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ИЗМЕНЕНИЯ ПРОДУКЦИИ МЕМБРАННЫХ БЕЛКОВ,  
ОБЕСПЕЧИВАЮЩИХ ЙОДАККУМУЛИРУЮЩУЮ ФУНКЦИЮ  

ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ, ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ  
ЭНДОКРИННОГО ДИСРАПТОРА ДДТ1

С. С. ОБЕРНИХИН 1), Н. В. ЯГЛОВА1), С. В. НАЗИМОВА1), В. В. ЯГЛОВ1)

1)Научно-исследовательский институт морфологии человека,  
ул. Цюрупы, 3, 117418, г. Москва, Россия

Bоздействие на организм эндокринных дисрапторов вносит существенный вклад в увеличение числа заболе-
ваний щитовидной железы. Йодаккумулирующая функция щитовидной железы обеспечивается работой натрий-
йодного симпортера (НИС) – гликопротеина, встроенного в базолатеральную мембрану тироцитов. Следовательно, 

1 Материал статьи представлен в виде доклада на Международной научной конференции «Молекулярные, мембранные 
и клеточные основы функционирования биосистем», проводившейся в рамках XIV съезда Белорусского общественного объеди-
нения фотобиологов и биофизиков (Минск, 17–19 июня 2020 г.).



4

Журнал Белорусского государственного университета. Биология. 2020;3:3–12
Journal of the Belarusian State University. Biology. 2020;3:3–12

НИС также может быть мишенью действия эндокринных дисрапторов. Цель исследования – изучить продук-
цию НИС под влиянием на организм низких доз эндокринного дисраптора дихлордифенилтрихлорэтана (ДДТ) 
в различные периоды развития. В ходе эксперимента самцов крыс вистар в течение 6 и 10 нед. подвергали воз-
действию низких доз ДДТ начиная с 7-недельного возраста и с первых суток после рождения. Осуществляли 
иммуно гистохимическое выявление НИС в фолликулярном эпителии щитовидной железы. Определяли концент-
рации НИС, тиреоидных (T3 и Т4) и тиреотропного (ТТГ) гормонов в сыворотке крови методом иммунофермент-
ного анализа. Проводили морфологическое и морфометрическое исследование препаратов щитовидной железы. 
У половозрелых крыс, подвергавшихся низкодозовому воздействию ДДТ, через 6 нед. отмечено уменьшение про-
дукции общего Т4 и увеличение выработки Т3, а также падение уровня ТТГ и НИС. У крыс, находившихся под 
влиянием ДДТ с первых суток после рождения, снижение синтеза Т4 и НИС было менее выраженным. У поло-
возрелых крыс через 10 нед. воздействия обнаружены пониженная концентрация свободного Т3 и повышенный 
уровень ТТГ. Содержание НИС в системном кровотоке превышало контрольные значения, что было обусловлено 
увеличением числа клеток-продуцентов за счет микрофолликулярной перестройки паренхимы. У крыс, подвер-
гавшихся воздействию ДДТ с первых суток после рождения, через 10 нед. выявлены уменьшение концентраций 
общего и свободного Т3 и повышенный уровень ТТГ. Экспрессия НИС не увеличивалась. Морфологическое 
исследование показало отсутствие микрофолликулярной перестройки и даже увеличение размеров фолликулов. 
Сделан вывод, что низкие дозы эндокринного дисраптора ДДТ необратимо подавляют экспрессию мембранного 
гликопротеина НИС, обеспечивающего йодаккумулирующую функцию щитовидной железы, а при воздействии 
на развивающийся организм также нарушают развитие компенсаторно-приспособительных реакций в виде про-
лиферации эпителия, направленных на увеличение его продукции.

Ключевые слова: щитовидная железа; натрий-йодный симпортер; тиреоидные гормоны; морфология; эндо-
кринный дисраптор; ДДТ.

Благодарность. Исследование выполнено в рамках государственного задания Министерства науки и высшего 
образования Российской Федерации (регистрационный номер АААА-А17-117013050048-6).

ALTERED PRODUCTION OF MEMBRANE-ASSOCIATED PROTEINS,  
PROVIDING IODINE ACCUMULATION BY THYROID GLAND,  

AFTER EXPOSURE TO ENDOCRINE DISRUPTOR DDT

S. S. OBERNIKHIN a, N. V. YAGLOVAa, S. V. NAZIMOVAa, V. V. YAGLOV  a

aResearch Institute of Human Morphology, 3 Tsyurupy Street, Moscow 117418, Russia
Corresponding author: S. S. Obernikhin (ober@mail.ru)

Exposure to endocrine disruptors has a sufficient impact in rise of thyroid disorders. Iodine accumulation by the 
thyroid is provided by sodium iodide symporter, a glycoprotein, located in the basolateral membrane of thyroid cells. 
Therefore, sodium iodide symporter might be a putative target for endocrine disruptors. Objective of the research – inves-
tigation of sodium iodide symporter production after long-term exposure to endocrine disruptor dichlorodiphenyltrichloro-
ethane (DDT) in different periods on postnatal development. Newly borne and 7-week old male Wistar rats were exposed 
to low doses of DDT during 6 and 10 weeks. Expression of sodium iodide symporter in thyroid cells was evaluated by 
immunohistochemistry. Quantification of sodium iodide symporter, thyroid hormones (T3 and T4) and thyroid stimula-
ting hormone (TSH) in serum was performed by enzyme-linked immunosorbent assay. The investigation also included 
morphological examination of thyroid slides and morphometry. Adult rats after 6 weeks of exposure showed diminished 
level of total T4 and increase in T3 production, associated with significantly lowered TSH and sodium iodide symporter 
serum concentration. Rats, exposed to endocrine disruptor since birth, demonstrated slight decrease in T4 and sodium 
iodide symporter. Reduced level of free T3 and elevated serum TSH were found in adult rats after 10 weeks of exposure. 
Exceeded level of serum sodium iodide symporter was revealed. It was provided by increased number of thyroid cells, 
producing this protein, due to formation of numerous microfollicles in the thyroid gland. Young rats after 10 weeks of ex-
posure demonstrated diminished total and free T3 levels and elevated TSH. No up-regulation of sodium iodide symporter 
expression was found. Morphological examination revealed enlarged follicles and no microfollicular rearrangement of 
thyroid parenchyma. Considered that low dose exposure to endocrine disruptor DDT irreversibly depresses expression of 
membrane glycoprotein sodium iodide symporter, which provides iodine uptake by the thyroid gland. After-birth expo-
sure impairs compensatory activation of proliferation and increase in number of sodium iodide symporter-producing cells. 

Keywords: thyroid gland; sodium iodide symporter; thyroid hormones; morphology; endocrine disruptor; DDT.
Acknowledgements. The research was financially supported by the Ministry of Science and Higher Education of the 

Russian Federation (registration number АААА-А17-117013050048-6).
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Клеточная биология и физиология
Cell Biology and Physiology

Введение
Увеличение числа заболеваний щитовидной железы у взрослых и детей наблюдается во многих стра-

нах. По мнению специалистов, существенный вклад в этот процесс вносит воздействие на организм 
эндокринных дисрапторов, нарушающих секреторную деятельность железы и ее гипоталамо-гипофи-
зарную регуляцию [1]. Известно, что эндокринные дисрапторы способны препятствовать связыванию 
тиреоидных гормонов с транспортирующими их белками, а также связыванию гормонов с рецептора-
ми [2– 4]. Существует еще один немаловажный аспект – влияние эндокринных дисрапторов на йод-
аккумулирующую функцию щитовидной железы. Проблема йододефицита стоит достаточно остро во 
многих странах, а воздействие эндокринных дисрапторов является универсальным, следовательно, 
возможно усугубление природного дефицита йода нарушениями его органификации щитовидной же-
лезой [5]. Йодаккумулирующая функция щитовидной железы обеспечивается работой ионного канала 
в наружной цитоплазматической мембране, осуществляющего транспорт йодидов в тироцит против 
градиента концентрации [6]. Его формирует гликопротеин натрий-йодный симпортер (НИС) [7]. Следо-
вательно, НИС может быть мишенью действия эндокринных дисрапторов. Одним из самых распрост-
раненных в окружающей среде эндокринных дисрапторов является пестицид дихлордифенилтрихлор-
этан (ДДТ). Его метаболиты обнаруживаются у 100 % исследуемых выборок населения развитых 
и развивающихся стран [8; 9]. По имеющимся данным, ДДТ способен оказывать дисрапторное действие 
на функционирование щитовидной железы [10–12]. Однако механизмы этого процесса требуют тща-
тельного изучения.

Цель настоящей работы – проанализировать продукцию мембранного гликопротеина НИС при воз-
действии на организм низких доз эндокринного дисраптора ДДТ в различные периоды развития.

Материалы и методы исследования
Исследование выполнено на самцах крыс вистар. Первую экспериментальную группу (n = 20) со-

ставили половозрелые животные, которые длительно получали вместо питьевой воды раствор о,п-ДДТ 
(Sigma-Aldrich, США) с концентрацией 20 мкг/л начиная с 7-недельного возраста. Во вторую экспе-
риментальную группу (n = 20) вошли новорожденные самцы, которые в течение первых 3 нед. полу-
чали ДДТ лактационным путем, а затем – самостоятельно. Контрольной группой служило потомство 
мужского пола, рожденное интактными самками, аналогичное по возрасту (n = 10 для каждой экспе-
риментальной группы). Животных выводили из эксперимента через 6 и 10 нед. от начала воздействия 
ДДТ передозировкой золетила. Среднесуточное потребление ДДТ крысами первой экспериментальной 
группы составило в среднем 2 мкг/кг, а самостоятельное потребление крысами второй эксперимен-
тальной группы – 3 мкг/кг. Эти дозы соответствуют допустимому уровню воздействия ДДТ на орга-
низм человека с продуктами питания, установленному техническим регламентом Таможенного союза 
«О безопасности пищевой продукции» (ТР ТС 021/011). Эксперимент одобрен этическим комитетом 
НИИ морфологии человека. 

Доли щитовидной железы фиксировали в растворе Буэна, после стандартной гистологической про-
водки получали парафиновые срезы. Также железу фиксировали в 2,5 % растворе глутарового альде-
гида и после обезвоживания в спиртах восходящей концентрации заливали в смесь эпона и аралдита. 
Изготавливали полутонкие срезы, для исследования которых применяли комбинированный способ 
гисто химического выявления дезоксирибонуклеопротеинов, полисахаридов и углеводных компонен-
тов биополимеров по Ягловой [13]. Проводили иммуногистохимическое обнаружение НИС в фолли-
кулярном эпителии щитовидной железы с помощью моноклональных антител (Santa Cruz Bioteсh-
nology, США) на парафиновых срезах. Для количественной оценки результатов определяли процент 
клеток с высокой (диффузное распределение в цитоплазме), умеренной (наличие в базальной части 
клеток) и низкой (присутствие только в базолатеральной мембране) экспрессией НИС, а также его 
концент рацию в сыворотке крови методом иммуноферментного анализа с использованием набора 
реактивов (Cusabio, Китай). Устанавливали диаметр фолликулов у крыс после 10-недельного воз-
действия ДДТ посредством компьютерной морфометрии с помощью программы ImageScope (Leica 
Microsystems, Германия). В сыворотке крови крыс методом иммуноферментного анализа с примене-
нием наборов реактивов (Monobind Inc., США; Cusabio, Китай) определяли концентрации общего 
и свободного тироксина (Т4 и сТ4) и общего и свободного трийодтиронина (Т3 и сТ3), тиреотропного 
гормона (ТТГ).

Статистический анализ осуществляли в программе Statistica 7.0 (StatSoft Inc., США). Сравнение не-
зависимых групп по количественному признаку проводили с помощью t-критерия Стьюдента с учетом 
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значений критерия Левена о равенстве дисперсий, по качественному признаку – с помощью крите-
рия χ2. Cтатистически значимыми считались различия при р < 0,01. В связи с отсутствием статисти-
чески значимых различий между параметрами двух контрольных групп последние были объединены 
в общую контрольную группу.

Результаты и их обсуждение
У половозрелых крыс, подвергавшихся низкодозовому воздействию ДДТ, через 6 нед. обнаружено 

уменьшение концентрации Т4 в сыворотке крови и одновременно снижение уровня ТТГ. Причиной 
низкой секреции ТТГ было повышение концентраций сТ4, а также Т3 и сТ3, что является ранним 
признаком развития йододефицитного состояния (рис. 1, а). Основным гормоном щитовидной железы 
выступает Т4, так как Т3 образуется в значительной мере за счет конвертации Т4 в периферических 
органах. Следовательно, выявленное избирательное снижение уровня Т4 и компенсаторное увеличение 
превращения его в Т3 указывают на нарушение органификации йодидов в железе.

Концентрация НИС в сыворотке крови была в 4,5 раза ниже контрольных значений (рис. 2, а). 
Иммуно гистохимическое исследование выявило уменьшение продукции НИС фолликулярными тиро-
цитами. Следовательно, воздействие низких доз ДДТ подавляет формирование мембранных каналов, 
осуществляющих транспорт йодидов, и обусловливает снижение выработки Т4 щитовидной железой 
(рис. 3, а).

У крыс, подвергавшихся воздействию ДДТ с первых суток после рождения, через 6 нед. отмечалось 
снижение уровня Т4 и повышение секреции ТТГ (см. рис. 1, б ). Концентрация НИС в сыворотке кро-
ви была меньше значений контрольной группы, однако ее снижение являлось не таким выраженным, 
как в предыдущей группе (см. рис. 2, б ). Аналогично и уменьшение экспрессии НИС фолликуляр-
ными тироцитами по данным иммуногистохимического исследования было не столь значительным 
(см. рис. 3, б ). То есть изменения оказались схожими с результатами половозрелых животных, но раз-
вивались медленнее.

Через 10 нед. воздействия эндокринного дисраптора у половозрелых крыс обнаружены пониженная 
концентрация сТ3 и повышенный уровень ТТГ. Другие показатели тиреоидного статуса не отличались 
от контрольных величин (см. рис. 1, а). Концентрация НИС в системном кровотоке превышала значе-
ния контрольной группы (см. рис. 2, а).

Иммуноморфологическое исследование выявило структурные изменения в щитовидной железе, за-
ключающиеся в появлении микрофолликулов в центральной зоне ее долей (рис. 4, а), что подтверж-
далось результатами морфометрического анализа, показавшего статистически значимое уменьшение 
размеров фолликулов (рис. 5, а), однако уровень экспрессии НИС был ниже, чем в контрольной группе 
(см. рис. 3, б ). 

У крыс, подвергавшихся воздействию ДДТ с первых суток после рождения, через 10 нед. выявлены 
уменьшение концентраций Т3 и сТ3 и, как следствие, повышенный уровень ТТГ (см. рис. 1, б ). Кон-
центрация НИС была ниже контрольных значений (см. рис. 2, б ).

