больных стано-
вится значимой областью исследований, направ-
ленных на разработку средств для практического
применения в клинической онкологии. Для ди-
агностики онкомаркеров в биологических жидко-
стях используют, в частности, различного рода им-
мунохимические методики, в том числе биосенсо-
ры [30–32].

Одно из существенных направлений при диа-
гностике рака связано с неинвазивными исследо-
ваниями на основе онкомаркеров. Важнейшей со-
ставляющей при разработке диагностических си-
стем для индикации онкомаркеров является подбор
соответствующего биорецептора. В качестве биосе-
лективного агента (элемента распознавания) пре-
имущественно используют антитела (Ат), спе-
цифичные к определяемому Аг. Существует не-
сколько технологий получения Ат, в основном,
связанных с иммунизацией животных. В послед-
нее время в молекулярной биологии стали ис-
пользовать генно-инженерные технологии кло-
нирования узнающих фрагментов – гипервариа-
бельных участков иммуноглобулинов G (IgG),
которые являются относительно дешевыми и мо-

гут конкурировать по селективности с гибридом-
ными технологиям. К такому методу относится тех-
нология фагового дисплея, в основе которой ле-
жит экспонирование чужеродных пептидов или
белков на поверхности фаговых частиц в составе
одного из химерных белков оболочки.

Технология фагового дисплея была разработа-
на в середине 80 гг. Она основана на экспрессии
чужеродного белка на поверхности нитчатого
бактериофага М13 путем вставки гена, кодирую-
щего фрагмент эндонуклеазы рестрикции EcoRI, в
единую рамку трансляции с белком минорной обо-
лочки pIII нитчатого бактериофага [33]. В 1990 гг.
метод фагового дисплея был использован для
экспонирования антигенсвязывающих фрагмен-
тов IgG на поверхности бактериофага fd [34]. Метод
не требует использования животных, длительных
процедур иммунизации, дорогих сред и культур
животных клеток. Рекомбинантные фаговые Ат
(миниантитела) успешно зарекомендовали себя в
качестве биорецепторов в различных биосенсор-
ных системах [35–37], в том числе для детекции
БТШ микобактерий, вызывающих туберкулез [38],
и клеток карциномы легкого человека A549 in vitro
[39]. Хотя в настоящее время полная замена моно-
клональных и поликлональных IgG фрагментами
Ат неживотного происхождения маловероятна,
фаговые Ат следует рассматривать как ценный
дополнительный или даже альтернативный вари-
ант, особенно в тех случаях, когда их адаптируе-
мость является истинным преимуществом. Пре-
имущество фаговых антител заключается в отсут-
ствии необходимости иммунизации животных,
что значительно сокращает время получения ста-
бильных клонов, продуцирующих антитела, с не-
скольких месяцев до нескольких недель. Кроме то-
го, стратегия селекции фаговых антител может быть
адаптирована к индивидуальным потребностям ис-
следования не только при онкодиагностике, но и
оценке эффективности противораковой терапии
[35–39].

Цель исследования − получение фаговых Ат к
БТШ, выделенным из клеток опухолевых линий
гепатомы и плазмоцитомы, и их использование
для иммунодиагностики и анализа динамики на-
копления БТШ в плазме крови мышей при транс-
плантации опухоли и в сыворотке крови спонтан-
но заболевших животных.

МЕТОДИКА
Культивирование клеток. В экспериментах ис-

пользовали клетки гепатомы линии МН22а и
плазмоцитомы линии Sp2/0-Ag14 мыши. Клеточ-
ные линии были получены из Российской кол-
лекции клеточных культур Института цитологии
РАН (Россия). Наращивание клеток проводили на
среде Игла в модификации Дульбекко (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium, DMEM; БиолоТ, РФ) с
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добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки
(“БиоЛот”, РФ), 100 ед./мл пенициллина (“Gibco”,
Ирландия), 100 мкг/мл стрептомицина (“Gibco”,
Ирландия) и 292 мкг/мл L-глутамина (“Gibco”,
Ирландия). Культуры клеток росли в стерильных
флаконах для адгезионных клеточных культур до
достижения монослоя.

Получение тотальной фракции термостабиль-
ных антигенов из клеток линии МН22а. После до-
стижения монослоя проводили выделение кле-
точных БТШ по методу, описанному в работах
[40, 41]. Культуральный флакон с клеточным мо-
нослоем прогревали при 42°С в течение 1 ч и за-
тем инкубировали в течение 2 ч при 37°С. Далее
проводили лизирование клеток. Флакон аккурат-
но промывали 4 раза 10 мл подогретого раствора
Хэнкса (“ПанЭко”, РФ). Затем добавляли 15 мл
культуральной среды DMEM с 4 мМ L-глютами-
на и 2 мМ фенилметилсульфонил фторида (“Sig-
ma-Aldrich”, США). Флакон инкубировали 1 ч
при 37°C при покачивании на шейкере. После от-
мывки во флакон с клеточным монослоем добав-
ляли 10 мл буфера Cytomix (“Bio-Rad”, США) и
замораживали флакон при –20°С, затем оттаива-
ли при 37°С. Эту процедуру повторяли 3 раза. Сус-
пензию переносили в центрифужную пробирку и
центрифугировали при 10000 g 15 мин. Как вари-
ант данного способа использовали снятие клеток
с монослоя трипсинизацией, а затем проводили ли-
зис 7 × 106 опухолевых клеток по описанной проце-
дуре. Полученные препараты осветляли центри-
фугированием при 20 000 g в течение 20 мин,
определяли концентрацию белка в лизате по ме-
тоду Брэдфорд и замораживали при –70°С. Как
показано ранее [22] лизат нагретых клеток содер-
жал все основные семейства БТШ.

