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Аннотация. Цель работы заключалась в исследовании соединений ряда «протатранов» в качестве стимуля-
торов роста бактерий Bacillus thuringiensis, которые широко применяются в качестве продуцентов биопести-
цидов. Культивирование штамма Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki проводили в жидкой среде LB. В среду 
добавляли протатраны (2-Me-C6H4OCH2COO- . НN+(CH2СН2ОН)3 (1), 4-Cl-C6H4 -SCH2COO- . НN+(CH2СН2ОН)3 (2) и 
4-Cl-C6H4SO2CH2COO- . НN+(CH2СН2ОН)3 (3) в концентрациях от 1×10-4 до 1×10-8% масс. Контролем служила 
среда LB без добавления соединений 1–3. Посевы инкубировали при температуре 30 °С в течение 24 ч. 
Количество клеток Bacillus thuringiensis определяли методом серийных разведений. Наибольший рост отмечали 
в среде, содержащей 1×10-4% масс. протатрана 3. При этом количество клеток было почти в 10 раз (на 966,7%) 
выше по сравнению с контролем. В средах с 1×10-5, 1×10-6, 1×10-7 и 1×10-8% масс. соединения 3 числен-
ность клеток была больше, чем в контроле, в 4–7 раз (на 371,7–666,7%). Протатраны 1 и 2 также оказывали 
положительное влияние на Bacillus thuringiensis (количество клеток было выше, чем в контроле, на 83–292%). 
Таким образом, впервые показано, что коммерчески доступные нетоксичные протатраны в микроконцен-
трациях являются мощными стимуляторами роста энтомопатогенных бактерий Bacillus thuringiensis. Этот 
факт указывает на возможность значительного усовершенствования и удешевления биотехнологии произ-
водства бактериальных инсектицидов на основе Bacillus thuringiensis, используемых в сельском, лесном и 
личных приусадебных хозяйствах для борьбы с вредными насекомыми.
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Abstract. The study investigates the use of protatran compounds as growth stimulators for Bacillus thuringiensis 
bacteria, which are widely used as producers of biopesticides. Cultivation of the Bacillus thuringiensis strain subsp. 
kurstaki was carried out in a Luria-Bertani (LB) liquid medium. Protatrans (2-Me-C6H4OCH2COO- were added to 
the NN+(CH2CH2OH)3 (1), 4-Cl-C6H4 -SCH2COO-NN(CHCHOH) (2) and 4-Cl-CSOCHCOO NN+(CH2CH2OH)3 (3) media 
in concentrations of 1×10-4–1×10-8wt %. The LB medium without the addition of compounds 1–3 was used as 
a control. Cultures were incubated at a temperature of 30°C for 24 hours. The number of Bacillus thuringiensis 
cells was determined by serial dilution. The maximum growth was observed in a medium containing 1×10-4wt % of 
protatran 3. The number of cells was almost 10 times (966.7%) higher than in the control. In media with 1×10-5, 
1×10-6, 1×10-7 and 1×10-8 wt % of compound 3, the number of cells was 4–7 times higher than in the control (by 
371.7–666.7%). Protatrans 1 and 2 had a positive effect on Bacillus thuringiensis, increasing the number of cells 
by 83–292% compared to control. Therefore, it was demonstrated for the first time that commercially available 
non-toxic protatran compounds in microconcentrations are powerful growth stimulators for the entomopathogenic 
bacteria Bacillus thuringiensis. This indicates the potential for significant improvement and cost reduction of 
biotechnology for the production of bacterial insecticides based on Bacillus thuringiensis, used in agriculture, 
forestry and homesteads to control harmful insects.
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ВВЕДЕНИЕ
Bacillus thuringiensis – грамположительная спорооб-

разующая факультативно-анаэробная энтомопатогенная 
бактерия, способная образовывать параспоральные 
кристаллические включения. Практическое исполь-
зование B. thuringiensis для борьбы с насекомыми, 
наносящими вред сельскому хозяйству, началось 
с 30-х годов XX века, когда в Европе проводилась 
широкая международная кампания борьбы с куку-
рузным стебельковым мотыльком (Pyrausta nubilalis 
Hbn.) [1]. В настоящее время биопрепараты на основе  
B. thuringiensis занимают приоритетное место на рынке 
средств защиты растений, являясь наиболее эффек-
тивными и безопасными для окружающей среды [2]. 