Морфологическое исследование показало отсутствие микрофолликулярной перестройки и даже уве-
личение размеров фолликулов (см. рис. 4, б; 5, б ), т. е. пролиферативные процессы в железе не развива-
лись. Экспрессия НИС была подавлена (см. рис. 3, б ). 

Исходя из полученных данных, основным механизмом повышения синтеза НИС у половозрелых 
крыс было увеличение числа клеток-продуцентов, а не активация его экспрессии имеющимися клет-
ками. Синтез НИС фолликулярными тироцитами является ТТГ-зависимым процессом [14]. Известно, 
что повышенная секреция ТТГ оказывает нормализующее действие на гормоногенез в железе даже 
в случае тяжелых функциональных расстройств [15; 16]. Выявленные изменения свидетельствуют 
о неспособности ТТГ восстановить экспрессию НИС в фолликулярных тироцитах, т. е. о необра-
тимом ингибировании дисраптором синтеза ТТГ, вследствие чего активируются пролиферативные 
процессы, приводящие к формированию микрофолликулов, а значит, увеличивается число клеток – 
продуцентов НИС.

Сравнение изменений в обеих опытных группах показывает, что при воздействии дисраптора с пер-
вых дней жизни йодаккумулирующая функция страдает сильнее, так как к подавлению экспрессии НИС 
добавляется гибель тироцитов без активации пролиферации, т. е. происходит значительное уменьшение 
числа клеток – продуцентов НИС. Это свидетельствует о нарушении формирования ТТГ-зависимых ре-
гуляторных механизмов в железе, поскольку пролиферация тиреоидного эпителия также индуцируется 
ТТГ [17].
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Рис. 1. Изменения тиреоидного профиля сыворотки крови крыс, подвергавшихся воздействию  
низких доз эндокринного дисраптора ДДТ с половозрелого возраста (а) 

и с первых суток после рождения (б ). Значения контрольной группы приняты за единицу.  
*Статистически значимые отличия от контрольной группы. 

#Статистически значимые отличия от 6-недельного срока исследования
Fig. 1. Alterations in thyroid serum profile of rats exposed to low doses  

of endocrine disruptor DDT since maturation (a) and since birth (b). 
Levels are normalized to appropriate control.  

*Statistically significant differences from control.  
#Statistically significant differences from 6-weeks exposure
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Рис. 2. Изменения концентрации НИС в сыворотке крови крыс,  
подвергавшихся воздействию низких доз эндокринного дисраптора ДДТ  

с половозрелого возраста (а) и с первых суток после рождения (б ). 
*Статистически значимые отличия от контрольной группы. 

#Статистически значимые отличия от 6-недельного срока исследования
Fig. 2. Changes in sodium iodide symporter serum concentration in rats exposed  
to low doses of endocrine disruptor DDT since maturation (a) and since birth (b). 

*Statistically significant differences from control.  
#Statistically significant differences from 6-weeks exposure
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Рис. 3. Изменения экспрессии НИС фолликулярными тироцитами крыс,  
подвергавшихся воздействию низких доз эндокринного дисраптора ДДТ  

с половозрелого возраста (а) и с первых суток после рождения (б ). 
*Статистически значимые отличия от контрольной группы

Fig. 3. Changes in sodium iodide symporter expression by follicular thyroid cells in rats  
exposed to low doses of endocrine disruptor DDT since maturation (a) and since birth (b). 

*Statistically significant differences from control
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Заключение
Таким образом, низкие дозы эндокринного дисраптора ДДТ необратимо подавляют экспрессию 

фолликулярными тироцитами мембранного гликопротеина НИС, обеспечивающего йодаккумулирую-
щую функцию щитовидной железы.

При воздействии на развивающийся организм низкие дозы эндокринного дисраптора ДДТ также 
нарушают развитие компенсаторно-приспособительных реакций в виде увеличения числа фолликуляр-
ных тироцитов – продуцентов НИС, направленных на повышение гормоногенеза в щитовидной железе.

Рис. 4. Отличия в структуре щитовидной железы крыс,  
подвергавшихся воздействию низких доз эндокринного дисраптора ДДТ  

с половозрелого возраста (а) и с первых суток после рождения (б ) в течение 10 нед.: 
а – паренхима представлена фолликулами малого размера с высоким  

содержанием ШИК-положительного тиреоглобулина;  
б – фолликулы более крупные, менее выраженная ШИК-реакция тиреоглобулина 

(полутонкие срезы, окраска по Ягловой, увеличение × 400)
Fig. 4. Differences in thyroid histology of rats after 10-weeks exposure  

to low doses of endocrine disruptor DDT since maturation (a) and since birth (b): 
a – thyroid parenchyma demonstrates prevalence of smaller follicles with higher content  

of PAS-positive thyroglobulin; b – enlarged of follicles with less PAS-positive thyroglobulin 
(semithin sections, Yaglova’s stain, magnification × 400)

Рис. 5. Изменения размеров фолликулов щитовидной железы крыс, подвергавшихся воздействию  
низких доз эндокринного дисраптора ДДТ с половозрелого возраста (а)  

и с первых суток после рождения (б ) в течение 10 нед. 
*Статистически значимые отличия от контрольной группы

Fig. 5. Changes in surface area of thyroid follicles in rats after 10-weeks exposure  
to low doses of endocrine disruptor DDT since maturation (a) and since birth (b). 

*Statistically significant differences from control
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РОЛЬ СТРУКТУРНОЙ РЕОРГАНИЗАЦИИ  
МИТОХОНДРИАЛЬНОГО АППАРАТА В ВОЗРАСТНЫХ  

ИЗМЕНЕНИЯХ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ  
КОРКОВОГО ВЕЩЕСТВА НАДПОЧЕЧНИКОВ1

Е. П. ТИМОХИНА1), В. В. ЯГЛОВ1), С. С. ОБЕРНИХИН 1),  
Н. В. ЯГЛОВА1), С. В. НАЗИМОВА1), Д. А. ЦОМАРТОВА1)

1)Научно-исследовательский институт морфологии человека,  
ул. Цюрупы, 3, 117418, г. Москва, Россия

Стероидогенная активность кортикостероцитов существенно меняется в постнатальном периоде онтогенеза. 
Однако возрастные изменения митохондриального аппарата кортикостероцитов при развитии коркового вещества 
надпочечников и вклад этих изменений в обеспечение секреторной функции мало изучены. Целью работы был 
анализ структурных перестроек митохондриального аппарата кортикостероцитов клубочковой, пучковой и сет-
чатой зон коркового вещества надпочечников крыс в процессе возрастных изменений и сопоставление их с ди-
намикой морфофункциональных трансформаций коркового вещества. Исследование проведено на самцах крыс 
вистар пубертатного и постпубертатного возраста. Определены количественные показатели структуры коркового 
вещества методом световой микроскопии и ультраструктуры кортикостероцитов с помощью трансмиссионной 
электронной микроскопии, а также продукция соответствующих стероидных гормонов посредством иммунофер-
ментного анализа. Выявлены различные структурные изменения митохондриального аппарата, происходящие 
в кортикостероцитах при переходе от пубертатного периода к постпубертатному, которые влияют на активность 

1 Материал статьи представлен в виде доклада на Международной научной конференции «Молекулярные, мембранные 
и клеточные основы функционирования биосистем», проводившейся в рамках XIV съезда Белорусского общественного объеди-
нения фотобиологов и биофизиков (Минск, 17–19 июня 2020 г.).
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стероидогенеза в большей степени, чем структурные изменения соответствующих зон коркового вещества. Вы-
раженность связи секреции стероидных гормонов и структурных перестроек митохондрий указывает на необхо-
димость дополнительных ультраструктурных исследований при морфологической оценке состояния коркового 
вещества надпочечников развивающегося организма.

Ключевые слова: митохондрия; надпочечник; кортикостероцит; стероидогенез; стероидные гормоны; постна-
тальное развитие.

ROLE OF REORGANIZATION  
OF MITOCHONDRIA STRUCTURE IN AGE -DEPENDENT  

CHANGES OF ADRENAL CORTEX FUNCTION

E. P. TIMOKHINAa, V. V. YAGLOV  a, S. S. OBERNIKHIN a,  
N. V. YAGLOVAa, S. V. NAZIMOVAa, D. A. TSOMARTOVAa

aResearch Institute of Human Morphology, 3 Tsyurupy Street, Moscow 117418, Russia
Corresponding author: E. P. Timokhina (rodich_k@mail.ru)

Steroidogenic activity of adrenal cortical cells is known to change significantly during postnatal development. Age- 
dependent changes of mitochondrial apparatus and its impact in secretory activity of the adrenal cortex are less studied. 
The aim was to uncover age-dependent mitochondrial dynamics in rat glomerulosa, fasciculata and reticularis cells, and 
to assess them together with changes in adrenal cortex morphology and function. Pubertal and postpubertal male Wistar 
rats were used in the research. Quantitative parameters of adrenal cortex morphology and fine structure of adrenocortical 
cells were examined by light and transmission electron microscopy. Production of adrenal hormones was evaluated by 
enzyme-linked immunosorbent assay. Discrete age-dependent changes of mitochondrial dynamics was revealed. These 
changes were found more sufficient for hormone production then alterations in morphology of adrenocortical zones. 
Association of changes in mitochondrial structure with intensity of hormone secretion demonstrate that morphological 
studies of adrenal cortex requires examination of fine structure for correct assessment of adrenal development. 

Keywords: mitochondrion; adrenal gland; adrenal cortical cell; steroidogenesis; steroid hormones; postnatal development.

Введение
В литературе имеется достаточное количество работ, раскрывающих структурные основы синте-

за стероидных гормонов в клетках коркового вещества надпочечников. Процессы стероидогенеза обес-
печиваются ферментами, локализованными в митохондриях и гладкой эндоплазматической сети. Из-
вестно, что наибольшие изменения при стимулировании или подавлении стероидогенеза претерпевают 
именно митохондрии [1; 2]. Следовательно, структура митохондриального аппарата служит одним из ос-
новных показателей секреторной активности кортикостероцитов [3–5]. Известно, что в постнатальном 
периоде онтогенеза стероидогенная функция клеток существенно меняется. Наиболее сложное развитие 
и становление стероидогенеза наблюдается в корковом веществе надпочечников. У крыс секреторная 
активность пучковой зоны усиливается в пренатальном периоде и снижается в постнатальном [6 – 8]. 
С трехнедельного возраста начинается синтез половых гормонов в сетчатой зоне [9]. Данные процес-
сы обусловлены активацией ферментов гидроксилаз, однако возрастные изменения митохондриального 
аппарата кортикостероцитов при развитии коркового вещества надпочечников и вклад этих изменений 
в обеспечение секреторной функции изучены в значительно меньшей степени.

Цель работы – проанализировать структурные перестройки митохондриального аппарата кортико-
стероцитов клубочковой, пучковой и сетчатой зон коркового вещества надпочечников крыс в процессе 
возрастных изменений и сопоставить их с динамикой морфофункциональных трансформаций корко-
вого вещества.

Материалы и методы исследования
Исследование проведено на 20 самцах крыс вистар. Животных выводили из эксперимента пере-

дозировкой золетила в возрасте 6 нед. (n = 10), что соответствует пубертатному периоду, и 10 нед. 
(n = 10), т. е. после наступления половой зрелости, когда надпочечники крыс достигают своего макси-
мального развития [9]. Эксперимент выполнен в соответствии с нормами обращения с лабораторными 
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животными, закрепленными в Международных рекомендациях (этическом кодексе) по проведению 
медико- биологических исследований с использованием животных (разработаны и опубликованы Со-
ветом международных научных организаций в 1985 г.), Правилах лабораторной практики в Российской 
Федерации (утверждены приказом Министерства здравоохранения Российской Федерации от 19 июня 
2003 г. № 267), Федеральном законе «О защите животных от жестокого обращения» от 1 декабря 1999 г. 
(проект № 97802163-2), а также Правилах проведения работ с использованием экспериментальных жи-
вотных (утверждены приказом Министерства здравоохранения СССР от 12 августа 1977 г. № 755).

Надпочечники фиксировали в жидкости Буэна. Изготавливали препараты экваториальных срезов 
органа, которые после стандартной гистологической проводки окрашивали гематоксилином и эозином 
(ООО «БиоВитрум», Россия). Гистологические препараты изучали методом световой микроскопии с ис-
пользованием микроскопа Leica DM2500 (Leica Microsystems, Германия). Морфометрическое исследо-
вание проводили с помощью программы ImageScope (Leica Microsystems, Германия). Для изучения 
ультраструктуры надпочечники фиксировали в 2,5  % растворе глутарового альдегида в 0,1 моль/л како-
дилатном буфере (рН 7,3) с последующей заливкой в смесь эпона и аралдита. Контрастирование срезов 
проводили водным раствором 2,5 % уранилацетата и цитрата свинца. Исследование срезов выполняли 
методом электронной трансмиссионной микроскопии с применением микроскопа Libra 120 (Carl Zeiss, 
Германия). В сыворотке крови крыс иммуноферментным методом с помощью коммерческих наборов 
(Сusabio, Китай) определяли концентрацию альдостерона, кортикостерона, а также эстрона как конеч-
ного продукта синтеза половых стероидов сетчатой зоны. 

Центральные тенденции и рассеяние признаков, имеющих приближенно нормальное распределе-
ние, описывали средним значением и стандартной ошибкой среднего значения (М ± m). Сравнение не-
зависимых групп проводили с помощью t-критерия Стьюдента с учетом критерия Левена о равенстве 
дисперсий. Статистически значимыми считались различия при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Надпочечники крыс пубертатного периода имели типичное строение. На гистологических срезах 

четко различались корковое и мозговое вещества. Клубочковая зона коркового вещества включала 
эндокриноциты с круглыми и овальными ядрами и просветленной цитоплазмой, располагалась под 
капсулой в виде непрерывного слоя равномерной толщины и занимала менее 10 % площади корко-
вого вещества. Сетчатая зона была представлена анастомозирующей сетью эндокриноцитов, между 
которыми размещались капилляры. Большинство просветов сосудов были свободны, в остальных 
находилась плазма, в единичных случаях – эритроциты. Клетки наружной части имели кубическую 
форму и круглые ядра, клетки внутренней части – меньший размер, полигональную форму. Цито-
плазма клеток прояв ляла ярко выраженные оксифильные свойства, в ней присутствовали липидные 
включения. Пучковая зона была представлена кубическими эндокриноцитами, образующими тяжи. 
Пучковая и сетчатая зоны имели одинаковый размер и занимали приблизительно 90 % площади кор-
кового вещества.