Далее лизат клеток осаждали сульфатом аммо-
ния при 40% насыщения c последующим центри-
фугированием при 20000 g в течение 20 мин и 4°С.
Полученный супернатант осаждали сульфатом ам-
мония при конечном насыщении 80%, затем также
центрифугировали при 20000 g в течение 20 мин и
4°C. Осадок, полученный после второго центри-
фугирования, растворяли в 4 мл дистиллирован-
ной воды и диализовали против 0.2 М фосфатно-
солевой буфера (ФСБ), рН 7.2, при 4°С в течение
48 ч с частой сменой буфера. Полученные после
этого экстракты использовали для дальнейшей
хроматографической очистки.

Хроматографическая очистка антигенов. Очист-
ку Аг проводили методом ионообменной хрома-
тографии на колонке Toyopearl DEAE-650 (“Sigma-
Aldrich”, США), образцы анализировали на хрома-
тографе NGC Quest 10 (“Bio-Rad”, США). Носи-
тель уравновешивали 0.05 М Трис-HCl, pH 7.5.
Диализованный образец (100 мкл), содержащий
240 мкг белка, наносили на колонку. Элюцию бел-
ков проводили, используя ступенчатый градиент

от 0 до 0.5 М NaCl и собирали фракции содержа-
щие БТШ. Значения оптической плотности элюа-
тов контролировали при 280 нм с помощью спек-
трофотометрического детектора Spectronic-21
(“Thermo Fisher Scientific”, США).

Аффинная селекция Ат из фаговой библиотеки.
Ат, специфичные к БТШ, получали с использова-
нием неиммунной фаговой библиотеки одноце-
почечных вариабельных фрагментов (scFv) чело-
века (разнообразие 109 независимых клонов) [42].
В работе использовали процедуру селекции Ат,
адаптированную под данную комбинаторную фа-
говую библиотеку и описанную в статье [43].
БТШ, выделенные из опухолевых клеток, иммо-
билизовали на мембране из поливинилиденфто-
рида (PVDF), обработанной метанолом, в течение
ночи при 4°С. Затем мембрану блокировали 2%-
ным сухим молоком в ФСБ в течение 1 ч на шейкере
при комнатной температуре, трижды промывали в
ФСБ и использовали для селекции Ат. Мембрану с
иммобилизованным Аг инкубировали с 1011 фаго-
вых частиц в объеме 200 мкл библиотеки на шейке-
ре при комнатной температуре в течение 1 ч. Не-
специфически сорбировавшиеся фаговые части-
цы отмывали 15 раз в ФСБ. Оставшиеся фаги
элюировали 0.1 М глицин-HCl буфером рН 2.5
(500 мкл) на шейкере при комнатной температу-
ре. Элюат фагов собирали и нейтрализовали 500
мкл 1 М Трис-HCl, pH 9.5.

Компетентную культуру Escherichia coli TG1
получали, выращивая клетки до логарифмиче-
ской фазы роста при 37°С без встряхивания для
образования F-пилей. Нейтрализованный элюат
(1 мл) использовали для заражения E. coli TG1.
После 30 мин инкубации культуры при 37°С без
встряхивания инфицированные клетки осажда-
ли центрифугированием при 2000 g 10 мин и пе-
ресевали на среду 2хYT (“BD Difco”, США) со
100 мкг/мл ампициллина (“Gibco”, Ирландия) и
1% глюкозы. Посев инкубировали на шейкере
при 37°С в течение ночи. 1 мл культуры пересева-
ли на 10 мл свежей 2хYT со 100 мкг/мл ампицил-
лина и 1% глюкозы и инкубировали на шейкере
при 37°С до достижении оптической плотности
0.4–0.6 при 600 нм (~3 ч). Затем клетки инкубиро-
вали 30 мин при 37°С без встряхивания и добавля-
ли 1011 частиц хелперного фага M13KO7. После
30 мин инкубации при 37°С без встряхивания ин-
фицированные клетки осаждали центрифугиро-
ванием при 2000 g 10 мин и пересевали на среду
2хYT со 100 мкг/мл ампициллина, 50 мкг/мл ка-
намицина (“Gibco”, Ирландия) и 100 мкг/мл изо-
пропил-β-D-1-тиогалактопиранозида (“Thermo
Fisher Scientific”, США). Посев инкубировали на
шейкере при 30°С в течение ночи. После чего
клетки осаждали центрифугированием при 2000 g
20 мин, супернатант дополнительно осветляли от
дебриса центрифугированием при 10000 g 20 мин.
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К супернатанту добавляли 1/5 объема раствора
ПЭГ/NaCl, инкубировали при 0°С до образова-
ния видимого преципитата, который затем оса-
ждали центрифугированием при 4000 g 1 ч. Оса-
док ресуспендировали в 1 мл ФСБ, инкубировали
при комнатной температуре в течение 1 ч до пол-
ного растворения и осветляли центрифугирова-
нием при 12000 g в течение 10 мин. Супернатант,
содержащий фаговые частицы, диализовали против
ФСБ через диализную мембрану с пределом исклю-
чения 14–16 кДа при 4°С в течение суток 4-кратно
меняя буфер. К диализату добавляли глицерин до
конечной концентрации 50% и хранили при темпе-
ратуре –20°C до использования в следующем раун-
де селекции. По описанной выше схеме было про-
ведено три последовательных раунда селекции.

Синтез наночастиц золота и получение конъюга-
тов с биоспецифическими зондами. Золотые нано-
сферы диаметром 15 нм получали по методу Френса
[44], используя реакцию восстановления HAuCl4
цитратом натрия. Восстановление проводили при
нагревании 242.5 мл 0.01%-ного водного раствора
HAuCl4 (“Sigma-Aldrich”, США) в колбе Эрлен-
мейера на магнитной мешалке с обратным водя-
ным холодильником. После закипания добавляли
7.5 мл 1%-ного водного раствора цитрата натрия
(“Fluka”, Швейцария). Диаметр синтезированных
НЧЗ был определен методами спектрофотомет-
рии, трансмиссионной электронной микроско-
пии (ТЭМ) и динамического рассеяния света
(ДРС).