Значительная часть препаратов для борьбы с чешу-
екрылыми насекомыми-вредителями производится 
на основе штаммов подвида B. thuringiensis subsp. 
kurstaki. 

Штаммы B. thuringiensis синтезируют кристалли-
ческие (Cry) и цитолитические (Cyt) токсины (δ-эндо-
токсины) в начале споруляции и во время стационарной 
фазы роста в виде параспоральных кристаллических 
включений. Многие Cry-белки обладают инсектицидными 
свойствами, поражают насекомых из разных отрядов: 
Lepidoptera, Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera, 
Diptera [3]. Также Cry-белки проявляют токсичность 
против Trichomonas vaginalis, нематод, Schistosoma 
japonicum, некоторых представителей Gastropoda [4–8].  
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δ-Эндотоксины B. thuringiensis  обладают антимикробной 
активностью по отношению к бактериальным и грибным 
патогенам сельскохозяйственных культур [9].

Вместе с тем другие белки (параспорины), продуци-
руемые в виде параспоральных кристаллов штаммами 
B. thuringiensis , не имеют известной мишени среди 
беспозвоночных. Некоторые из этой параспориновой 
группы Cry-белков проявляют сильную и специфи-
ческую цитоцидную активность против раковых клеток 
человека [10].

Белки Cyt составляют небольшую группу кристал-
лических белков с инсектицидной активностью в 
отношении некоторых личинок двукрылых, обладают 
общей цитолитической (гемолитической) активностью 
in vitro [11]. Некоторые токсины Cry, такие как Cry4A, 
Cry4B и Cry11A, действуют синергически с токсинами 
Cyt против личинок двукрылых – переносчиков болезней 
человека [12].

При производстве биоинсектицидных препаратов 
на основе B. thuringiensis важным аспектом является 
увеличение продуктивности бактерии-продуцента. С этой 
целью могут быть использованы биологически активные 
вещества, которые при добавлении в питательную среду 
способны стимулировать рост B. thuringiensis. 

Перспективными синтетическими стимуляторами 
роста являются «атраны» – силатраны, металлатраны, 
гидрометаллатраны, протатраны (рис. 1) [13–16].

Механизм физиологической активности (в частности, 
ростостимулирующее действие) атранов до конца не 
установлен. Однако предполагается, что, например, 
силатраны (М = Si) или протатраны (Х = ArOСН2СОО–) 
в силу своего уникального трициклического строения 
и специфических свойств легко адсорбируются на 
поверхности биологических (клеточных) мембран за 
счет водородных связей и диполь-дипольного взаи-
модействия с полярными группами белков и липидов 
(рис. 2). Далее протекает транспорт эссенциальных 
(необходимых для жизни) металлов (Si, Mg, Co, Zn и 
др.) или анионов биологически активных кислот 
внутрь клетки и их взаимодействие с молекулярными 
мишенями (рецепторами, ферментами) [14–16].

Как видно из рис. 1, протатраны и их аналоги пред-
ставляют собой соли биогенных этаноламинов (триэ-
таноламина) и биологически активных (гет)арилхаль-
когенилуксусных кислот, объединенных в «атрановую» 
структуру. 

Известно, что этаноламины участвуют в процессах 
внутриклеточного метаболизма. Они являются струк-
турными единицами холина, ацетилхолина, фосфо-

липидов, антигистаминных, противоаллергических и 
противораковых средств. 

Арилхалькогенилуксусные кислоты ArYСН2СООН (Y = O, 
S, Se, Te) обладают разнообразной биологической актив-
ностью и находят применение в медицине и сельском 
хозяйстве. Так, средства на основе арилоксиуксусных 
кислот (Y = O) используются в качестве стимуляторов 
роста растений (фитогормонов) и гербицидов. Серосо-
держащие кислоты (Y = S) также проявляют высокую и 
разнообразную фармакологическую активность [13, 14]. 
Недостатком препаратов на основе арилхалькогени-
луксусных кислот (в отличие от протатранов) является 
их низкая растворимость и биодоступность.