Электронно-микроскопическое исследование показало, что кортикостероциты клубочковой зоны 
содержали митохондрии овальной или округлой формы с пластинчатыми кристами и гомогенным мат-
риксом (рис. 1, а). У значительной части митохондрий наблюдался отек матрикса различной степе-
ни. Липидные капли умеренной плотности контактировали с митохондриями и встречались не во всех 
клетках. В пучковой зоне митохондрии были большего размера и более округлой формы с везикуляр-
ными кристами (см. рис. 1, б). Также отмечено большее количество митохондрий с отеком матрикса, 
чем в клубочковой зоне (см. таблицу). В сетчатой зоне митохондрии имели округлую или овальную 
форму, а также матрикс средней электронной плотности (см. рис. 1, в). Липидные капли характеризова-
лись выраженной осмиофильностью. 

После наступления половой зрелости, когда надпочечники достигают своего максимального разви-
тия, наблюдалось уменьшение площади клубочковой зоны (рис. 2) и объемов ее клеток, при этом диа-
метр ядер остался неизменным. Количество митохондрий увеличилось, однако их размер уменьшился. 
Снизилась доля митохондрий с отеком матрикса (см. таблицу). Липидные включения встречались реже 
и были представлены скоплением большого числа липидных капель низкой плотности, которые мало 
контактировали с митохондриями. Отмечено увеличение концентрации альдостерона в сыворотке кро-
ви (рис. 3).

Исследование пучковой зоны надпочечников крыс после наступления половой зрелости показало уве-
личение ее размеров (см. рис. 2). Количество митохондрий в клетках уменьшилось, а их диаметр увели-
чился. Снизились доля митохондрий с отеком матрикса (см. таблицу) и концентрация кортикостерона 
в сыворотке крови (см. рис. 3).
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Сетчатая зона надпочечников крыс в постпубертатном периоде развития не изменилась в размере. 
Отмечалось уменьшение диаметра клеток, при этом количество митохондрий значительно увеличи-
лось (см. таблицу). По сравнению с предыдущим сроком исследования снизилась продукция половых 
гормонов в сыворотке крови (см. рис. 3).

Морфологическая характеристика митохондрий кортикостероцитов клубочковой,  
пучковой и сетчатой зон надпочечников крысы в пубертатном (6 нед.)  

и постпубертатном (10 нед.) периодах (M ±± m)
Morphological characteristics of mitochondria of adrenal cortical cells  

of the glomerular, fascicular and reticular zones of the rat adrenal glands  
in the pubertal (6 weeks) and postpubertal (10 weeks) periods (M ±± m)

Параметры
Клубочковая зона Пучковая зона Сетчатая зона

6 нед. 10 нед. 6 нед. 10 нед. 6 нед. 10 нед.

Диаметр  
митохондрий, мкм 0,99 ± 0,03 0,88 ± 0,02* 1,11 ± 0,03 1,32 ± 0,05* 1,58 ± 0,04 1,32 ± 0,04*

Количество митохондрий 
в 1 мкм2 цитоплазмы 0,36 ± 0,01 0,66 ± 0,04* 0,36 ± 0,01 0,25 ± 0,01* 0,29 ± 0,02 0,52 ± 0,02*

Доля митохондрий  
с отеком матрикса, % 44,59 ± 3,34 30,22 ± 1,03* 53,62 ± 3,34 36,87 ± 1,22* 95,77 ± 1,22 97,25 ± 3,24*

*Статистически значимые отличия от значений предыдущего срока.

Рис. 1. Структура митохондрий кортикостероцитов клубочковой (а), пучковой (б )  
и сетчатой (в) зон коркового вещества надпочечников крысы в пубертатном периоде

Fig. 1. Mitochondria structure in adrenal cortical cells of zona glomerulosa (a),  
zona fasciculata (b) and zona reticularis (c) in pubertal rats
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Как известно, митохондрии находятся в состоянии динамического равновесия, которое поддержи-
вается двумя противоположными процессами: регулируемым делением (фрагментацией), приводящим 
к образованию органелл меньшего размера, и слиянием, опосредующим формирование трубчатых или 
сетчатых митохондриальных структур [10 –13]. Проведенное исследование показало различные изме-
нения в строении коркового вещества, ультраструктуре кортикостероцитов и их секреторной деятель-
ности. В пубертатном периоде активный синтез альдостерона приводил к отеку матрикса митохондрий. 
После наступления половой зрелости размеры клубочковой зоны уменьшались, а продукция альдо-
стерона увеличивалась. Усиление синтеза гормона обеспечивалось двукратным возрастанием количе-
ства митохондрий в клетках в сочетании с уменьшением их размера, что способствовало увеличению 
площади поверхности внутренних мембран и тем самым повышению стероидогенной активности. 
Этот факт подтверждает и снижение доли митохондрий с отеком матрикса, который возникает при 
их функциональной нагрузке. Важно отметить, что стероидогенез обеспечивается последовательными 
процессами в двух органеллах – митохондриях и гладкой эндоплазматической сети. Как показали ис-
следования, деление митохондрий происходит при участии ретикулярных структур путем образования 
«петли», перетягивающей митохондрию [14], что свидетельствует о связи активности синтеза стерои-
дов и изменений его структурного обеспечения. 

Рис. 2. Возрастные изменения площадей зон коркового вещества надпочечников крысы  
при переходе от пубертатного периода (6 нед.) к половой зрелости (10 нед.).  

Значения показателей пубертатного периода приняты за 100 %.  
*Статистически значимые отличия от значений предыдущего срока

Fig. 2. Age-dependent changes in the areas of the rat adrenal cortex zones  
during the transition from pubertal (6 weeks) to postpubertal (10 weeks) periods. 

The values of the indicators of puberty are taken as 100 %.  
*Statistically significant differences from previous values

Рис. 3. Концентрации гормонов коркового вещества надпочечников  
в сыворотке крови крысы при переходе от пубертатного периода (6 нед.) к половой  
зрелости (10 нед.). Значения показателей пубертатного периода приняты за 100 %.  

*Статистически значимые отличия от значений предыдущего срока
Fig. 3. Concentration of adrenal hormones during the transition  

from pubertal (6 weeks) to postpubertal (10 weeks) periods.  
The values of the indicators of puberty are taken as 100 %.  
*Statistically significant differences from previous values
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Пучковая зона коркового вещества при переходе к постпубертатному периоду увеличивалась в раз-
мерах, при этом продукция кортикостерона не повышалась. Электронно-микроскопическое исследо-
вание выявило снижение морфологического субстрата стероидогенной активности: уменьшение ко-
личества митохондрий в клетках, в том числе с отеком матрикса, и увеличение их размера. Данное 
изменение структуры митохондрий, вероятно, происходит за счет их слияния [15]. Известно, что после 
достижения половой зрелости, когда усиливается синтез стероидов в семенниках, функциональная ак-
тивность клеток сетчатой зоны уменьшается [9]. Наши исследования показали также снижение про-
дукции половых стероидов. Изменений размеров сетчатой зоны при переходе к постпубертатному пе-
риоду развития практически не выявлено, но, в отличие от пучковой зоны, в ней отмечено уменьшение 
размеров клеток. Возрастные изменения митохондриального аппарата были фактически идентичны 
изменениям в клубочковой зоне. Тем не менее увеличения продукции женских половых стероидов не 
наблюдалось. Степень отека матрикса митохондрий также была одинакова в пубертатном и постпубер-
татном периодах. Предположительно, такая перестройка митохондриального аппарата клеток обуслов-
лена значительным уменьшением объема цитоплазмы. Клетки сетчатой зоны отличаются наименьши-
ми размерами среди кортикостероцитов всех зон коркового вещества надпочечников, а соответственно, 
и меньшим количеством митохондрий. После достижения половой зрелости уменьшение изначально 
небольших размеров цитоплазмы требовало перестройки митохондриального аппарата для обеспече-
ния биоэнергетических процессов при ее малом объеме, что подтверждается неизменно высоким уров-
нем клеток с отеком матрикса митохондрий. 

Таким образом, структурная реорганизация митохондриального аппарата влияет на активность сте-
роидогенеза в большей степени, чем изменения размеров зон коркового вещества надпочечников.

Заключение
При переходе от пубертатного периода к постпубертатному в кортикостероцитах происходят струк-

турные перестройки митохондрий, оказывающие более сильное влияние на активность стероидогене-
за, чем структурные изменения соответствующих зон коркового вещества. Выраженность связи секре-
ции стероидных гормонов и реорганизации митохондриального аппарата указывает на необходимость 
дополнительных ультраструктурных исследований при морфологической оценке состояния коркового 
вещества надпочечников развивающегося организма.
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ЭФФЕКТЫ ПРОИЗВОДНЫХ 2-АМИНО-4,6-ДИ-ТРЕТ-БУТИЛФЕНОЛА  
НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ И ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ  

ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА1

Д. Б. НИЖЕГОРОДОВА1), Г. А. КСЕНДЗОВА2), А. Г. СЫСА1),  
М. Ю. ЮРКЕВИЧ 1), М. В. ЛОБАЙ 1), О. И. ШАДЫРО 2), М. М. ЗАФРАНСКАЯ 1)

1)Международный государственный институт им. А. Д. Сахарова БГУ,  
ул. Долгобродская, 23/1, 220070, г. Минск, Беларусь 

2)Научно-исследовательский институт физико-химических проблем БГУ,  
ул. Ленинградская, 14, 220006, г. Минск, Беларусь

Производные 2-амино-4,6-ди-трет-бутилфенола проявляют противовирусные свойства и радикалрегулятор-
ную активность в отношении различных типов органических радикалов, что обусловливает актуальность их даль-
нейшего изучения. До сих пор остается открытым вопрос об иммуномодулирующей активности производных 
аминофенольных соединений. В настоящей работе осуществляется оценка влияния производных 2-амино-4,6-
ди-трет-бутилфенола на жизнеспособность и функциональный потенциал лимфоцитов периферической крови 
человека. Проведенный анализ показал, что исследуемые соединения в концентрациях 10–5–10–7 моль не оказы-
вали цитотоксического действия, в то время как эти соединения в концентрации 10– 4 моль проявляли цитоток-
сический эффект за счет индукции вторичного некроза. Соединения N-(2-гидрокси-3,5-ди-трет-бутилфенил)-
4-метилбензолсульфонамид и 2,4-ди-трет-бутил-6-морфолинофенол в концентрации 10– 6 моль стимулировали 

1 Материал статьи представлен в виде доклада на Международной научной конференции «Молекулярные, мембранные 
и клеточные основы функционирования биосистем», проводившейся в рамках XIV съезда Белорусского общественного объеди-
нения фотобиологов и биофизиков (Минск, 17–19 июня 2020 г.).
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внеклеточную продукцию α-интерферона мононуклеарами периферической крови и внутриклеточную про-
дукцию γ-интерферона CD3+Т-лимфоцитами. Выявлен иммуносупрессивный эффект (более 50 %) соединений  
N-(2-гидрокси-3,5-ди-трет-бутилфенил)-4-метилбензолсульфонамида и 2,4-ди-трет-бутил-6-морфолинофенола 
в концентрации 10–5 моль на митогениндуцированную пролиферацию Т-лимфоцитов. 

Ключевые слова: производные 2-амино-4,6-ди-трет-бутилфенола; иммунная система; лимфоидные клетки; 
интерфероны; пролиферация; цитотоксичность.
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EFFECTS OF 2-AMINO-4,6-DI-TERT-BUTYLPHENOL  
DERIVATIVES ON THE VIABILITY AND FUNCTIONAL STATE  

OF HUMAN PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES
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Derivatives of 2-amino-4,6-di-tert-butylphenol exhibit antiviral properties and radical regulatory activity against va-
rious types of organic radicals which determines the actuality of their further investigation. But the question of amino-
phenol derivatives immunomodulatory activity remains open. In this regard, the aim of the study was to assess the effects 
of 2-amino-4,6-di-tert-butylphenol derivatives on the viability and functional potential of human peripheral blood lympho-
cytes. As a result of the studies, it was shown that aminophenol compounds at concentrations of 10–5–10–7 mol did not exert 
a toxic effect while at a concentration of 10– 4 mol showed a cytotoxic effect due to the induction of secondary necrosis. 
Compounds N-(2-hydroxy-3,5-di-tert-butylphenyl)-4-methylbenzenesulfonamide and 2,4-di-tert-butyl-6-morpholinophe-
nol at a concentration of 10– 6 mol stimulated the extracellular production of α-interferon by peripheral blood mononuclear 
cells and intracellular production of γ-interferon by CD3+T-lymphocytes. An immunosuppressive effect (more than 50 %) 
of N-(2-hydroxy-3,5-di-tert-butylphenyl)-4-methylbenzenesulfonamide and 2,4-di-tert-butyl-6-morpho linophenol com-
pounds at a concentration of 10–5 mol was revealed to the mitogen-induced proliferation of T-lymphocytes.

Keywords: 2-amino-4,6-di-tert-butylphenol derivatives; immune system; lymphoid cells; interferons; proliferation; 
cytotoxicity.
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Введение
Производные 2-амино-4,6-ди-трет-бутилфенола проявляют противовирусные свойства и радикалре-

гуляторную активность в отношении различных типов органических радикалов [1; 2], что обусловливает 
актуальность их дальнейшего изучения. До сих пор остается открытым вопрос об иммуномодулирую-
щей активности производных аминофенольных соединений, в том числе их способности инициировать 
продукцию интерферонов типов I и II и регулировать неспецифический и специфический Т-клеточный 
иммунный ответ. 

Ключевыми событиями в противовирусном иммунном ответе являются индукция генов системы 
интерферонов, активация неспецифических клеточных факторов защиты с последующей инициацией 
развития специфического противовирусного иммунитета [3]. Несмотря на то что интерфероны не об-
ладают прямым противовирусным действием, при воздействии на различные типы клеток и их мета-
болизм они проявляют множественные биологические эффекты и, таким образом, выступают главным 
неспецифическим гуморальным фактором противовирусной защиты. Интерфероны типа I, включая 
α-интерферон (αIFN), синтезируются лейкоцитами на самых ранних этапах иммунного ответа и поэтому 
относятся к первой линии защиты организма, модулируя созревание дендритных клеток и инициацию 
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распознавания антигенных детерминант. В свою очередь, γ-интерферон (γ IFN) – интерферон типа II – 
синтезируется ограниченным спектром клеток и является участником как неспецифического, так и ан-
тигенспецифического иммунного ответа, активируя натуральные киллеры (НК-клетки), цитотокси-
ческие Т-лимфоциты и В-клетки [4; 5]. На более поздних стадиях решающим фактором выступает 
пролиферация Т-лимфоцитов и их дифференцировка в эффекторные клетки, которые с помощью раз-
личных механизмов (перфоринзависимый цитолиз и активационно-индуцированный апоптоз) приво-
дят к элиминации патогена из организма [6].