Перед конъюгацией 15-нм НЧЗ со стафило-
кокковым белком А (“Sigma-Aldrich”, США) или
с козьими Ат к IgG кролика (“Sigma-Aldrich”,
США) определяли “золотое число” – минималь-
ное количество белка, защищающее определен-
ный объем золя от солевой агрегации [45]. Для
этого в 96-луночном микротитровальном план-
шете двукратно по 20 мкл титровали водный рас-
твор белка с начальной концентрацией 1 мг/мл. В
каждую лунку добавляли по 200 мкл 15-нм НЧЗ
(А520 = 1.0) и по 20 мкл 1.7 М NaCl и определяли
минимальную стабилизирующую концентрацию.
При получении конъюгата НЧЗ со стафилококко-
вым белком А “золотое число” составило 6 мг/мл, с
козьими Ат к IgG кролика – 12 мг/мл. Конъюга-
цию проводили простым смешением реагентов
без использования сшивающих агентов, исполь-
зуя концентрацию белка на 20% превышающую
“золотое число”.

Дот-блот иммуноанализ. Дот-иммуноанализ
проводили по следующей методике [45]: в каче-
стве образцов на PVDF мембрану, обработанную
метанолом, или нитроцеллюлозную мембрану в
виде серии точек наносили по 1 мкл двойных раз-
ведений хроматографически очищенного Аг либо
полученной от животных сыворотки и инкубиро-
вали в течение ночи при 4°С для фиксации Аг. За-

тем проводили блокирование мембраны с нане-
сенным на нее Аг в течение 1 ч 2%-ным сухим мо-
локом, разведенным в 10 мМ ФСБ, pH 7.2. Затем
мембрану инкубировали на шейкере при комнат-
ной температуре в течение 1 ч в растворе фаговых
Ат с концентрацией 1012 фагов/мл. После трех-
кратной промывки в ФСБ мембрану инкубирова-
ли на шейкере в 2 мл ФСБ с 50 мкл раствора кро-
личьих антифаговых Ат. При наличии биоспеци-
фического взаимодействия Ат связывались с Аг,
адсорбированным на мембране. Далее мембрану
трижды отмывали в ФСБ от неспецифически свя-
завшихся Ат и погружали в раствор конъюгата НЧЗ
(А520 = 1) со стафилококковым белком А в случае
БТШ, либо с козьими Ат к IgG кролика в случае
сывороток. Связывание конъюгата с комплексом
Аг-Ат можно было визуально наблюдать в виде се-
рии красных пятен. Аналогично проводили дот-
иммуноанализ с использованием в качестве мар-
кера моноклональных Ат к IgG кролика, меченных
пероксидазой хрена (“Jackson ImmunoResearch”,
Великобритания).

После электрофореза хроматографически очи-
щенного Аг в ПААГ с ДДС по Лэммли образцы
переносили полусухим способом на PVDF мем-
брану и инкубировали в течение 1 ч в блокирую-
щем ФСБ, содержащем 0.1%-ный Твин 20 и 5%
обезжиренного сухого молока. Затем мембрану
инкубировали в течение 1 ч в полученных фаговых
Ат с концентрацией 1012 фагов/мл. После трехкрат-
ной отмывки мембрану погружали в раствор кро-
личьих антифаговых Ат. Затем мембрану трижды
отмывали в ФСБ от неспецифически связавших-
ся Ат и погружали в раствор конъюгата НЧЗ
(А520 = 1) со стафилококковым белком А.

Иммуноферментный анализ. Твердофазный им-
муноферментный анализ (ИФА) проводили по
общепринятой схеме [46]. В лунку планшета ад-
сорбировали полученную от животных сыворот-
ку (в качестве отрицательного контроля исполь-
зовали сыворотку от здорового животного), раз-
веденную 1 : 20 0.05 М карбонат-бикарбонатным
буфером, рН 9.6, в серии двойных разведений и
инкубировали в течение ночи при 4°С. Затем лун-
ки промывали трехкратно ФСБ и блокировали
свободные сайты связывания 200 мкл 2% сухого
молока в 0.05 М карбонат-бикарбонатным буфе-
ре 1 ч на шейкере при 37°С. После чего в каждую
лунку вносили разведенные в 100 раз минианти-
тела к БТШ и инкубировали в течение 1 ч на шей-
кере при 37°С. Затем после трехкратной отмывки
добавляли в лунки по 100 мкл кроличьих антифаго-
вых Ат, разведенных 1 : 500 в 10 мМ ФСБ (рН 7.4) и
инкубировали в течение 1 ч на термошейкере при
37°С. После этого проводили трехкратную отмывку
и добавляли в лунки по 100 мкл козьих Ат к IgG кро-
лика, меченных пероксидазой хрена (“Sigma-Al-
drich”, США), разведенных 1 : 500 в 10 мМ ФСБ
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(рН 7.4) и инкубировали в течение 1 ч на термошей-
кере при 37°С. Затем трижды отмывали карбонат-
бикарбонатным буфером. В качестве субстрата пе-
роксидазы использовали 100 мкл 0.006%-ного орто-
фенилендиамина (“Fluсka”, Швейцария) в 0.1 М
цитратном буфере, рН 6.0, содержащем 0.01% пе-
роксида водорода. Инкубацию с субстратом про-
водили в темноте. Реакцию останавливали добав-
лением 100 мкл 0.1 М серной кислоты. Результаты
реакции регистрировали на микропланшетном
спектрофотометре Multiskan Accent+ (“Thermo
Fisher Scientific”, США) при длине волны 490 нм.