Нами проведено изучение физико-химических и 
фармакокинетических свойств некоторых атранов, 
а также их биологической активности. Исследования 
показывают, что большинство атранов соответствуют 
правилу Липинского, обладают липофильностью, высокой 
желудочно-кишечной абсорбцией и биодоступностью. 
Все соединения хорошо растворимы в воде. Показано, 
что многие атраны обладают противоопухолевым дей-
ствием, а также способностью стимулировать/ингиби-
ровать различные биологические процессы [14–16]. 

Преимуществами атранов является их низкая стои-
мость, высокая водорастворимость и биодоступность. 
Большинство этих соединений практически не токсичны 
и имеют LD50 ≥ 4000–5000 мг/кг. Неоспоримым досто-
инством атранов является то, что их биологическая 
активность проявляется в микро- и даже нано-концен-
трациях (10-4–10-10% масс.). Атраны, в частности про-
татраны, способны оказывать значительное защитное 
и ростостимулирующее действие на животных, рыб, 
растения, а также микроорганизмы, например Staph-
ylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi  
spermophilorum, Listeria monocytogenes, что может быть 

 
Металлатраны 

М = Si, Ge, Sn и др.  
X = Hal, Alk, OAlk, Ph        

Гидрометаллатараны 
M = Mg, Co, Zn, Ni и др. 

X = Hal, OAc и др. 

Протатраны 
X = анион биологически 

активной кислоты 
 Рис. 1. Атраны

Fig. 1. Atranes

 
Рис. 2. Адсорбция силатранов на поверхности 
биологических мембран
Fig. 2. Silatranes adsorption on the surface of biological 
membranes
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применено в медицине, микробиологии и сельском 
хозяйстве [14–17].

Цель данной работы заключалась в том, чтобы 
оценить влияние ряда протатранов на рост штамма 
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki 7-14 кс и выявить 
эффективные концентрации, оказывающие ростости-
мулирующий эффект.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве объекта исследования был выбран штамм 

B. thuringiensis subsp. kurstaki 7-14 кс, выделенный из 
погибшей личинки лиственничной мухи (Lasiomma 
laricicola Karl.) (коллекция штаммов микроорганизмов 
кафедры микробиологии биолого-почвенного факультета 
Иркутского государственного университета) [18]. В 
качестве стимуляторов роста использовали трис(2-ги-
дроксиэтил)аммоний арилхалькогенилацетаты, т.е. прота-
траны с общей формулой: ArYCH2COO– . H+N(CH2CH2OH)3,  
где X = O, S, SO2. Для исследования выбраны прота-
траны 1, 2, 3 (таблица). Выбор обусловлен тем, что сое-
динения 1–3 ранее уже показывали высокую ростости-
мулирующую активность. Так, в микроконцентрациях  
(10-4–10-8% масс.) они увеличивали скорость роста других 
микроорганизмов, например бактерий-нефтедеструкторов 
Rhodococcus erythropolis в 2–16 раз [17]. При этом нами 
получен патент на ускоренный метод очистки объектов 
окружающей среды после их загрязнения нефтью или 
нефтепродуктами. Кроме того, изучено влияние 15-и 
трис-(2-гидроксиэтил)аммониевых солей арил(индолил)
окси-(сульфанил)(сульфонил)уксусных кислот (протатранов) 
на рост штаммов стафилококков (Staphylococcus aureus), 
выделенных с кожи детей с аллергодерматозами. Всего 
проведено 240 исследований. Выявлена зависимость 
скорости роста штаммов S. аureus от строения аниона 
кислоты. Показано ускорение роста также в 2–16 раз, 
что может быть использовано в клинической микробио-
логии для экспресс-диагностики инфекций, вызванных 
S. аureus [15].

Для культивирования применяли жидкую среду LB 
состава, %: пептон – 1,0; дрожжевой экстракт – 0,5; 
NaCl – 1,0. 