В связи с этим цель исследования – оценить влияние производных 2-амино-4,6-ди-трет-бутилфенола 
и 3,5-ди-трет-бутилпирокатехина на жизнеспособность, цитокинсинтезирующую функцию и функцио-
нальный (пролиферативный и цитотоксический) потенциал лимфоцитов периферической крови человека.

Материалы и методы исследования
Материалом исследования явилась цельная периферическая венозная кровь здоровых доноров 

(n = 15).
Структурная характеристика объектов исследования – производных 2-амино-4,6-ди-трет-бутилфенола 

(1–3) и 3,5-ди-трет-бутилпирокатехина (4), синтезированных по описанным ранее методикам [2; 7; 8], – 
представлена в табл. 1.

Т а б л и ц а  1
Структурная характеристика соединений

Ta b l e  1
Structural characteristics of compounds

Номер  
cоединения Структурная формула Название

1
N-(2-гидрокси-3,5-ди-
трет-бутилфенил)-4-

метилбензолсульфонамид

2
N-(2-метокси-3,5-ди-
трет-бутилфенил)-4-

метилбензолсульфонамид

3 2,4-Ди-трет-бутил-6- 
морфолинофенол

4
2-(4,6-Ди-трет-бутил-2,3-

дигидроксифенилсульфанил)уксусная 
кислота

Культуральный метод. Выделенные на градиенте плотности (Histopaque-1077, Sigma, Германия) 
мононуклеары периферической крови (МПК) в концентрации 2 ⋅ 105 клеток на лунку 96-луночного 
планшета культивировали в питательной среде RPMI-1640 (Bio-Whittaker, США) с добавлением 10 % 
эмбриональной телячьей сыворотки (Gibco, Германия), 2 ммоль L-глютамина (Bio-Whittaker, США), 
1 % антибиотика-антимикотика (Gibco, Германия), в присутствии или отсутствии соединений 1– 4 
в концентрациях 10–5–10–7 моль в течение 48 ч, 72 ч и 6 дней соответственно, для оценки жизнеспособ-
ности, внутриклеточной продукции γ IFN и цитотоксичности, а также характеристики митогенинду-
цированной пролиферации лимфоцитов. Для стимуляции цитотоксичности в кокультуры добавляли 
интерлейкин-2 (IL-2, Fluka, Германия) в конечной концентрации 100 МЕ/мл. Митоген фитогемагглю-
тинин (PHA, Sigma, Германия) добавляли в конечной концентрации 2,5 мкг/мл.
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Проточная цитофлуориметрия. Жизнеспособность клеточных культур МПК определяли с ис-
пользованием набора Annexin А5 FITC/7-AAD Kit (Beckman Coulter, США). Регистрацию резуль-
татов измерения выполняли на 10 000 событий на проточном цитометре Cytoflex (Beckman Coulter, 
США).

Для количественного определения уровня внутриклеточной продукции γ IFN за 4 ч до окончания куль-
тивирования добавляли 10 нг/мл форбол-12-миристат-13-ацетата (Sigma, Германия), 1 мкг/мл кальциевой 
соли иономицина (Cayman Chemical, США) и 10 мкг/мл брефелдина А (Cayman Chemical, США) с после-
дующим окрашиванием МПК моноклональными антителами к поверхностному маркеру Т-лимфоцитов 
(CD3-PC7, Beckman Coulter, США) и дальнейшей фиксацией клеток в течение 10 мин 4 % раствором 
пара формальдегида в физиологическом растворе. После отмывания клеток добавляли моноклональные 
антитела γ IFN-PE (Beckman Coulter, США). Учет результатов проводили на проточном цитометре Cytof-
lex на 10 000 CD3+Т-лимфоцитов.

CFSE-метод оценки клеточной пролиферации. Для оценки клеточной пролиферации МПК пред-
варительно окрашивали флуоресцентным красителем – 5,6-карбоксифлуоресцеинсукцинилмидиловым 
эфиром (CFSE, Fluka, Германия) – и культивировали в течение 6 дней в присутствии или отсутствии 
митогена. Регистрацию количества пролиферирующих и непролиферирующих Т-кле точных субпо-
пуляций осуществляли методом проточной цитофлуориметрии с использованием моно клональных 
антител СD3-PC7 (Beckman Coulter, США). Для оценки пролиферативного ответа в соответствии 
с распределением флуоресценции устанавливали границы популяции CD3+ Т-клеток среди жизне-
способных лимфоцитов. Пролиферацию Т-лимфоцитов оценивали как процент непролиферирую-
щих и пролиферирующих Т-клеток. Учет результатов проводили на проточном цитометре Cytoflex 
на 50 000 CD3+ Т-лимфоцитов.

Оценка цитотоксичности. Для оценки цитотоксичности к культуре МПК добавляли клетки-мише-
ни – опухолевую клеточную линию K562, окрашенную CFSE, – в соотношении 5  :  1 и культивировали 
МПК в течение 4 ч. Процент гибели клеток-мишеней K562 в результате цитотоксичности МПК в ко-
культурах определяли путем добавления катионного красителя – пропидий йодида (PI, Invitrogen, Герма-
ния) – и идентификации нежизнеспособных клеток опухолевой линии (CFSE+ PI+ K562) с использованием 
проточного цитометра Cytoflex (Beckman Coulter, США) на 20 000 событий. Коэффициент стимуляции 
цитотоксичности рассчитывали как отношение процента гибели клеток K562 в кокультуре с МПК, стиму-
лированными IL-2, к таковым в нестимулированных МПК.

Иммуноферментный анализ. Концентрацию γ IFN и αIFN определяли в cупернатантах клеточных 
культур МПК исследуемых доноров методом твердофазного иммуноферментного анализа согласно 
инструкции производителя с использованием коммерческих наборов: гамма-интерферон-ИФА-БЕСТ 
(А-8752, Вектор-Бест, Россия) и альфа-интерферон-ИФА-БЕСТ (А-8758, Вектор-Бест, Россия). Ре-
зультаты регистрировали на спектрофотометре (Thermo Fischer, Германия) при длине волны λ = 450 нм.

Статистическая обработка данных. Cтатистическую обработку данных проводили с примене-
нием стандартного пакета Statistica 8.0 (StаtSoft Inc., США). Для описательной статистики исследуемых 
групп использовали показатели медианы, нижнего и верхнего процентилей (25-й и 75-й процентили). 
Определение достоверных различий между сравниваемыми группами осуществляли непараметрически-
ми критериями: U-критерием Манна – Уитни и критерием Вилкоксона. Различия считали статистически 
значимыми при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Жизнеспособность лимфоидных клеток при культивировании с производными 2-амино-4,6-ди-

трет-бутилфенола и 3,5-ди-трет-бутилпирокатехина. Жизнеспособность лимфоидных клеток 
при культивировании с соединениями 1– 4 исследована с использованием комбинированной окраски 
культуры МПК аннексином V (AnnexinV), конъюгированным с флуорохромом, и 7-аминоактиноми-
цином D (7-AAD). Комбинированная окраска аннексином V и 7-аминоактиномицином D позволяет 
идентифицировать жизнеспособные клетки (AnnexinV – 7ADD– ); ранние проапоптотические изменения 
в клетках (AnnexinV + 7ADD– ); позднюю стадию апоптоза, сопровождающуюся вторичным некрозом 
клеток (AnnexinV + 7ADD+ ); некротический вариант клеточной гибели (AnnexinV– 7ADD+ ). Результаты 
статистической обработки данных жизнеспособных клеток и клеток, подвергшихся апоптозу или не-
крозу при культивировании с соединениями 1– 4, представлены в табл. 2.

Показано, что через 48 ч культивирования интактные культуры МПК характеризовались высокой 
жизнеспособностью: количество клеток AnnexinV – 7AAD– составило 96,80 (94,35–97,99) %, в то время 
как большинство нежизнеспособных клеток идентифицировались как AnnexinV + 7AAD–, что соответ-
ствует стадии раннего апоптоза. 
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Т а б л и ц а  2
Количество жизнеспособных, апоптотических и некротических клеток  
в культуре МПК через 48 ч культивирования с соединениями 1– 4, %

Ta b l e  2
The number of alive, apoptotic and necrotic cells in 48 h culture  
of peripheral blood mononuclear cells with compounds 1– 4, %

Условия  
культивирования

МПК
AnnexinV – 7AAD–

(жизнеспособные)
AnnexinV + 7AAD–

(ранний апоптоз)
AnnexinV + 7AAD+

(поздний апоптоз)
AnnexinV – 7AAD+

(некроз)

Культуральная 
среда

96,80
(94,35–97,99)

3,18
(1,99 –5,57)

0,00
(0,00 – 0,02)

0,07
(0,01– 0,13)

1

10–7 моль 96,31
(93,43–97,67)

3,69
(2,31–5,45)

0,00
(0,00 – 0,70)

0,05
(0,00 – 0,48)

10– 6 моль 97,49
(94,35–98,70)

2,51
(1,30 –5,62)

0,00
(0,00 – 0,10)

0,03
(0,00 – 0,30)

10–5 моль 98,02
(96,90 –98,76)

1,56
(1,22–3,00)

0,02
(0,00 – 0,30)

0,10
(0,04 – 0,70)

10– 4 моль 63,75**
(62,58 – 64,93)

0,10*
(0,00 – 0,02)

0,10
(0,05– 0,15)

36,05**
(34,93–37,18)

2

10–7 моль 94,38
(91,69 – 96,58)

1,94
(1,18 – 6,24)

0,22
(0,19 – 0,32)

0,41
(0,36 –1,93)

10– 6 моль 96,89
(94,55–97,27)

2,33
(2,32– 4,75)

0,00
(0,00 – 0,03)

0,63
(0,32– 0,71)

10–5 моль 92,40
(89,92–93,18)

6,30
(4,32–7,82)

0,87
(0,44 – 0,94)

2,23
(1,33–2,98)

10– 4 моль 71,71**
(71,10–82,63)

26,33*
(13,40 –27,92)

0,00
(0,00 – 0,00)

1,96
(0,98–3,98)

3

10–7 моль 96,47
(91,38 – 96,98)

3,42
(2,99 – 6,34)

0,00
(0,00 –1,50)

0,10
(0,03– 0,81)

10– 6 моль 96,20
(94,16 – 97,84)

2,40
(1,52–5,78)

0,02
(0,00 – 0,30)

0,10
(0,02–1,82)

10–5 моль 98,07
(94,80 – 98,20)

1,70
(1,30 –1,84)

0,02
(0,00 – 0,504)

0,10
(0,06–2,53)

10– 4 моль 63,25**
(63,13– 63,38)

0,15*
(0,13– 0,18)

0,10
(0,00 – 0,25)

36,30**
(36,20 –36,40)

4

10–7 моль 96,58
(89,25–97,17)

3,42
(2,76 –7,82)

0,00
(0,00 –1,21)

0,10
(0,01–1,30)

10– 6 моль 96,20
(94,80 – 98,30)

3,70
(1,63–5,00)

0,03
(0,00 – 0,10)

0,13
(0,10 –1,20)

10–5 моль 96,25
(93,44 – 97,90)

3,60
(2,00 – 6,51)

0,00
(0,00 – 0,08)

0,11
(0,06 –1,20)

10– 4 моль 16,75**
(14,83–18,68)

1,55*
(1,43–1,68)

10,00*
(8,90 –11,10)

71,70**
(70,75–72,65)

П р и м е ч а н и е. * – статистически значимые различия с уровнем достоверности р < 0,05; ** – р < 0,01 относительно пока-
зателей клеток в культуральной среде без соединений 1– 4; 1 – культуральная среда с добавлением N-(2-гидрокси-3,5-ди-трет-
бутилфенил)-4-метилбензолсульфонамида; 2 – культуральная среда с добавлением N-(2-метокси-3,5-ди-трет-бутилфенил)-4-
метилбензолсульфонамида; 3 – культуральная среда с добавлением 2,4-ди-трет-бутил-6-морфолинофенола; 4 – культуральная 
среда с добавлением 2-(4,6-ди-трет-бутил-2,3-дигидроксифенилсульфанил)уксусной кислоты.

Внутриклеточная продукция γ γ IFN в лимфоидных клетках при культивировании с производ-
ными 2-амино-4,6-ди-трет-бутилфенола и 3,5-ди-трет-бутилпирокатехина. В результате прове-
денных исследований изучено влияние производных 2-амино-4,6-ди-трет-бутилфенола и 3,5-ди-трет-
бутилпирокатехина на спонтанную продукцию γ IFN CD3+ Т-лимфоцитами в трехдневной культуре 
МПК. Установлено, что культивирование МПК с соединениями 1 и 3 сопровождалось повышением 
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спонтанной продукции γ IFN Т-лимфоцитами: в присутствии соединения 1 в концентрации 10– 6 моль 
наблюдалось увеличение количества γ IFN+CD3+ Т-клеток с 14,30 (12,5–16,1) до 25,90 (17,0 – 34,8) %, 
а при культивировании с соединением 3 в концентрациях 10–5 и 10– 6 моль процент γ IFN +CD3+ Т-клеток 
повышался до 23,00 (13,3–32,7) и 22,80 (13,6–32,0) соответственно ( р < 0,05) (рис. 1). В то же время 
показано, что соединения (2) и (4) не приводили к статистически значимым различиям в спонтанной 
продукции γ IFN Т-лимфоцитами у здоровых доноров.

Согласно литературным данным γ IFN относится к интерферонам типа II – гликопротеинам, син-
тезируемым Т-лимфоцитами и НК-клетками под действием антигенной стимуляции и оказывающим 
противовирусное и иммуномодулирующее действие. Если интерфероны типа I принимают непосред-
ственное участие в защите организма от вируса, то интерфероны типа II занимают более высокое по-
ложение, оказывая влияние на процессы специфического и неспецифического клеточного иммунитета. 
Так, во время ранней неспецифической защиты организма продукция γ IFN НК-клетками играет важную 
роль в развитии острого воспаления. γ IFN активирует адгезивные свойства эндотелиальных клеток 
и продукцию медиаторов воспаления моноцитами. Во время антигенспецифической фазы иммунного 
ответа γ IFN регулирует антигенную презентацию, пролиферацию и дифференцировку лимфоцитов, 
влияет на взаимодействие лейкоцитов с эндотелием, действует на апоптоз, стимулирует или подавляет 
экспрессию более 200 различных генов и является нелитическим механизмом эффекторных цитотокси-
ческих CD3+CD8+ Т-лимфоцитов [9].