Имплантация животным опухолевых клеток. В
исследовании были использованы белые мыши
линии BALB/c (18–20 г). Мыши были приобрете-
ны в Отделе экспериментальных животных с ви-
варием Российского научно-исследовательского
противочумного института “Микроб” (Россия).
Животным подкожно трансплантировали опухо-
левые клетки MH22a. Их вводили в холку в дозе
1 × 109 кл./мышь (n = 4). Первые признаки опухо-
лей появились через 14 дней после заражения; на
37 сут опухоли были наиболее отчетливо выражены.
В процессе наблюдения проводили забор крови на
наличие БТШ в сыворотке.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика синтезированных НЧЗ. Диаметр
синтезированных НЧЗ был определен методами
спектрофотометрии, ТЭМ и ДРС. Максимум спек-
тра поглощения полученного золя составил λmax =
= 518.7 нм, при этом оптическая плотность была
A520 = 1.15. По данным TЭM и ДРС, средний диаметр
полученных наночастиц составил 15.4 нм. Число
частиц в 1 мл при А520 = 1 составляло 1.6 × 1012.

Проверка активности миниантител к БТШ. Для
получения фаговых Ат к БТШ, выделенным из
клеток опухолевых линий гепатомы и плазмоци-
томы, проводили три раунда селекции. Актив-
ность полученных после трех раундов селекции ми-
ниантител проверяли методом дот-иммуноанализа,
с использованием в качестве аналита хроматогра-
фически очищенного термостабильного Аг (на-
чальная концентрация 1 мг/мл), а в качестве мар-
кера – конъюгата НЧЗ со стафилококковым бел-
ком А (рис. 1). Минимальное количество Аг,
обнаруживаемое предложенным способом анализа,
составило ~15 пг (седьмое разведение). Оценку спе-
цифичности полученных фаговых Ат осуществ-
ляли с использованием Вестерн-блота. Фаговые
Ат специфически распознавали пептиды в обла-
сти 45–66 кДА.

Анализ накопления БТШ в сыворотке крови мы-
шей с ксенотрансплантированными опухолями. С
использованием полученных фаговых Ат мето-
дом дот-иммуноанализа была качественно изуче-
на динамика концентрации БТШ в сыворотке
крови мышей с имплантированными опухолевы-
ми клетками линии МН22а (рис. 2). С 14 дня по-
сле трансплантации визуально наблюдалось уси-
ление окрашивания комплексов Аг-Ат, выявляе-
мое с применением конъюгата НЧЗ с козьими Ат
к IgG кролика, что свидетельствовало о нараста-
нии концентрации БТШ в сыворотке крови.

С помощью полученных фаговых Ат методом
твердофазного ИФА была количественно изучена
динамика концентрации БТШ в сыворотке крови
мышей с имплантированными опухолевыми клет-
ками линии МН22а. После имплантирования опу-
холевых клеток мышам наблюдали рост опухоли,
начиная с 14 дня после трансплантации. В этот
период отмечалось повышение уровня БТШ в
сыворотки крови мышей, их концентрация со-
ставила 0.15 ± 0.05 мкг/мл. В дальнейшем наблю-
дался постепенный рост концентрации БТШ в
сыворотке крови и на 37 сут (когда опухоль была
наиболее выражена) уровень БТШ в сыворотке
составил 0.35 ± 0.1 мкг/мл (рис. 3). Приведенные
в работе результаты, полученные с помощью фа-

Рис. 1. Дот-иммуноанализ Аг, выделенных из клеток
линии МН22а (а) и линии Sp2/0-Ag14 (б) с использо-
ванием миниантител, полученных из неиммунной
фаговой библиотеки scFv человека после третьего ра-
унда селекции. Вторичные Ат – кроличьи антифаго-
вые IgG. Мечение – конъюгат НЧЗ со стафилококко-
вым белком А. (Двойные разведения, начальная кон-
центрация 1 мг/мл).

(a)

(б) Рис. 2. Динамика накопления БТШ в сыворотки кро-
ви мышей после имплантации опухоли (с 3 по 37 сут),
определенная методом дот-иммуноанализа с исполь-
зованием миниантител, полученных из неиммунной
фаговой библиотеки scFv человека после третьего ра-
унда селекции. Вторичные Ат – кроличьи антифаго-
вые IgG. Мечение – конъюгат НЧЗ с козьими Ат к
IgG кролика.

3 7 14 28 30 37
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говых Ат, соответствуют показателям уровня БТШ
(в норме и при опухолевом процессе), определен-
ного методом твердофазного ИФА с использова-
нием моноклональных Ат [47].

Поскольку изменение уровня БТШ в сыворот-
ке животных является маркером не только для
диагностики, но и для прогноза лечения опухоли,
был проведен анализ изменения уровня БТШ в
сыворотке крови спонтанно заболевших живот-
ных. Известно, что иммунохимическая детекция
БТШ с использованием антител зависит не от ви-
дов лабораторных животных, а от наличия БТШ в
опухолях и сыворотках крови [48, 49]. В экспери-
ментах использовали трех стерилизованных ко-
шек возрастом 9 (К1; фибросаркома), 12 (К2; аде-
нома молочной железы) и 13 (К3; аденокарцинома
молочной железы) лет с подтвержденными онколо-
гическими диагнозами. Кроме клинических при-
знаков диагнозы были подтверждены цитологиче-
скими и гистопатологическими исследованиями. С
использованием дот-иммуноанализа установлено,
что полученные фаговые Ат способны выявлять
как выделенный и очищенный Аг (начальная кон-
центрация 1 мг/мл), так и Аг, присутствующий
в сыворотке крови спонтанно заболевших живот-
ных (рис. 4). Полученные миниантитела выявля-
ли как выделенный из опухолевых клеток Аг (ми-
нимально выявляемое количество ~15 нг), так и
детектировали Аг в сыворотках крови спонтанно
заболевших животных.

Таким образом, показано, что фаговые Ат име-
ют большой потенциал для эффективного мони-
торинга накопления БТШ в сыворотке крови жи-
вотных с имплантированными опухолями как ка-
чественно – с использованием дот-иммуноанализа,
так и количественно – с применением твердофаз-
ного ИФА.