Для приготовления сред LB с содержанием про-
татранов 1×10-4, 1×10-5, 1×10-6, 1×10-7, 1×10-8% масс. 

использовали следующую схему. Готовили матричные 
растворы протатранов с концентрацией 1×10-1% масс. 
(раствор А); 1×10-2% масс. (раствор В) и 1×10-4 % масс. 
(раствор С). Для получения среды с содержанием 
1×10-4% масс. протатрана в 98,8 мл стерильной среды LB 
вносили 100 мкл матричного раствора А. Чтобы приго-
товить среду, содержащую 1×10-5% масс. протатрана, в 
98,9 мл среды LB добавляли 10 мкл раствора А. Среду 
с концентрацией 1×10-6% масс. протатрана получали 
путем внесения 10 мкл раствора B в 98,9 мл среды LB. 
Среды с содержанием 1×10-7 и 1×10-8% масс. протатрана 
готовили, добавляя в колбы с 98,9 мл среды LB 100 и 
10 мкл раствора С соответственно.

Среды засевали 1 мл суспензии односуточной культуры 
B. thuringiensis , выращенной на среде LB. Контролем 
служила среда LB без добавления исследуемых прота-
транов. Культивирование проводили в стационарных 
условиях при температуре 30 °С в течение 24 ч. По исте-
чении этого времени определяли количество клеток B. 
thuringiensis в испытуемых средах и контроле, используя 
метод серийных разведений с последующим высевом 
на плотную среду LB [19]. Посевы инкубировали при 
30 °С 24 ч, затем проводили подсчет выросших колоний 
в чашках Петри. Количество клеток в 1 мл культуральной 
жидкости, КОЕ/мл, определяли по формуле:

𝑇𝑇 =  𝑎𝑎
𝑉𝑉 × 10𝑛𝑛, 

 где Т – количество клеток в 1 мл культуральной жид-
кости, КОЕ/мл; а − количество колоний, выросших после 
посева из данного разведения; v − объем суспензии, 
взятый для посева, мл; n − степень разведения.

Опыты проводились не менее чем в трех сериях. 
Для статистической обработки данных применяли пакет 
программ Statistica 5.0.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
При изучении влияния протатрана 1 на рост иссле-

дуемого штамма B. thuringiensis были получены сле-
дующие результаты. В питательной среде LB без вне-
сения исследуемого соединения количество клеток  
за 24 ч увеличилось на порядок – с (1,10±0,05)×106 

до (1,3±0,10)×107 КОЕ/мл. При добавлении в среду 

Протатраны 1–3

Protatranes 1–3

Номер  
соединения Название* Химическая формула

1 Трис(2-гидроксиэтил)аммоний 
2-метилфенилоксиацетат

 

2 Трис(2-гидроксиэтил)аммоний 
4-хлорфенилсульфанилацетат  

3 Трис(2-гидроксиэтил)аммоний 
4-хлорфенилсульфонилацетат  

Примечание. *Названия соединений приведены согласно формулировкам Международного союза теоретической и при-
кладной химии (ИЮПАК; от англ.: International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC).
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для культивирования протатрана 1 существенное 
увеличение показателей роста отмечали только при 
самой высокой концентрации этого соединения – 
1×10-4% масс. При этом количество клеток было 
на 83,1% больше, чем в контроле, и составляло  
(2,38±0,10)×107 КОЕ/мл. При снижении концентрации 
протатрана 1 до 1×10-5% масс. численность клеток 
культуры была на 44,6% выше, чем в контроле. В 
средах LB, содержащих 1×10-6, 1×10-7 и 1×10-8% масс. 
протатрана 1, стимулирующего действия на рост  
B. thuringiensis не выявлено (рис. 3).
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Рис. 3. Влияние протатрана 1 (концентрации  
1×10-4–1×10-8% масс.) на рост штамма Bacillus 
thuringiensis subsp. kurstaki 7-14 кс в среде LB 

Fig. 3. Protatrane 1 effect (concentrations  
1×10-4–1×10-8% wt.) on B. thuringiensis subsp.  
kurstaki 7-14 ks growth in LB medium