Рис. 1. Спонтанная продукция γ IFN CD3+Т-лимфоцитами  
при культивировании с исследуемыми соединениями:  

а – соединение 1; б – соединение 2; в – соединение 3; г – соединение 4 
(* – статистически значимые различия с уровнем достоверности р < 0,05  

относительно культур без соединений 1– 4)
Fig. 1. γ IFN spontaneous production by CD3+ Т-lymphocytes cultivated with investigated compounds:  

а – compound 1; b – compound 2; c – compound 3; d – compound 4 
(* – significant differences with p < 0.05 as compared  

to cultures without compounds 1– 4)
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Пролиферация лимфоидных клеток при культивировании с производными 2-амино-4,6-ди-трет-
бутилфенола и 3,5-ди-трет-бутилпирокатехина. Пролиферативный потенциал митогенстимулиро-
ванных Т-лимфоцитов в присутствии соединений 1– 4 в концентрациях 10–5–10–7 моль оценивался по ко-
личеству делящихся Т-лимфоцитов в шестидневной культуре МПК. Оригинальные гистограммы CFSElow 
(пролиферирующих) Т-лимфоцитов представлены на рис. 2.

Установлено, что выраженный антипролиферативный эффект наблюдался при культивировании 
МПК с соединениями 1 и 4 в концентрации 10–5 моль, где количество CFSElow (пролиферирующих) 
Т-лимфоцитов уменьшалось с 85,5 (75,2 – 87,0) до 37,0 (28,8 – 45,0) и 34,5 (23,2 – 66,9) % соответственно 
(см. рис. 2). В то же время показано, что культивирование МПК с соединениями 2 и 3 не приводило 
к статистически значимым различиям в РНА-стимулированной пролиферации Т-лимфоцитов у здоро-
вых доноров.

Цитотоксичность лимфоидных клеток при культивировании с производными 2-амино-4,6-ди-
трет-бутилфенола. Для оценки эффектов производных 2-амино-4,6-ди-трет-бутилфенола на спон-
танную и IL-2-стимулированную цитотоксичность лимфоидных клеток по отношению к опухолевой 
клеточной линии K562 использовали показатели процента гибели клеток K562, детектируемых как 
клетки CFSE+ PI+ K562, и уровень внеклеточной продукции αIFN в кокультурах МПК и K562. Резуль-
таты количества нежизнеспособных клеток CFSE+ PI+ K562 в кокультурах с МПК при культивировании 
с исследуемыми соединениями в концентрации 10– 6 моль представлены в табл. 3.

Показано, что при стимуляции IL-2 во всех исследуемых культурах наблюдалось выраженное увели-
чение цитотоксичности ( р < 0,01). Однако на данном этапе исследования не выявлено стимулирующего 
влияния соединений 1– 3 на спонтанную и IL-2-стимулированную цитотоксичность лимфоидных клеток.

Рис. 2. Количество CFSElow (пролиферирующих) Т-лимфоцитов в культурах МПК  
с соединениями 1– 4 в условиях митогенной стимуляции 

(* – статистически значимые различия с уровнем достоверности р < 0,05  
относительно PHA-стимулированной пролиферации Т-лимфоцитов без соединений 1– 4)

Fig. 2. The number of CFSElow (proliferating) Т-lymphocytes in peripheral blood  
mononuclear cells cultures with derivatives 1– 4 under mitogen-stimulated condition 

(* – significant differences with p < 0.05 as compared  
 to PHA-stimulated T-lymphocytes proliferation without compounds 1– 4)
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Т а б л и ц а  3
Количество клеток CFSE+ PI+ K562  

в кокультурах с МПК при культивировании  
с производными 2-амино-4,6-ди-трет-бутилфенола, %

Ta b l e  3
The number of cells CFSE+ PI+ K562 co-cultured with peripheral blood  
mononuclear cells and 2-amino-4,6-di-tert-butylphenol derivatives, %

Условия культивирования CFSE+ PI+ K562 ИС

Культуральная  
среда

Без IL-2 19,7
(15,6 – 22,0) 2,2

(1,8–3,2)
IL-2 41,1

(40,0 – 43,2)

1
Без IL-2 18,3

(14,9 – 22,0) 2,0
(1,8–3,3)

IL-2 41,8
(37,2 – 46,6)

2
Без IL-2 21,0

(17,1–23,3) 2,0
(1,8–2,5)

IL-2 39,7
(35,8 – 44,6)

3
Без IL-2 22,3

(16,9 – 24,1) 2,0
(1,9–2,7)

IL-2 39,1
(38,9 – 45,3)

П р и м е ч а н и е. ИС – индекс стимуляции цитотоксичности МПК, рассчи-
тываемый как отношение показателей IL-2-стимулированной цитотоксичнос ти 
к спонтанной клеточной гибели; 1 – культуральная среда с добавлением N-(2-
гид рокси-3,5-ди-трет-бутилфенил)-4-метилбензолсульфонамида в концент рации 
10– 6 моль; 2 – культуральная среда с добавлением N-(2-метокси-3,5-ди-трет-
бутилфенил)-4-метилбензолсульфонамида в концентрации 10– 6 моль; 3 – культу-
ральная среда с добавлением 2,4-ди-трет-бутил-6-морфолинофенола в концент-
рации 10– 6 моль.

Результаты продукции αIFN МПК в кокультурах с опухолевой клеточной линией K562 в условиях 
культивирования с аминофенольными соединениями в концентрации 10– 6 моль представлены в табл. 4. 
Установлено, что в присутствии соединений 1 и 3 продукция αIFN МПК статистически значимо увели-
чивалась в 3,8 и 6,7 раза соответственно. 

Т а б л и ц а  4
Продукция ααIFN МПК в кокультурах с K562  

при культивировании с производными 2-амино-4,6-ди-трет-бутилфенола, пг/мл

Ta b l e  4
ααIFN production by peripheral blood mononuclear cells in co-cultures 

with K562 in the present of 2-amino-4,6-di-tert-butylphenol derivatives, pg/ml

Условия 
культивирования

Культуральная  
среда 1 2 3

αIFN, пг/мл 6,9
(6,0 – 8,1)

26,0*
(9,1– 43,3)

8,5
(6,4 –18,7)

46,3**
(15,1– 80,4)

П р и м е ч а н и е. * – статистически значимые различия с уровнем достоверности  р < 0,05; ** –  р < 0,01 
относительно продукции αIFN в культурах без аминофенольных соединений; 1 – культуральная среда 
с добавлением N-(2-гидрокси-3,5-ди-трет-бутилфенил)-4-метилбензолсульфонамида в концентра ции 
10– 6 моль; 2 – культуральная среда с добавлением N-(2-метокси-3,5-ди-трет-бутилфенил)-4-метил-
бензолсульфонамида в концентрации 10– 6 моль; 3 – культуральная среда с добавлением 2,4-ди-трет-
бутил-6-морфолинофенола в концентрации 10– 6 моль.

Согласно литературным данным индукция экспрессии генов интерферонов типа I, включая αIFN, яв-
ляется ключевым событием в инициировании противоинфекционного иммунного ответа. Интерфероны 
типа I модулируют созревание дендритных клеток и их кооперацию с лимфоцитами путем инициации 
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распознавания Т-клеточным рецептором главного комплекса гистосовместимости с антигенной детер-
минантой, активацию экспрессии костимулирующих молекул Т-лимфоцитов и секрецию цитокинов, 
обеспечивающих пролиферацию Т-лимфоцитов и их дифференцировку в эффекторные клетки. Кроме 
того, передача сигнала от интерферонов типа I с участием активатора транскрипции STAT1 параллель-
но стимулирует экспрессию генов интерферона типа II (γ IFN), который участвует в регуляции меха-
низмов врожденного и приобретенного иммунитета, клеточного цикла, процессов апоптоза и воспали-
тельной реакции посредством контроля транскрипции широкого спектра генов [10].

Таким образом, соединения 1 и 3 в концентрации 10– 6 моль стимулируют продукцию αIFN МПК, тем 
самым усиливая противовирусное действие и потенциальную активацию киллерных клеток.

Заключение
В результате выполненных исследований проведена оценка влияния производных 2-амино-4,6-ди-

трет-бутилфенола на жизнеспособность, цитокинсинтезирующую, пролиферативную способность 
и цитотоксичность лимфоцитов периферической крови человека.

Выявлено, что соединения 1, 3 и 4 в концентрации 10– 4 моль проявляют цитотоксический эффект на 
лимфоидные клетки преимущественно за счет индукции клеточной гибели путем вторичного некроза, 
а соединение 2 в концентрации 10– 4 моль – за счет индукции клеточной гибели путем раннего апоптоза. 
Наиболее выраженный токсический эффект на лимфоидные клетки зарегистрирован у соединения 4 
в концентрации 10– 4 моль, при культивировании с которым выявлена клеточная гибель как путем вто-
ричного некроза, так и позднего (вторичного) апоптоза.

Показано, что аминофенольные соединение 1 в концентрации 10– 6 моль и соединение 3 в концентра-
циях 10–5–10– 6 моль cтимулируют спонтанную внутриклеточную продукцию γ IFN CD3+Т-лимфоцитами, 
а сое динения 1 и 4 в концентрации 10–5 моль оказывают супрессивный эффект (более 50 %) на митоген-
индуцированную пролиферацию Т-лимфоцитов, в то время как соединение 2 не влияет на синтез γ IFN 
и количество делящихся Т-лимфоцитов.

Установлено, что аминофенольные соединения не усиливают эффекторные киллерные свойства 
лимфоидных клеток, однако соединения 1 и 3 в концентрации 10– 6 моль стимулируют продукцию αIFN 
МПК, тем самым усиливая противовирусное действие и потенциальную активацию киллерных клеток.
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ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА ИММУННЫХ КЛЕТОК  
ПОД ДЕЙСТВИЕМ ЭКСТРАКТОВ ГРИБОВ  

GANODERMA LUCIDUM, LENTINULA EDODES, BOLETUS EDULIS1

Е. В. ДУЖ 1), А. Е. ГОНЧАРОВ1)

1)Институт биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси,  
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Водные экстракты грибов отдела Вasidiomycota, таких как Boletus edulis, Ganoderma lucidum, Lentinula edodes, 
обладают широким спектром иммуномодулирующей активности. Показано, что Boletus edulis в равной степени 
усиливает экспрессию поверхностных маркеров на перевиваемых лимфоидных линиях клеток Jurkat-tat и Daudi, 
увеличивает продукцию свободных радикалов кислорода дендритными клетками, моноцитами и нейтрофилами 
периферической крови, активирует базофилы. Влияние грибных экстрактов на НК-клетки не установлено. 

Ключевые слова: Ganoderma lucidum; Lentinula edodes; Boletus edulis; базофилы; дендритные клетки; клеточ-
ные линии; НК-клетки; проточная цитометрия.

FUNCTIONAL PROPERTIES OF IMMUNE CELLS  
UNDER THE INFLUENCE OF EXTRACTS OF MUSHROOMS  

GANODERMA LUCIDUM, LENTINULA EDODES, BOLETUS EDULIS
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Тhe water extracts of Basidiomycota division mushrooms such as Boletus edulis, Ganoderma lucidum, Lentinula 
edodes posessed a wide spectrum of immunomodulatory activity. It was shown that Boletus edulis enhances the expres-
sion of surface markers on lymphoid cell lines Jurkat-tat and Daudi, and also increases the expression of reactive oxygen 
species by dendritic cells, monocytes and peripheral blood neutrophils, activates basophils. There was observed no effect 
of fungal extracts on NK-cells.

Keywords: Ganoderma lucidum; Lentinula edodes; Boletus edulis; basophils; dendritic cells; cell line; NK-cells; flow 
cytometry.
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Введение
На протяжении тысячелетий грибы широко применялись благодаря своей пищевой и лекарственной 

ценности. Современные исследования подтверждают терапевтический эффект традиционно исполь-
зуемых видов [1].

Грибы отдела Вasidiomycota, такие как Ganoderma lucidum (рейши) и Lentinula edodes (шиитаке), 
представляют собой обширный и в то же время значительный ресурс мощных фармацевтических про-
дуктов. В частности, они являются неограниченным источником полисахаридов с противоопухолевы-
ми и иммуномодулирующими свойствами, что наиболее важно для современной медицины [2]. Кроме 
того, эти грибы богаты биологически активными полисахаридами, фенольными и индольными соеди-
нениями, микостероидами, жирными кислотами, каротиноидами, витаминами и биометаллами [3; 4]. 

Несмотря на высокий интерес медицины стран Юго-Восточной Азии к Ganoderma lucidum и Len-
tinula edodes с точки зрения иммуномодулирующих свойств, перспективными для изучения с после-
дующим применением в медицине и биологии могут быть и другие представители этого отдела грибов, 
в том числе типичные для Восточно-Европейского региона. Так, Boletus edulis (белый гриб, боровик), 
относящийся к семейству болетовых (Boletaceae), – распространенный гриб в Республике Беларусь [5].

На сегодняшний день в информационных базах имеется огромное количество научных данных раз-
ных лет о том, что в состав гриба Boletus еdulis входят вещества, обладающие большим лечебным потен-
циалом, спектр активности которых довольно широк. Однако в то же время, несмотря на множество 
публикаций, нет достаточно данных об иммуномодулирующем действии Boletus edulis на иммунные 
клетки [6]. Целью исследования была оценка иммуномодулирующей активности Boletus edulis (боро-
вик), Ganoderma lucidum (рейши), Lentinula edodes (шиитаке) in vitro в отношении функциональных 
свойств иммунных клеток.

Материалы и методы исследования
Объектом исследования являлись грибы видов Ganoderma lucidum, Lentinula edodes и Boletus edulis. 

В работе использовали перевиваемые линии клеток: Т-лимфоцитарную клеточную линию человека 
Jurkat-tat (Т-лимфобластный лейкоз) и В-лимфоцитарную клеточную линию Daudi (лимфома Беркитта), 
а также периферическую кровь доноров (n = 9).

Приготовление суспензии водного экстракта грибов. Исследуемые грибы высушивали до постоян-
ного веса при 35 °С, затем измельчали в бытовой кофемолке. Для приготовления водного экстракта 
взвешивали 100 мг сухого гриба, смешивали с 2 мл бидистиллированной воды. Грибной экстракт вы-
держивали 30 мин при комнатной температуре, после чего нагревали суспензию на водяной бане при 
90 °С в течение 10 мин. Далее полученный водный грибной экстракт центрифугировали для осаждения 
нерастворенных веществ и пропускали через фильтр 0,22 мкм для стерилизации. 

Культивирование перевиваемых гемопоэтических клеточных линий. В качестве модели 
В- и Т-лимфоцитов были использованы перевиваемые гемопоэтические клеточные линии человека, 
которые способны отвечать на различные стимулы изменением экспрессии поверхностных молекул. 
Клеточные культуры Daudi и Jurkat-tat растили в питательной среде RPMI-1640, содержащей 10 % термо-
инактивированную телячью эмбриональную сыворотку, L-глутамин, по 50 мкг/мл гентамицина и пиру-
вата натрия. 