Следует отметить, что фаговые Ат имели ряд пре-
имуществ перед другими типами Ат, в том числе:

− отсутствие необходимости использования
лабораторных животных и длительного поддер-
жания культур клеток эукариот;

− время получения индивидуальных клонов-
продуцентов миниантител составляло 10–14 дней,
по сравнению с несколькими месяцами в случае
гибридомной технологии или процедуры имму-
низации животных;

− относительная простота получения Ат и их
низкая себестоимость.

В дальнейшем фаговые Ат к опухолевым Аг
могут быть использованы для мониторинга им-
мунного ответа как у животных с ксенотранс-
плантированными опухолями, так и у спонтанно
заболевших животных. Полученные результаты
могут послужить основой для создания диагно-
стических тест-систем, в том числе, биосенсор-
ных, для мониторинга роста опухолей ненаружной
локализации, когда болезнь поначалу протекает без
внешних проявлений, а также для прогнозирова-
ния эффективности процессов лечения и вакци-
нации. Полученные в работе фаговые Ат, специ-
фичные к БТШ, являются перспективными для
применения в качестве распознающего элемента
биосенсоров при диагностике опухолей. Большин-
ство сенсорных систем для индикации онкологи-
ческих заболеваний ориентированы на применение
в качестве сенсорного элемента Ат [31] и фаговых
Ат [50], аптамеров [51], амплификации микроРНК
на основе дуплекс-специфической нуклеазы [52], а
также мониторинга активных форм кислорода
[53, 54]. Представленное исследование отличает-
ся от уже описанных методов тем, что ориентиро-
вано на использование фаговых Ат в качестве эф-
фективного инструмента для мониторинга накоп-
ления БТШ. В дальнейшем полученные фаговые Ат
могут быть использованы в качестве распознающе-
го элемента сенсорных систем при определении
БТШ.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного Фонда проект № 19-14-00077.

Рис. 3. Динамика изменения концентрации БТШ в
сыворотке крови мышей после имплантации опухо-
ли, определенная методом твердофазного ИФА с ис-
пользованием миниантител, полученных из неим-
мунной фаговой библиотеки scFv человека после тре-
тьего раунда селекции. Вторичные Ат – кроличьи
антифаговые IgG. Выявление – козьи Ат к IgG кро-
лика, меченные пероксидазой хрена.
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Рис. 4. Дот-иммуноанализ БТШ, выделенного из кле-
ток линии МН22а (а; двойные разведения, начальная
концентрация 1 мг/мл), и в сыворотке крови спон-
танно заболевших животных (б) с использованием
миниантител, полученных из неиммунной фаговой
библиотеки scFv человека после третьего раунда се-
лекции. Вторичные Ат – кроличьи антифаговые IgG.
Выявление – моноклональные Ат к IgG кролика, ме-
ченные пероксидазой хрена. Пояснения к обозначе-
ниям приведены в тексте.
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Preparation of Phage Antibodies to Heat Shock Proteins and Studying 
the Dynamics of their Accumulation in Mice with Xenotransplant Tumors
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Using a naïve human scFv phage library, affinity selection of miniantibodies specific to heat shock proteins
isolated from MH22a hepatoma cells and Sp2/0-Ag14 plasmacytoma cells was carried out. Using the ob-
tained phage antibodies by dot-immunoassay and enzyme-linked immunosorbent assay, the dynamics of the
concentration of heat shock proteins in the blood serum of mice with implanted tumor cells of the MH22a
line was studied. Starting from the 14th day after xenotransplantation, there was a gradual increase in the level
of heat shock proteins in the blood serum. It was found that after implantation of tumor cells, tumor growth
was accompanied by a significant increase in the accumulation of heat shock proteins in the blood serum. It
has been shown that miniantibodies specific to heat shock proteins are an effective tool for determining and
monitoring the accumulation of heat shock proteins in the blood serum of animals.

Keywords: heat shock proteins, antibody phage library, tumor cell cultures, xenotransplanted tumors, immu-
noassay
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На примере растворов бычьего сывороточного альбумина и кислородпереносящих белков гемоцианина
Achatina fulica и гемоглобина быка исследованы особенности применения производной УФ-спектрофо-
тометрии в качестве неразрушающего экспресс-метода при выполнении сравнительного анализа
препаратов нативных белков. Установлено, что четвертые производные спектров поглощения бел-
ков, позволяющие выделить отдельные полосы ароматических аминокислот, оптимальны для решения
практических задач. Экспериментально подобран алгоритм расчета четвертых производных. Для под-
тверждения работоспособности метода выполнена реконструкция четвертых производных спектров на-
тивных белков путем комбинации четвертых производных индивидуальных спектров ароматических
аминокислот в зоне 240–300 нм. Для наглядной демонстрации индивидуальных различий белков
предложено использовать коэффициент корреляции четвертых производных спектров в диапазоне
240–300 нм или в области поглощения тирозина и триптофана. Несмотря на то, что в результате
нельзя дать точную количественную характеристику содержания отдельных ароматических амино-
кислот в составе белка, можно сравнивать белки друг с другом. Предложенный подход позволяет
представить индивидуальный спектральный “портрет” белка, отличающий его от других белков,
который затем можно использовать как стандарт при экспериментальной работе с ним.

Ключевые слова: спектры поглощения белков, производная УФ-спектрофотометрия, бычий сыворо-
точный альбумин, гемоглобин, гемоцианин, фенилаланин, тирозин, триптофан, сравнительный
анализ белков
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Необходимость выполнения сравнительного
анализа белков возникает регулярно при решении
разного рода задач: оценка чистоты препаратов
белков в ходе их выделения и очистки, выявле-
ние различий в близкородственных белках, по-
иск структурных аналогов белков и их фрагмен-
тов, изучение влияния различных факторов на
изменение структуры белков и так далее. Сегодня
аналитическая биохимия и молекулярная биоло-
гия располагают широким арсеналом методов для
решения этих проблем. Однако оптимальный вы-
бор заключается в том числе и в необходимости
использования неразрушающих методов анализа
с сохранением нативной структуры белка, и в уче-
те материальных и временных затрат на выполне-
ние исследований.