Наибольший ростостимулирующий эффект протатрана 
2 по отношению к B. thuringiensis также отмечали при 
концентрации 1×10-4% масс. При этом количество клеток 
бактерий достигало (1,49±0,07)×108 КОЕ/мл, что на 292,8% 
больше по сравнению с контролем. При более низких 
концентрациях соединения 2 положительное влияние на 
рост исследуемого штамма B. thuringiensis было менее 
выраженным. Так, в среде LB, содержащей 1×10-6% 
масс. протатрана 2, численность клеток составляла 
(8,90±0,85)×107 КОЕ/мл, что на 134,2% выше соответ-
ствующего показателя в контроле (рис. 4). 
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Рис. 4. Влияние протатрана 2 (концентрации  
1×10-4–1×10-8% масс.) на рост штамма Bacillus 
thuringiensis subsp. kurstaki 7-14 кс в среде LB 

Fig. 4. Protatrane 2 effect (concentrations  
1×10-4–1×10-8% wt.) on B. thuringiensis subsp.  
kurstaki 7-14 ks growth in LB medium

Выраженный стимулирующий эффект по отношению 
к B. thuringiensis обнаружен у протатрана 3. Следует 
отметить, что протатран 3 оказывал положительное 
воздействие на рост штамма B. thuringiensis во всем 
диапазоне концентраций от 1×10-4 до 1×10-8%  масс. 
Наиболее высокие показатели роста отмечали в среде, 
содержащей 1×10-4% масс. протатрана 3. При этом 
количество клеток было почти в 10 раз (на 966,7%) 
выше по сравнению с контролем – (1,60±0,15)×108 и 
(1,50±0,15)×107 КОЕ/мл соответственно. Высокий выход 
биомассы исследуемой культуры B. thuringiensis был 
также в средах с добавлением 1×10-5 и 1×10-6% масс.  
протатрана 3. В этом случае численность клеток была 
больше, чем в контроле на 666,7 и 633,3% соответ-
ственно. Следует отметить, что по мере снижения кон-
центрации протатрана 3 темпы прироста культуры 
снижались, хотя по-прежнему были выше, чем в 
контроле. Так, в среде с 1×10-7% масс. протатрана 3 
количество клеток превышало таковое в контроле на 
526,7%, а в среде с 1×10-8% масс. этого соединения – 
на 371,7% (рис. 5).
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Рис. 5. Влияние протатрана 3 (концентрации  
1×10-4–1×10-8% масс.) на рост штамма Bacillus 
thuringiensis subsp. kurstaki 7-14 кс в среде LB

Fig. 5. Protatrane 3 effect (concentrations  
1×10-4–1×10-8% wt.) on B. thuringiensis subsp.  
kurstaki 7-14 ks growth in LB medium

Таким образом, нами достигнута цель работы, а 
именно оценено влияние протатранов 1–3 на рост 
штамма B. thuringiensis subsp. kurstaki 7-14 кс. Актив-
ность соединений 1–3 изменяется в ряду 1 < 2 < 3. 
Примечательно, что серосодержащие протатраны 2 и 
3 (Y = S, SO2) оказались  более активны по сравнению 
с кислородсодержащим соединением 1, где Y = О. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Проведенные исследования впервые показали, 

что коммерчески доступные нетоксичные протатраны 
1–3 в микроконцентрациях являются мощными сти-
муляторами роста B. thuringiensis subsp. kurstaki.  
Наиболее выраженным стимулирующим действием 
при культивировании в среде LB обладает протатран 
3, который в диапазоне концентраций от 1×10-4 до 
1×10-8% масс. повышает скорость роста и приводит 
к увеличению выхода биомассы на 966,7–371,7% 
по сравнению с контролем. Протатраны 1 и 2 ока-
зывали положительное влияние на рост B. thuringiensis 
при концентрации 1×10-4% масс. – продуктивность 
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культуры была на 83,1–292,8% выше, чем в кон-
троле. Это указывает на возможность значительного 
усовершенствования и удешевления биотехнологии 
производства бактериальных инсектицидов на основе 

B. thuringiensis , используемых в сельском, лесном 
и личных приусадебных хозяйствах для борьбы с 
вредными насекомыми.
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