Получение дендритных клеток (ДК). Мононуклеары периферической крови (МПК) выделяли из 
образцов периферической крови доноров путем центрифугирования на градиенте плотности фи колл-
пака (1077 г/л). Моноциты выделяли из фракции МПК методом адгезии и культивировали на протяжении 
4 сут в питательной среде RPMI-1640 с добавлением 10 % телячьей эмбриональной сыворотки и ком-
бинации цитокинов (100 нг/мл гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора 
и интерферона альфа) при 37 °С в увлажненной атмосфере с 5 % СO2, что позволило получить феноти-
пически дифференцированные ДК из моноцитов крови [7].

Инкубация клеток с водными экстрактами грибов. Исследования были проведены в 3–5-кратной 
повторности. Взвесь культуры ДК, клеточные линии и гепаринизированную цельную кровь разливали 
по ячейкам 24-луночного планшета. Планшеты с клетками инкубировали при 37 °С в увлажненной ат-
мосфере с 5 % СО2. В-клетки и ДК сокультивировали с исследуемыми водными экстрактами грибов на 
протяжении 24 ч, Т-клетки – 6 ч, базофилы, нейтрофилы и моноциты периферической крови – 30 мин.

Определение поверхностных молекул. Для определения экспрессии поверхностных молекул 
к суспензии клеток добавляли моноклональные антитела и инкубировали в течение 15 мин при + 4 °С 
в темноте. Несвязавшиеся антитела удаляли путем центрифугирования клеток в DPBS. После удаления 
супернатанта клетки ресуспендировали в DPBS [8]. 
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Определение продукции свободных радикалов кислорода. Детекцию реактивных форм кисло-
рода (reactive oxygen species, ROS) осуществляли с использованием дигидрородамина (DHR123). Для 
детекции ROS в 1,5 мл гепаринизированной периферической крови вносили DHR123 в концентрации 
10 мкмоль/л и доводили объем взвеси питательной средой RPMI-1640 до 3,0 мл [9]. Суспензию инкуби-
ровали в термостате при температуре 37 °С в течение 10 мин. Затем к образцам добавляли: 1) 100 мкл 
DPBS – отрицательный контроль (ОК); 2) 25 нг/мл форбол-12-миристат-13-ацетата (ФМА) – положи-
тельный контроль (ПК); 3) рабочие растворы исследуемых грибов. 

В каждую пробирку вносили по 200 мкл взвеси крови с DHR123 и инкубировали пробирки при тем-
пературе 37 °С на протяжении 30 мин. Эритроциты лизировали раствором хлорида аммония, клетки 
осаждали путем центрифугирования, после чего в пробирки вносили по 300 мкл DPBS и осуществляли 
учет результатов с помощью проточного цитофлуориметра.

Статистический анализ. Статистическую обработку данных проводили с помощью программного 
обеспечения Statistica 12 (StatSoft Inc., США) и StatPlus 4.9 (AnalystSoft, США). Полученные показатели 
представлены как медиана с интерквартильным размахом в виде 25-го и 75-го процентилей. В качестве 
критерия достоверности различий показателей принимали уровень значимости р < 0,05 [10]. 

Результаты и их обсуждение
Оценка влияния водных экстрактов грибов на продукцию свободных радикалов кислорода 

нейтрофилами, моноцитами и ДК периферической крови. Исследуемые грибные экстракты Boletus 
edulis, Ganoderma lucidum, Lentinula edodes стимулировали продукцию ROS нейтрофилами, моноцита-
ми и ДК (табл. 1).

Т а б л и ц а  1
Влияние водных экстрактов Boletus edulis, Ganoderma lucidum, Lentinula edodes  
на продукцию ROS нейтрофилами, моноцитами и ДК периферической крови

Ta b l e  1
Effect of reishi, shiitake and boletus mushroom water soluble fraction  

on the ROS production by peripheral blood neutrophils, monocytes and DC

Образец Нейтрофилы, % р (с ОК) Моноциты, % р (с ОК) ДК, % р (с ОК)

ОК 1,66 (1,48 –2,74) – 12,4 (10,9 –13,5) – 28,1 (22,5–33,6) –
ПК (ФМА) 98,9 (98,7–99,5) 0,025 92,1 (89,5–96,5) 0,032 87,1 (82,3–88,5) 0,190
Boletus edulis 19,2 (15,4 –21,7) 0,018 86,6 (71,5–89,1) 0,017 92,5 (90,1– 92,8) 0,029
Ganoderma lucidum 12,5 (11,8–15,2) 0,031 80,2 (75,7–90,5) 0,035 58,9 (57,1– 65,2) 0,037
Lentinula edodes 11,7 (9,6 –17,9) 0,040 75,6 (69,9 – 83,5) 0,012 57,1 (55,8 – 60,4) 0,040

Количество нейтрофилов, продуцирующих свободные радикалы кислорода, под действием водных 
экстрактов Boletus edulis, Ganoderma lucidum и Lentinula еdodes достоверно отличалось от отрицатель-
ного контроля. Экстракт Boletus еdulis усиливал продукцию свободных радикалов кислорода нейтро-
филов до 20 %, а экстракты других грибов – в 2 раза ниже.

Положительный контроль и все водные грибные экстракты характеризовались способностью индуци-
ровать продукцию моноцитами значительного количества свободных радикалов кислорода (70 – 90 % кле-
ток), тогда как в отрицательном контроле доля моноцитов, продуцирующих ROS без стимуляции, соста-
вила чуть более 10 %.

Показано, что количество ДК, продуцирующих свободные радикалы кислорода, было достоверно 
выше по сравнению с отрицательным контролем. При сокультивировании клеток с экстрактами грибов 
полученные результаты не различались достоверно между экстрактами Ganoderma lucidum ( р = 0,037) 
и Lentinula edodes ( р = 0,04), но имели достоверные различия с отрицательным и положительным кон-
тролем. Boletus edulis индуцировал усиление продукции свободных радикалов кислорода, сравнимое 
с действием других грибов (> 80 %) ( р = 0,029). 

Изучение влияния водных экстрактов грибов на дендритные клетки. Оценивали экспрессию 
CD205, CD206 и HLA-DR на ДК. На рис. 1 продемонстрированы результаты оценки экспрессии мар-
керов. 

Выявлено увеличение экспрессии молекул CD205 при стимуляции ДК с липополисахаридом (ЛПС) 
в качестве положительного контроля. Результаты определения молекулы CD205 на поверхности ДК 
показали, что положительный контроль, Boletus edulis и Lentinula edodes вызывали активацию клеток 
( р < 0,05), в отличие от стимуляции ДК с Ganoderma lucidum (см. рис. 1). 
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Исходя из представленных данных, экспрессия молекул CD206 и HLA-DR достоверно не изменилась 
при сокультивировании ДК с положительным контролем и исследуемыми видами грибных экст рактов.

Изучение влияния водных экстрактов грибов на Т-клетки линии Jurkat-tat. Клеточную линию 
Jurkat-tat сокультивировали с грибами в течение 6 ч. Положительным контролем выступал интерлей-
кин-2 (IL-2), который вызывает пролиферацию Т-клеток [11].

Для определения Т-клеточной активации в качестве классических маркеров использовали молекулу 
CD69 (ранний маркер активации Т-лимфоцитов) и молекулу HLA-DR (рис. 2).

Анализ иммунофенотипа клеток Jurkat-tat, культивированных с грибами, показал, что все исследо-
ванные водные грибные экстракты в разной степени усиливали экспрессию молекулы CD69 на линии 
клеток Jurkat-tat по сравнению с отрицательным контролем ( p < 0,02). Самая высокая интенсивность 
экспрессии молекулы CD69 была отмечена при культивировании Jurkat-tat с экстрактом Boletus edulis. 
При сокультивировании клеток с Ganoderma lucidum наблюдалась экспрессия CD69 более 30 %, что 
почти в 3 раза превышает уровень отрицательного контроля. Интенсивность экспрессии CD69 при 
сокультивировании клеток с Lentinula edodes не превышала 15 %. Экспрессия HLA-DR не изменялась 
достоверно.

Изучение влияния водных грибных экстрактов на В-клетки. При анализе влияния грибов на 
функциональную активность в качестве В-лимфоцитов была выбрана линия Daudi, отличающаяся наи-
большим изменением экспрессии поверхностных маркеров в ответ на стимуляцию [12]. Результаты 
определения уровня экспрессии молекул CD86 и HLA-DR представлены в табл. 2.

Рис. 1. Показатели экспрессии молекул CD205, CD206, HLA-DR  
дендритными клетками при сокультивировании с водными экстрактами грибов

Fig. 1. CD205, CD206, HLA-DR expression by DC incubated with water mushroom extracts
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Т а б л и ц а  2
Экспрессия молекул CD86, HLA-DR В-клетками  

при сокультивировании с грибами

Ta b l e  2
CD86, HLA-DR expression by B-cells incubated  

with water mushroom extracts

Образец CD86, % р (с ОК) HLA-DR, % р (с ОК)

ОК 5,4 (4,1– 6,7) – 92,4 (91,9 – 93,9) –

ПК (ЛПС) 20,5 (19,5–23,8) 0,020 93,4 (92,0 – 94,0) 0,028

Boletus edulis 38,6 (35,05– 42,6) 0,012 92,5 (92,1– 96,1) 0,598

Ganoderma lucidum 24,6 (23,45–30,05) 0,023 93,4 (92,6 – 94,2) 0,752

Lentinula edodes 16,5 (14,2–20,25) 0,042 96,4 (93,0 – 97,4) 0,635

Молекула CD86 в данном исследовании характеризуется усилением экспрессии по сравнению 
с отрицательным контролем, значение в котором составило чуть более 5 %. Под влиянием ЛПС до-
стоверно увеличивалось содержание CD86 В-клеточной линии Daudi, а под влиянием Boletus edulis 
( р = 0,012) уровень молекулы CD86 почти в 2 раза превысил показатели положительного контроля 
( р = 0,02).

Анализ экспрессии HLA-DR не выявил отличий при сокультивировании ДК с ЛПС и всеми грибами.
Оценка функциональной активности базофилов периферической крови. Базофилы под дейст-

вием различных стимуляционных факторов на своей поверхности могут повышать экспрессию моле-
кул активации [13]. В качестве маркера активации была выбрана молекула CD203с (E-NPP3), а в ка-
честве маркеров дегрануляции – молекулы CD63 (LAMP-3) и CD107а (LAMP-1), для положительного 
контроля использовали ФМА.

Показано, что положительный контроль ( р = 0,009) и Boletus edulis ( р = 0,015) достоверно усилива-
ли активацию маркера CD203с ( р < 0,05), а сокультивирование с Ganoderma lucidum и Lentinula edodes 
повысило экспрессию CD203с в несколько раз по сравнению с отрицательным контролем (табл. 3).

Экспрессия молекулы дегрануляции CD63 также значительно усилилась после активации базо-
филов с водными грибными экстрактами Boletus edulis (52,5 (42,7–55,3) %), Ganoderma lucidum (33,7 
(32,3–35,3) %) и Lentinula edodes (23,9 (23,7–24,7) %) по сравнению с нестимулированными базофила-
ми (8,6 (5,74 –11,70) %).

Рис. 2. Экспрессия молекул CD69, HLA-DR клетками линии Jurkat-tat  
при сокультивировании с водными грибными экстрактами 

Fig. 2. CD69, HLA-DR expression by Jurkat-tat incubated with water mushroom extracts
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Т а б л и ц а  3
Экспрессия молекул CD63, CD107a и CD203с  

базофилами при сокультивировании с грибами
Ta b l e  3

CD63, CD107a, CD203с expression by basophils  
incubated with water mushroom extracts

Образец CD63, % р (с ОК) CD107а, % р (с ОК) CD203с, % р (с ОК)

ОК 8,6 (5,74 –11,70) – 2,8 (1,57–3,66) – 4,2 (3,43– 4,70) –

ПК (ФМА) 92,8 (91,3–97,6) 0,028 5,71 (5,32–6,10) 0,032 97,5 (94,6 – 98,3) 0,009

Boletus edulis 52,5 (42,7–55,3) 0,030 7,8 (5,34 –12,30) 0,012 54,6 (52,9 – 66,5) 0,015

Ganoderma lucidum 33,7 (32,3–35,3) 0,025 6,8 (3,15–9,53) 0,019 33,5 (30,2–37,8) 0,041

Lentinula edodes 23,9 (23,7–24,7) 0,031 3,1 (2,1– 4,2) 0,034 34,2 (31,2–35,2) 0,032

В то же время на неактивированных базофилах отмечалась незначительная экспрессия CD107а как 
в положительном контроле, так и в образцах при сокультивировании с грибами рейши и шиитаке. Мак-
симальный уровень экспрессии CD107a выявлен под действием Boletus edulis по сравнению с отрица-
тельным контролем ( p = 0,012).

Изучение влияния водных грибных экстрактов на НК-клетки периферической крови. Результа-
ты оценки влияния грибных экстрактов на экспрессию поверхностных молекул CD16 и CD336 (NCR2) 
НК-клетками представлены в табл. 4.

Т а б л и ц а  4
Экспрессия молекул CD16, CD336 НК-клетками  

при сокультивировании с грибами
Ta b l e  4

CD16, CD336 expression  
by NK-cells incubated with water mushroom extracts

Образец CD16, % р (с ОК) CD336, % р (с ОК)

ОК 5,3 (4,1– 6,7) – 1,5 (0,9–1,7) –

ПК (IL-2) 12,3 (10,95–13,25) 0,047 12,7 (11,55–12,90) 0,015

Boletus edulis 4,1 (3,45–5,55) 0,541 1,9 (1,85–2,54) 0,054

Ganoderma lucidum 3,95 (3,35– 4,30) 0,768 3,6 (2,1– 4,2) 0,035

Lentinula edodes 5,74 (4,60 –7,55) 0,045 2,2 (2,05–3,20) 0,027

Установлено, что экстракты Boletus edulis, Ganoderma lucidum, Lentinula edodes не оказали значимо-
го влияния на экспрессию CD16 и CD336 НК-клетками. Интерлейкин-2 как положительный контроль, 
напротив, увеличил экспрессию молекул CD16 и CD336 более чем в 2 раза. 

В результате проведенного эксперимента было установлено, что сокультивирование НК-клеток 
с грибными экстрактами не приводило к их активации. 