Цель работы – разработка быстрого неразру-
шающего способа сравнительного анализа белков
методами производной УФ-спектрофотометрии.

МЕТОДИКА
Объектами исследования служили бычий сы-

вороточный альбумин (БСА) (“Sigma-Aldrich”,
США), гемоглобин быка с содержанием железа
не менее 0.34% (“Reanal”, Венгрия) и гемоциа-
нин из гемолимфы брюхоногого моллюска Acha-
tina fulica. Моллюски были любезно предоставле-
ны сотрудниками Ленинградского зоопарка.

Препарат гемоцианина получали методом цен-
трифужной ультрафильтрации плазмы гемолим-
фы с использованием концентраторов Vivaspin 6 с
номинальным порогом отсечения 300 кДа (“Sar-
torius Stedim”, Германия). Дополнительно обра-
зец белка дважды промывали деионизированной
водой и разводили до объема исходной аликвоты
плазмы гемолимфы [1].

Спектральные характеристики растворов белков
исследовали в УФ-диапазоне 240–300 нм. Стандар-
тами служили растворы ароматических амино-
кислот: триптофана (Трп), тирозина (Тир) (“Pan-

УДК 577.112.5
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reac AppliChem”, США) и фенилаланина (Фен)
(“Sigma-Aldrich”, США), все аминокислоты с чи-
стотой выше 99.4%.

Для выполнения экспериментов использовали
лабораторную модель спектрофотометра Perkin-
Elmer Lambda 35 (США) и программу управления
прибором UV WinLab Software 6.0.4 в режиме Scan.
Запись исходных спектров производили при уста-
новке следующих параметров сканирования: ши-
рина щели 1 нм, скорость сканирования 60 нм/мин,
шаг спектра 1 нм. В работе использовали кварце-
вые кюветы объемом 4 мл с толщиной оптическо-
го слоя 1 см.

Концентрации белков подбирались таким об-
разом, чтобы поглощение растворов при 280 нм
попадало в диапазон 1.0–1.5 оптических единиц.
Концентрации аминокислот подбирали с учетом
молярных коэффициентов поглощения. В сред-
нем поглощение аминокислот с учетом максиму-
мов их поглощения находилось в области 0.5 оп-
тических единиц. Все растворы готовили на де-
ионизированной воде.

Сравнительный анализ белков проводили мето-
дами производной УФ-спектрофотометрии. Чет-
вертые производные спектров поглощения бел-
ков рассчитывали методом численного дифферен-
цирования. Для сравнения четвертых производных
использовали коэффициент корреляции.

Для анализа экспериментальных данных и гра-
фического представления результатов применяли
функции и скрипты библиотеки открытого языка
программирования R [2], а также скрипты автор-
ской разработки.

При обработке экспериментальных данных для
сглаживания шумов предварительно использовали
функцию “spline” языка R, которая увеличивала ко-
личество точек в спектре не менее чем в пять раз:

 

где x – значения длин волн в исходном спектре, y –
измеренные значения поглощения, N – кратность
увеличения числа точек в спектре.

Далее вычисляли четвертую производную спек-
тра по скользящей центральной пятичленной фор-
муле [3]:

 

где i – номер точки числового ряда, st – расстояние
между узлами дифференцирования, которое выби-
ралось нами таким образом, что h = st/N = 2 нм.

Таким образом, основными этапами выполне-
ния анализа явились: запись спектров поглоще-
ния в области 240–300 нм, сглаживание паразит-
ных шумов с использованием функции “spline”,
расчет четвертых производных спектров методом
численного дифференцирования, расчет коэф-
фициентов корреляции четвертых производных.

( )= = ×spline , , length( ) ,ss x y n N x

( )+ ++= +(4) 4
–2 – 2– 4 6 – 4 /( ),i i st i st i i st i sty y y y y y h

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Методы, основанные на спектрофотометрии,

позволяют быстро, недорого и, главное, неразру-
шающим способом изучать растворы нативных
белков, а также при необходимости оценивать
влияние различных факторов на изменение их
структуры.

В настоящей работе выбор белков для сравни-
тельного анализа продиктован следующими со-
ображениями. БСА является “золотым стандар-
том” в биохимических исследованиях. Гемоцианин
ахатины – функциональный аналог гемоглобина,
транспортирующего кислород. БСА – простой
белок, гемоглобин и гемоцианин – сложные. У ге-
моглобина простетической группой служит гем –
комплекс протопорфирина IX с железом, а у ге-
моцианина – ионы меди, координированные на
имидазолах остатков Гис. Молекула гемоглобина
содержит четыре гема, тогда как молекула гемо-
цианина – несколько сотен ионов меди, попарно
формирующих многочисленные центры связыва-
ния кислорода [4, 5]. Молекулярная масса БСА
составляет 66 кДа [6], гемоглобина – 64.5 кДа [7],
а гемоцианина брюхоногих – около 9000 кДа, и
это один из самых высокомолекулярных белков,
известных в природе [8]. В молекуле БСА одна
полипептидная цепь, гемоглобина – четыре, а в мо-
лекуле гемоцианина их десятки, сгруппированные
по восемь в составе субъединиц, объединенных в
дидекамеры [9]. Все три белка количественно до-
минируют in situ: доля БСА составляет порядка 60%
общего белка плазмы крови [6], гемоглобина – 90%
общего белка эритроцитов [10], а у брюхоногих
моллюсков гемоцианином представлено не менее
90% белка плазмы гемолимфы [11].

Спектры поглощения трех белков были про-
анализированы нами в УФ-диапазоне длин волн.
В качестве примера на рис. 1 приведены спектр
поглощения БСА и его четвертая производная.

Поглощение света в УФ-зоне обусловлено на-
личием в составе белков ароматических амино-
кислот Фен, Тир и Трп с индивидуальными мак-
симумами поглощения при длинах волн 257, 274 и
280 нм, соответственно [12]. На исходных спек-
трах белков полосы Тир и Трп частично перекры-
ваются, а Фен почти незаметен из-за низкого зна-
чения молярного коэффициента его поглощения.
В результате наблюдается лишь суммарный ши-
рокий размытый пик, поэтому спектры практи-
чески любых растворимых белков в области 240–
300 нм очень похожи друг на друга, несмотря на
различия в аминокислотном составе.

Обычно при проведении спектрального ана-
лиза для удаления паразитных шумов используют
метод накопления спектров – последовательную
многократную запись спектров одного образца в
одинаковых условиях. Мы пошли другим путем,
использовав для обработки спектральных данных
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математическую опцию “spline”, применяемую для
сглаживания экспериментальных кривых, которые
невозможно описать какой-либо одной опреде-
ленной математической функцией. Необходимо
заметить, что “spline” используется исключитель-
но для сглаживания кривых, никак не повышая
разрешающую способность самого эксперимен-
тального метода: действительно, эта опция рабо-
тает так, что сначала увеличивается число точек,
описывающих кривую, причем кратность увели-
чения числа точек подбирается эксперименталь-
но. Нами были просмотрены разные варианты,
оптимальным оказался вариант с кратностью уве-
личения числа точек N ≥ 5. Коэффициент N также
включен в формулу численного дифференциро-
вания, которая затем была использована нами
при расчете четвертых производных спектров.

Операции “spline” вместо многократной цик-
лической записи накопления спектров оказалось
достаточно для решения наших задач. Кроме то-
го, поскольку мы имеем дело с нативными белка-
ми, то фактор времени выполнения анализа весь-
ма существен, особенно при работе с термола-
бильными белками.

Методы производной УФ-спектрофотометрии
позволяют выделить отдельные полосы хромофо-
ров в исходных спектрах [13]. Выбор четвертой
производной оптимален для решения практиче-
ских задач: в спектре выделяются полосы слагаю-
щих его компонентов, максимумы четвертых про-
изводных соответствуют максимумам полос самих
спектров, причем содержание хромофоров отража-
ется на интенсивности полос четвертых производ-
ных, и такие картины более информативны с точки
зрения выявления индивидуальных характеристик
исследуемых соединений. Несмотря на широкое

использование спектрофотометрии в белковой хи-
мии, в доступной нам литературе мы нашли лишь
несколько работ, где для исследования белков
применялась именно производная спектрофото-
метрия, причем авторы ограничивались расчета-
ми только вторых производных, сообщая, что ис-
пользование четвертых производных было бы бо-
лее эффективным [14, 15].

Конечные результаты численного дифференци-
рования зависят от величины параметров, вклю-
ченных в формулы расчетов, и на это требуется
обратить особое внимание.

Для вычисления четвертых производных при-
меняли симметричную скользящую пятичлен-
ную формулу с экспериментально подобранным
нами шагом st = 2N, где коэффициент N равен
кратности увеличения числа точек спектра. Такой
комбинированный подход использования опции
“spline” с последующим вычислением четвертой
производной позволил оценить положение от-
дельных ароматических аминокислот в суммар-
ном спектре белка (рис. 1, 2). Следует заметить,
что специфика использования скользящей фор-
мулы приводила к тому, что значения производ-
ной определялись за исключением 2st первых и
последних членов числового ряда, т.е. производ-
ная вычислялась в диапазоне 244–296 нм.

На графике четвертой производной спектра
поглощения БСА в зоне 246–273 нм наблюдается
четко выраженная “гребенка” из пяти полос, обу-
словленная наличием в структуре белка Фен, а в
области 278–293 нм расположены частично пере-
крывающиеся полосы Тир и Трп (рис. 1, 2).

Соотношения содержания ароматических ами-
нокислот у разных белков различны. Из базы данных
UniProt [16] известно, что в полипептидную цепь

Рис. 1. Спектр поглощения БСА в УФ-диапазоне (1) и его четвертая производная (2).
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зрелой молекулы БСА включены 27 остатков Фен,
20 Тир и 2 Трп. Мы рассчитали четвертые производ-
ные спектров поглощения 1 мМ растворов свобод-
ных ароматических аминокислот и масштабирова-
ли их под аминокислотный состав БСА (рис. 2).

Несмотря на то, что коэффициент молярного
поглощения Фен примерно на порядок меньше
аналогичных коэффициентов Тир и Трп [12], на
четвертых производных спектров Фен идентифи-
цируется отчетливо, поскольку его полосы распо-
ложены в более коротковолновой области и прак-
тически не перекрываются с частично слившимися
полосами Тир и Трп. Кроме того, Фен у большин-
ства белков доминирует количественно [16], что
позволяет уверенно констатировать его наличие.

Идея следующего раздела работы заключалась
в том, чтобы совместить четвертые производные
спектров поглощения нативных белков с комби-
нацией четвертых производных индивидуальных
спектров ароматических аминокислот, то есть ис-
кусственно реконструировать картины, получен-
ные в реальных экспериментах, и тем самым под-

твердить работоспособность методов производ-
ной УФ-спектрофотометрии. Модельный спектр
конструировали из суммы четвертых производ-
ных отдельных спектров ароматических амино-
кислот, взятых в необходимой пропорции.