Заключение
По результатам проведенных исследований было выявлено, что водные экстракты всех изученных 

грибов отдела Basidiomycota индуцировали увеличение продукции ROS нейтрофилами, моноцитами 
и ДК. Каждый из экстрактов грибов стимулировал продукцию ROS, уровень которых был по край-
ней мере на 20 % больше, чем в отрицательном контроле. Эффект грибов родов Ganoderma, Lentinula, 
Boletus проявлялся в усилении экспрессии CD205 ДК, повышении экспрессии CD69 Т-лимфоцитами, 
CD86 В-лимфоцитами, в увеличении экспрессии маркера активации CD203c и молекул дегрануляции 
базофилов CD63 и CD107а, что свидетельствует о выраженной иммунобиологической активности ис-
следуемых грибов. При сокультивировании НК-клеток с экстрактами грибов не было обнаружено ста-
тистически значимых эффектов, что подтверждается отсутствием усиления экспрессии молекул CD16 
и CD336.
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Установлено, что водные экстракты Boletus edulis (боровик) обладают иммуномодулирующей ак-
тивностью, сравнимой с грибами Ganoderma lucidum (рейши) и Lentinula edodes (шиитаке). Таким об-
разом, результаты исследований убедительно доказывают возможность применения экстрактов гриба 
Boletus edulis и биологически активных соединений, извлеченных из него, в перспективе в качестве 
нового природного иммуномодулятора.
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УДК 577.344

НАКОПЛЕНИЕ АСТАКСАНТИНА В КЛЕТКАХ  
HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS, ИНДУЦИРОВАННОЕ  

ДЕФИЦИТОМ АЗОТА И СВЕТОМ ВЫСОКОЙ ИНТЕНСИВНОСТИ1

Т. В. САМОВИЧ 1), Р. Г. ГОНЧАРИК1),  
Е. И. ПЕЧЕНКИНА1), Е. В. ВЯЗОВ1), Н. В. КОЗЕЛ 1)

1)Институт биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси, 
ул. Академическая, 27, 220072, г. Минск, Беларусь 

Установлено, что азотная недостаточность, инициированная на стадии покоя Haematococcus pluvialis 
(H. pluvialis), в сочетании со светом высокой интенсивности не является эффективным стрессовым фактором 
для индукции накопления астаксантина в клетках водоросли. Содержание астаксантина в клетках H. pluvialis 
при отсутствии азота было ниже, чем в образцах, культивируемых на полной среде Рудика, независимо от ин-
тенсивности освещения. Данный факт указывает на необходимость наличия некоторого количества азота в среде 
для функционирования системы синтеза данного пигмента. Кроме того, низкий выход астаксантина в вариантах 
опыта с использованием неполной среды Рудика, помимо недостатка азота для его биосинтеза, связан также 
со снижением уровня экспрессии гена PSY, кодирующего ключевой фермент цепи биосинтеза каротиноидов ‒ 
фитоен синтазу.

Ключевые слова: Haematococcus pluvialis; свет высокой интенсивности; дефицит азота; астаксантин.

1 Материал статьи представлен в виде доклада на Международной научной конференции «Молекулярные, мембранные 
и клеточные основы функционирования биосистем», проводившейся в рамках XIV съезда Белорусского общественного объеди-
нения фотобиологов и биофизиков (Минск, 17–19 июня 2020 г.).
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ASTAXANTHIN ACCUMULATION  
IN HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS CELLS INDUCED  

BY NITROGEN DEFICIENCY AND HIGH LIGHT INTENSITY

T. V. SAMOVICH a, R. G. GONCHARIK a,  
E. I. PECHENKINAa, Ya. V. VIAZAU a, N. V. KOZELa

aInstitute of Biophysics and Cell Engineering, National Academy of Sciences of Belarus, 
27 Akademičnaja Street, Minsk 220072, Belarus

Corresponding author: T. V. Samovich (samovich77@gmail.com)

It was established that nitrogen deficiency initiated at the resting phase of Haematococcus pluvialis (H. pluvialis) is 
not an effective stress factor in combination with high light intensity to induce the accumulation of astaxanthin in algae 
cells. The amounts of astaxanthin in H. pluvialis cells in the absence of nitrogen were lower compared to those when 
complete Rudic medium was used, regardless of the light intensity. This fact indicates the need for a certain amount of 
nitrogen in the medium for the functioning of the astaxanthin synthesis system. In addition, the low yield of astaxanthin 
in the experimental variants cultivated on incomplete Rudic medium is associated with the insufficient amount of nitrogen 
for its biosynthesis and also with a decrease in the expression level of the PSY gene encoding a key enzyme of the caro-
tenoid biosynthesis chain – phytoene synthase.

Keywords: Haematococcus pluvialis; high light intensity; nitrogen deficiency; astaxanthin.

Введение
Микроводоросль Haematococcus pluvialis (H. pluvialis) рассматривается как наиболее эффективный 

продуцент каротиноида астаксантина: ее клетки способны накапливать данный пигмент в крайне высо-
ких количествах (до 5 % от сухой массы) [1]. Астаксантин широко используется в сельском хозяйстве, 
пищевой и фармакологической промышленности, а также косметологии благодаря его антиоксидант-
ным свойствам [2]. Сегодня значительная доля коммерческого астаксантина имеет искусственное про-
исхождение, однако химически синтезированный пигмент представляет собой смесь из трех стереоизо-
меров и отличается от натурального гораздо меньшей биоактивностью [3; 4]. Существенно возросший 
в последние годы интерес к H. pluvialis связан с активизацией его промышленного производства в ка-
честве источника натурального астаксантина. Более десятка крупных биотехнологических компаний 
по всему миру наладили получение этого антиоксиданта из клеток H. pluvialis. Но себестоимость вы-
деления астаксантина из водорослей в настоящее время почти в 3 раза выше, чем затраты на выпуск 
синтетического продукта [5]. Поэтому исследования, направленные на увеличение как продуктивности 
H. pluvialis, так и каротиногенеза в его клетках, являются весьма актуальными. Большой интерес пред-
ставляет познание природы механизмов, контролирующих процесс биосинтеза каротиноидов в клет-
ках H. pluvialis. 

В нормальных условиях клетки H. pluvialis имеют зеленую окраску, они подвижны и содержат не-
большое количество астаксантина. Накопление этого пигмента в клетках водоросли происходит при 
воздействии на них неблагоприятных для роста факторов (свет высокой интенсивности, дефицит эле-
ментов минерального питания, высокая температура и др.) [6; 7]. В таких условиях клетки H. pluvialis 
переходят в состояние цисты, формирование которой сопровождается редукцией фотосинтетического 
аппарата, утолщением клеточной стенки и появлением в цитоплазме липидных включений, содержа-
щих астаксантин в форме эфиров с жирными кислотами. 

При культивировании H. pluvialis возникает ряд трудностей. В их числе низкий выход пигмента, не-
высокая скорость роста, неустойчивость существующих штаммов к контаминациям [6]. В связи с этим 
усилия ученых направлены на получение новых штаммов и исследование возможности повысить ко-
личество накапливаемого астаксантина, создавая условия с разными комбинациями и интенсивностью 
стрессовых факторов [6; 8]. 

В ряде работ показано, что свет высокой интенсивности в сочетании с азотным голоданием вызывает 
существенное увеличение содержания астаксантина в клетках H. pluvialis [9; 10]. Однако во всех по-
добных исследованиях азотную недостаточность инициировали на стадии активного роста культуры, 
что приводило к полному прекращению деления клеток и, соответственно, увеличения биомассы водо-
росли [9; 10]. Гораздо более эффективной с точки зрения выхода астаксантина является схема индукции 
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каротиногенеза, состоящая из двух стадий. На первой стадии (стадия активного роста) доби ваются 
максимального прироста биомассы водоросли при нормальных условиях культивирования с после-
дующим переходом клеток в неподвижное состояние. На второй стадии (стадия покоя) полученную 
культуру выносят на свет высокой интенсивности для индукции накопления астаксантина в клетках 
водоросли. В настоящем исследовании в дополнение к воздействию света высокой интенсивности на 
второй стадии была инициирована азотная недостаточность. 

Таким образом, цель данной работы – выявление особенностей каротиногенеза в клетках гемато-
кокка (H. pluvialis, штамм IBCE H-17) при совместном действии двух стрессовых факторов – дефицита 
азота и света высокой интенсивности.

Материалы и методы исследования
В работе использовали альгологически чистую культуру одноклеточной зеленой жгутиковой во-

доросли H. pluvialis (штамм IBCE H-17) из коллекции микроводорослей Института биофизики и кле-
точной инженерии НАН Беларуси [11]. Клетки гематококка, взятые из альгологической коллекции, 
стерильно пересевали на чашки Петри с агаризованной питательной средой ВВМ, подращивали на 
свету в течение 7–10 сут при температуре (23 ± 2) °С, после чего смывали с чашек Петри стерильной 
средой Рудика [12] и выращивали в накопительном режиме при освещении люминесцентными лам-
пами Philips TL-D 36W/54-765 (освещенность 1500 лк, 14 ч света /10 ч темноты при температуре 
в световом периоде (23 ± 2) °С). Через 10 –14 сут выращивания суспензию гематококка, содержащую 
около 80 % неподвижных клеток, использовали в экспериментах. При этом часть клеток переводили 
на свежую среду Рудика, остальные – на среду Рудика без азота и культивировали оба варианта при 
нормальном освещении (1500 лк) и освещении высокой интенсивности (10 000 лк). При постановке 
эксперимента и через 21 сут культивирования определяли количество клеток в суспензии, их размер 
и содержание астаксантина. Количество клеток в культуре водоросли оценивали c помощью камеры 
Горяева. Диаметр клеток гематококка определяли с использованием микроскопа Nikon Eclipse TS100 
с камерой Nikon DS-Fi2, а также программного обеспечения NIS-Elements Advanced Solutions v. 4.40 
(Nikon, Япония). 

Качественную и количественную оценку содержания хлорофиллов и каротиноидов в образцах про-
водили с помощью хроматографа высокого давления LC-20 Prominence (Shimadzu, Япония) с хромато-
графической колонкой Nucleodur C18 Gravity (размер частиц 3 мкм, длина 15 см) фирмы Macherey-
Nagel (Германия). В основу метода выделения, разделения и идентификации пигментов были положены 
методики, описанные в работах [13; 14]. Содержание пигментов определяли спектрофотометрически, 
применяя детектор с диодной матрицей SPD-M20A (Shimadzu, Япония). Для визуализации профиля 
хроматограммы выделяли спектр поглощения при 440 нм (для фотосинтетических пигментов) и 475 нм 
(для астаксантина). Площади пиков хроматограммы, найденные с помощью программного обеспече-
ния Shimadzu LC Solution, использовали для количественного определения пигментов. Астаксантин 
с жирными кислотами образует большое количество эфиров. В связи с этим для точного количествен-
ного определения последнего проводили процедуру сапонификации. После сапонификации жирные 
кислоты отщепляются и астаксантин выходит в виде нескольких стереоизомеров, среди которых пре-
обладает трансастаксантин [15].

Для определения уровня экспрессии генов PSY и CHY, кодирующих в клетках H. pluvialis ключе-
вые ферменты биосинтеза каротиноидов – фитоенсинтазу и β-каротингидроксилазу соответственно, 
выделяли общую РНК с помощью реагента TRItidy G™ (AppliChem, Германия), синтезировали кДНК 
с использованием ProtoScript II Reverse Transcriptase (New England BioLabs, США) в амплификаторе 
MJ Mini (Bio-Rad, США). Уровень экспрессии генов определяли методом ПЦР-анализа в реальном 
времени (ПЦР-РВ) с применением генспецифических праймеров и гена-нормализатора, кодирую-
щего актин. Реакционная смесь объемом 10 мкл содержала 1 мкл кДНК, 10 пмоль каждого прай-
мера, 4 мкл 2,5-кратной реакционной смеси для проведения ПЦР-РВ в присутствии красителя EVA 
Green («Синтол», Россия) и воду. ПЦР-РВ проводили с помощью термоциклера С1000 Touch Thermal 
Cycler с оптическим реакционным модулем CFX96 (Bio-Rad, США) по следующей схеме: предва-
рительная денатурация – 95 °С, 5 мин; плавление – 95 °С, 15 с; отжиг – 55–61 °С, 45 с. Количество 
циклов амплификации – 40. Обработка полученных результатов выполнялась в программе Bio-Rad 
CFX Maestro [16].

В статье приведены средние значения из 3–5 экспериментов и их стандартные отклонения. Для стати-
стической обработки экспериментальных данных использовали пакеты программ Microsoft Excel 2019, 
SigmaPlot 12.0 и статистические методы, принятые в области биологических исследований.
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Результаты и их обсуждение
На первом этапе работы были проанализированы продуктивность H. pluvialis и морфометрические 

показатели клеток микроводоросли при совместном действии на них дефицита азота в среде культиви-
рования и света высокой интенсивности.

Установлено, что через 21 сут эксперимента количество клеток в суспензии уменьшилось во всех 
опытных вариантах. Более значительное снижение отмечено в образцах, культивируемых на полной 
среде Рудика, вне зависимости от интенсивности освещения (рис. 1, а). В этих же образцах наблюда-
лось увеличение диаметра клеток водоросли, что является признаком стрессового состояния послед-
них [17]. В вариантах эксперимента на среде Рудика без азота количество клеток несколько снижалось, 
но их диаметр не изменялся по сравнению с начальными значениями (см. рис. 1, б ).

Содержание хлорофилла и каротиноидов в клетках H. pluvialis определяли методом высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии. Анализ пигментных экстрактов суспензии H. pluvialis позволил выявить 
в исследуемых препаратах наличие каротиноидов (неоксантина, виолаксантина, лютеина и b-каротина) 
и хлорофиллов a и b (табл. 1). 

Показано, что через 21 сут эксперимента во всех опытных вариантах происходило существенное 
снижение содержания как хлорофиллов a и b, так и каротиноидов по сравнению с исходной культурой 
(см. табл. 1). Однако наибольшая убыль пигментов была зафиксирована для вариантов с дефицитом 
азота. Так, если в образцах, культивируемых на полной среде Рудика, через 21 сут содержание фото-
синтетических пигментов снижалось в 3– 4 раза по сравнению с исходной культурой, то в образцах, 
культивируемых на среде, дефицитной по азоту, – в 5–7 раз. 