Исследование показало, что предложенная
процедура сравнения требует небольшой коррек-
тировки позиционирования четвертых производ-
ных спектров аминокислот на шкале длин волн
(рис. 3, табл. 1). Спектральные характеристики
свободных аминокислот и аминокислот в составе
белков немного различаются в силу особенностей
структуры белковой глобулы. Кроме того, на спек-
тральный профиль белка может влиять наличие
простетической группы. Однако в результате по-
казано хорошее совпадение четвертых производ-
ных спектров поглощения нативных белков и их
соответствующих реконструкций. Коэффициенты
корреляции составили 0.992 для БСА, 0.986 для ге-
моцианина и 0.909 для гемоглобина, а интенсив-
ность полос ароматических аминокислот в целом
отражала количественное их содержание. При
этом надо отчетливо понимать, что определение

Рис. 2. Четвертые производные спектров поглощения 1 мМ растворов свободных ароматических аминокислот Фен (3),
Тир (2), Трп (1) с масштабированием под аминокислотный состав БСА.
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Таблица 1. Корректировка позиционирования четвертых производных спектров поглощения свободных ароматиче-
ских аминокислот на шкале длин волн относительно четвертых производных спектров исследованных белков

Белок

Корректировка положения четвертых производных спектров аминокислот на шкале 
длин волн, нм

Фен Тир Трп

БСА 1.18 2.24 3.59

Гемоцианин 1.24 2.65 2.59

Гемоглобин 1.00 –0.18 1.82
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Рис. 3. Сравнение четвертых производных спектров поглощения белков: БСА (а), гемоцианина ахатины (б) и гемогло-
бина быка (в), и комбинаций четвертых производных спектров свободных ароматических аминокислот. 1 – Четвер-
тая производная спектра поглощения белка, 2 – комбинация четвертых производных спектров ароматических ами-
нокислот.
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точного аминокислотного состава белков по спек-
тральным данным технически невозможно.

Далее мы попарно сравнили четвертые произ-
водные спектров поглощения БСА, гемоцианина
и гемоглобина, оценив коэффициенты корреля-
ции для каждой пары белков (рис. 4, табл. 2). Та-
кое сравнение обнаружило существенные рас-
хождения спектральных характеристик всех трех
белков в широкой УФ-зоне 240–300 нм. В по-
движной частично слившейся зоне поглощения
Тир и Трп различия также хорошо заметны. В то
же время область поглощения Фен более стабиль-
на, и коэффициент корреляции здесь выше.

Таким образом, нами разработан быстрый не-
разрушающий способ сравнительного анализа бел-
ков методами производной УФ-спектрофотомет-
рии. Экспериментально подобран алгоритм расче-
тов четвертых производных спектров поглощения
белков. На примере растворов БСА, гемоцианина
ахатины и гемоглобина быка показана эффектив-
ность применения производной УФ-спектрофо-
тометрии при выполнении сравнительного анализа

препаратов нативных белков. Для подтверждения
работоспособности метода выполнена реконструк-
ция четвертых производных спектров белков пу-
тем комбинации четвертых производных индиви-
дуальных спектров ароматических аминокислот в
зоне 240–300 нм. Для наглядной демонстрации
различий предложено использовать коэффици-
ент корреляции четвертых производных спектров
белков в диапазоне 240–300 нм или в области пе-
рекрывания полос поглощения Тир и Трп. Не-
смотря на то, что в результате нельзя дать точную
количественную характеристику содержания от-
дельных ароматических аминокислот в составе
белка, можно сравнивать белки друг с другом, что
отвечает поставленной задаче.

Предложенный подход позволяет представить
индивидуальный спектральный “портрет” белка,
отличающий его от других белков, который затем
можно использовать как стандарт при экспери-
ментальной работе с ним.

Рис. 4. Сравнение четвертых производных спектров поглощения БСА (1), гемоцианина ахатины (2) и гемоглобина бы-
ка (3).
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Таблица 2. Попарное сравнение четвертых производных спектров поглощения БСА, гемоцианина ахатины и ге-
моглобина быка в разных участках УФ-диапазона

Сравниваемые
белки

Диапазоны длин волн, нм

246–293
(Фен–Тир–Трп)

246–273
(Фен)

278–293
(Тир–Трп)

коэффициенты корреляции, r

БСА/гемоцианин 0.64 0.98 0.61

Гемоцианин/гемоглобин 0.20 0.82 –0.73

Гемоглобин/БСА 0.67 0.87 –0.69
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Исследования проведены с использованием обо-
рудования ресурсного центра “Обсерватория эко-
логической безопасности” Научного парка СПбГУ.
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On Particular Regimens of Derivative UV-spectrophotometry 
for Comparative Analysis of Proteins
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Bovine serum albumin and two oxygen transport proteins, hemocyanin from the snail Achatina fulica and bo-
vine hemoglobin, were used to define what regimens of derivative UV-spectrophotometry are most appropri-
ate for using it as an express technique for nondestructive comparative analysis of native proteins prepara-
tions. It was found that the fourth derivatives of proteins absorption spectra make it possible to detect the in-
dividual bands of aromatic amino acids in a way optimal for solving certain practical problems. An algorithm
for calculating the fourth derivatives was selected experimentally. To verify the approach, the fourth deriva-
tives of the native proteins spectra were reconstructed by combining those of individual aromatic amino acids
spectra in the range of 240–300 nm. To demonstrate the individual differences between proteins, it is pro-
posed to use the correlation coefficients of the fourth derivatives of spectra in the range of 240–300 nm or in
the wavelength range of tyrosine and tryptophan. Although this approach does not provide for estimating the
exact contents of individual aromatic amino acids in proteins, it allows comparing different proteins between
each other. The proposed approach makes it possible to obtain an individual spectral “portrait” of a protein,
which distinguishes it from other proteins and is useful as a reference for further experimental work with it.

Keywords: proteins absorption spectra, derivative UV-spectrophotometry, bovine serum albumin, hemoglo-
bin, hemocyanin, phenylalanine, tyrosine, tryptophan, proteins comparative analysis