Т а б л и ц а  1
Содержание пигментов в клетках H. pluvialis на полной среде Рудика (варианты 1, 3)  

и среде Рудика без азота (варианты 2, 4) после инкубации в течение 21 сут  
на нормальном свету (1500 лк, варианты 1 и 2) и свету  

высокой интенсивности (10 000 лк, варианты 3 и 4), мкг на 1 мл суспензии
Ta b l e  1

The pigment content in H. pluvialis cells in complete Rudik medium (cultures 1, 3)  
and Rudik medium without nitrogen (cultures 2, 4) after incubation  

for 21 d under normal light (1500 lx, cultures 1 and 2)  
and in high-intensity light (10 000 lx, cultures 3 and 4), μg in 1 mL of suspension

Пигменты Исходная  
культура

Варианты опыта
1 2 3 4

Неоксантин 0,150 ± 0,006 0,043 ± 0,004 0,035 ± 0,001 0,056 ± 0,021 0,027 ± 0,004
Виолаксантин 0,091 ± 0,022 0,037 ± 0,006 0,032 ± 0,005 0,046 ± 0,022 0,023 ± 0,006

Рис. 1. Количество (а) и диаметр (б ) клеток H. pluvialis в начале (контроль) и через 21 сут эксперимента  
на полной среде Рудика (варианты 1, 3) и среде Рудика без азота (варианты 2, 4)  

при освещенности 1500 лк (варианты 1, 2) и 10 000 лк (варианты 3, 4)
Fig. 1. The number of H. pluvialis cells in 1 ml of suspension (a) and their diameter (b)  

at the beginning (control) and after 21 d of the experiment in complete Rudik  
medium (cultures 1, 3) and in Rudik medium without nitrogen (cultures 2, 4)  

with illuminance of 1500 lx (cultures 1, 2) and 10 000 lx (cultures 3, 4)
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Пигменты Исходная  
культура

Варианты опыта
1 2 3 4

Лютеин 1,001 ± 0,068 0,210 ± 0,021 0,216 ± 0,008 0,344 ± 0,163 0,204 ± 0,013
Хлорофилл b 3,252 ± 0,420 0,733 ± 0,130 0,467 ± 0,013 0,712 ± 0,330 0,428 ± 0,065
Хлорофилл а 6,223 ± 0,310 1,503 ± 0,245 1,049 ± 0,031 1,691 ± 0,737 0,886 ± 0,129
b-Каротин 0,600 ± 0,012 0,373 ± 0,218 0,100 ± 0,004 0,186 ± 0,084 0,088 ± 0,016
Сумма хлорофиллов 9,475 ± 0,738 2,237 ± 0,374 1,515 ± 0,044 2,403 ± 1,063 1,315 ± 0,195
Сумма каротиноидов 1,841 ± 0,085 0,663 ± 0,223 0,383 ± 0,015 0,631 ± 0,290 0,343 ± 0,036
Отношение каротиноидов  
к хлорофиллам 0,19 0,29 0,25 0,26 0,26

При исследовании эффективности каротиногенеза в клетках H. pluvialis важным является пока-
затель, отражающий отношение общего содержания каротиноидов к общему содержанию хлоро-
филлов. В наших экспериментах мы зарегистрировали увеличение данного показателя на 30 –50 % 
в зависимос ти от условий культивирования по сравнению с исходной культурой (см. табл. 1). Под-
держание примерно постоянного значения отношения каротиноидов к хлорофиллам в нормальных 
условиях культивирования H. pluvialis объясняется тем, что в норме в клетках присутствуют только 
каротиноиды, ассоциированные с фотосинтетическим аппаратом пластид в пигмент-белковых ком-
плексах. Между различными компонентами пигмент-белковых комплексов фотосинтетического ап-
парата соблюдается строгая стехиометрия, за счет чего сохраняется соотношение пигментов [18; 19]. 
Индукция формирования гематоцист, сопровождающаяся индукцией синтеза астаксантина, струк-
турно и функционально не связанного с фотосинтетическим аппаратом (т. е. соответствующего 
определению вторичных каротиноидов), приводит к нарушению стехиометрии между пигментами, 
в результате чего отношение каротиноидов к хлорофиллам возрастает, что также подтверждается 
литературными данными [20].

В целях исследования перспективности использования сочетанного действия дефицита азота 
и света высокой интенсивности в качестве индуктора накопления астаксантина в клетках H. pluvia lis 
определяли количество непосредственно накопившегося в клетках водоросли пигмента. В исходной 
культуре (начало эксперимента) были зарегистрированы следовые количества астаксантина. Однако 
после 21 сут культивирования в вариантах опыта на полной среде Рудика как на ярком свету, так 
и при нормальном освещении выявлено значительное накопление этого пигмента в клетках H. plu-
vialis (рис. 2). В вариантах эксперимента, полностью лишенных азота, содержание астаксантина 
в клетках было существенно ниже (более чем в 5 раз) по сравнению с опытными вариантами на 
полной среде Рудика независимо от интенсивности освещения, что видно в том числе и по окраске 
культуры (рис. 3). Данный факт указывает на необходимость наличия некоторого количества азота 
в среде для функционирования системы синтеза астаксантина, что подтверждается литературными 
данными [8].

Также нами было проведено исследование уровня экспрессии генов PSY и CHY, кодирующих фер-
менты биосинтеза астаксантина – фитоенсинтазу и b-каротингидроксилазу соответственно, в клетках 
H. pluvialis при совместном действии дефицита азота в среде культивирования и света высокой интен-
сивности в течение 21 сут. Последовательности праймеров, специфичных к генам PSY и CHY, а также 
к гену, кодирующему актин (ген-нормализатор), рассчитывали и оптимизировали в указанных усло-
виях, используя литературные данные [21] (табл. 2). Праймеры синтезировали в лаборатории ДНК-
праймеров Института биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси. 

В вариантах опыта на среде Рудика без азота независимо от интенсивности освещения мы регист-
рировали существенное снижение в клетках H. pluvialis уровня экспрессии гена PSY относительно 
контроля (табл. 3). При этом экспрессия гена CHY была значительно выше в вариантах опыта, ли-
шенных азота, вне зависимости от интенсивности освещения (см. табл. 3). Отметим, что катали-
зируемая фитоен синтазой конденсация двух молекул геранилгеранилпирофосфата с образованием 
фитоена может являться лимитирующей стадией биосинтеза каротиноидов, поскольку этот фермент 
есть только у de novo синтезирующих каротиноиды организмов. Снижение уровня экспрессии гена 
PSY может быть причиной низкого выхода астаксантина в вариантах опыта с азотной недостаточ-
ностью.

О ко н ч а н и е  т а б л .  1
E n d i n g  t a b l e  1
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Т а б л и ц а  2
Характеристики используемых праймеров

Ta b l e  2
Characteristics of the primers used

Гены Нуклеотидная последовательность
(5ʹ‒3ʹ)

Температура  
отжига, °С

Длина  
продукта, п. н.

CHY
FW – CTACACCACAGCGGCAAGTA

55 521
RV – GCCTCACCTGATCCTACCAA

PSY
FW – ATGTACCATCCCAAGGCAAC

60 402
RV – CTGGACCAGGCCTACGAC

Ген актина 
(нормализатор)

FW – AGCGGGAGATAGTGCGGGACA  
RV – ATGCCCACCGCCTCCATGC 61 200

П р и м е ч а н и е. FW – прямой праймер; RV – обратный праймер; п. н. – пар нуклеотидов.

Рис. 2. Количество астаксантина в клетках H. pluvialis через 21 сут эксперимента  
на полной среде Рудика (варианты 1, 3) и среде Рудика без азота (варианты 2, 4),  

при освещенности 1500 лк (варианты 1, 2) и 10 000 лк (варианты 3, 4)
Fig. 2. The amount of astaxanthin in H. pluvialis cells after 21 d of the experiment  

in complete Rudik medium (cultures 1, 3) and in Rudik medium without nitrogen (cultures 2, 4),  
with illumination of 1500 lx (cultures 1, 2) and 10 000 lx (cultures 3, 4)

Рис. 3. Суспензия H. pluvialis на полной среде Рудика (варианты 1, 3)  
и среде Рудика без азота (варианты 2, 4) после инкубации в течение 21 сут  

на нормальном свету (1500 лк, варианты 1 и 2)  
и свету высокой интенсивности (10 000 лк, варианты 3 и 4)

Fig. 3. Suspension of H. pluvialis in complete Rudik medium (cultures 1, 3) and in Rudik medium  
without nitrogen (cultures 2, 4) after incubation for 21 d under normal light (1500 lx, cultures 1 and 2)  

and in high-intensity light (10 000 lx, cultures 3 and 4)
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Т а б л и ц а  3

Экспрессия генов β-каротингидроксилазы и фитоенсинтазы в клетках H. pluvialis  
на полной среде Рудика (варианты 1, 3) и среде Рудика без азота (варианты 2, 4)  

после инкубации в течение 21 сут на нормальном свету (1500 лк, варианты 1 и 2)  
и свету высокой интенсивности (10 000 лк, варианты 3 и 4)

Ta b l e  3

Expression of the β-carotene hydroxylase and phytoene synthase genes  
in H. pluvialis cells in complete Rudik medium (cultures 1, 3)  

and in Rudik medium without nitrogen (cultures 2, 4) after incubation  
for 21 d in normal light (1500 lx, cultures 1 and 2)  

and in high-intensity light (10 000 lx, cultures 3 and 4)

Варианты  
опыта Фитоенсинтаза b-Каротингидроксилаза

1 2,62 ± 1,84 1,2 ± 0,21

2 0,71 ± 0,44 20,6 ± 8,19

3 4,39 ± 2,79 2,03 ± 1,04

4 0,15 ± 0,06 6,27 ± 1,75

Заключение
Таким образом, установлено, что азотная недостаточность, инициированная на стадии покоя H. plu-

vialis, в сочетании со светом высокой интенсивности не является эффективным стрессовым фактором 
для индукции астаксантина в клетках водоросли. При этом важно отметить, что количества астаксан-
тина в клетках H. pluvialis при отсутствии азота были ниже, чем в образцах, культивируемых на пол-
ной среде Рудика, независимо от интенсивности освещения. Этот факт указывает на необходимость 
наличия некоторого количества азота в среде для функционирования системы синтеза астаксантина, 
что подтверждается литературными данными. Кроме того, низкий выход астаксантина в вариантах экс-
перимента с использованием неполной среды Рудика, помимо недостатка азота для его биосинтеза, 
связан также со снижением уровня экспрессии гена PSY, кодирующего ключевой фермент цепи био-
синтеза каротиноидов – фитоенсинтазу.
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УДК 577.355.3

ВЛИЯНИЕ ПОЧВЕННОЙ ЗАСУХИ НА СОДЕРЖАНИЕ  
ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИХ ПИГМЕНТОВ  

В РАСТЕНИЯХ ЯЧМЕНЯ СОРТА БРОВАР1

Т. Г. КАЛЯГА1), Н. В. КОЗЕЛ 1)

1)Институт биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси, 
ул. Академическая, 27, 220072, г. Минск, Беларусь

Установлено существенное влияние почвенной засухи на морфометрические параметры листьев ячменя сорта 
Бровар, а также содержание в них фотосинтетических пигментов – хлорофилла и каротиноидов. Однако вызванные 
засухой значительное ухудшение ростовых показателей растений, снижение концентрации хлорофилла и в осо-
бенности каротиноидов происходили в отсутствие изменения уровня феофитина. Высказано предположение, что 
уменьшение количества пигментов связано в основном не с деструкцией в результате стресса, а с подавлением их 
синтеза, что может быть адаптационной реакцией растений, позволяющей минимизировать вероят ность образо-
вания активных форм кислорода в фотосинтетических мембранах при недостатке влаги, а также оптимизировать 
в данных условиях использование энергии света для фотосинтетических процессов, на что указывает преиму-
щественное снижение таких каротиноидов, как неоксантин, виолаксантин и β-каротин, активно участвующих 
в светосборе и передаче энергии на реакционные центры.

Ключевые слова: почвенная засуха; абиотический стресс; фотосинтез; фотосинтетические пигменты; хлоро-
филл; каротиноиды; феофитин; ячмень.

THE EFFECT OF SOIL DROUGHT  
ON THE CONTENT OF PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS  

IN BARLEY PLANTS OF THE BROVAR VARIETY
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A significant effect of soil drought on the morphometric parameters of the leaves of barley plants of the Brovar va-
riety, as well as the content of photosynthetic pigments (chlorophyll, carotenoids) in them was established. However, 

1 Материал статьи представлен в виде доклада на Международной научной конференции «Молекулярные, мембранные 
и клеточные основы функционирования биосистем», проводившейся в рамках XIV съезда Белорусского общественного объеди-
нения фотобиологов и биофизиков (Минск, 17–19 июня 2020 г.).
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a significant decrease in plant growth indicators under drought conditions, a decrease in the amount of chlorophyll and, 
to a greater extent, carotenoids occurred against the background of the absence of a change in the content of pheophytin. 
We assume that the decrease in the number of pigments is mainly associated not with destruction due to stress, but with 
a decrease in their synthesis, which can be an adaptive reaction of plants, which minimizes the likelihood of formation 
of reactive oxygen species in photosynthetic membranes under conditions of drought, and also optimizes the use of light 
energy for photosynthetic processes under such conditions, as indicated by the predominant decrease in carotenoids such 
as neoxanthin, violaxanthin and β-carotene, which are actively involved in light harvesting and energy transfer to reaction 
centers.

Keywords: soil drought; abiotic stress; photosynthesis; photosynthetic pigments; chlorophyll; carotenoids; pheophytin; 
barley.

Введение
Стрессовые условия, такие как засоление, засуха и высокая температура (жара), вызывают значитель-

ные изменения в протекании важных физиолого-биохимических процессов в растительном организме. 
Фотосинтез, как одно из фундаментальных и наиболее сложных физиологических явлений у всех рас-
тений, также подвергается сильному воздействию стрессовых факторов, в результате чего изменяется 
ультраструктура органелл и концентрация фотосинтетических пигментов, метаболитов и ферментов, уча-
ствующих в этом процессе [1]. Так как в фотосинтезе задействованы различные компоненты, в частности 
пигментный аппарат и фотосистемы в целом, электрон-транспортная система и пути утилизации СО2, 
даже незначительное повреждение, вызванное неблагоприятными факторами окружающей среды, может 
снизить общую фотосинтетическую способность зеленого растения, что существенным образом сказы-
вается на сельскохозяйственном производстве.

Среди многочисленных стрессовых воздействий в последние годы именно засуха является наиболее 
весомым абиотическим фактором, имеющим всеобщее значение, в том числе и для Республики Бела-
русь, и заметно снижающим урожайность [2]. Дефицит воды вызывает серьезные изменения большин-
ства физиологических процессов у растения: задержку роста и развития, потерю тургора, снижение 
скорости фотосинтеза и усвоения углерода, нарушение минерального питания и газообмена листьев 
и многое другое, что в значительной степени влияет на продуктивность сельскохозяйственных куль-
тур [3; 4]. 

В целом различные стрессовые условия, включая засуху, обычно приводят к существенному умень-
шению содержания фотосинтетических пигментов – хлорофиллов (Хл, международное обозначение – 
Chl) и каротиноидов. Снижение концентрации Хл может быть связано с вызванными стрессом наруше-
ниями биосинтеза пигментов или их разрушением. Однако степень повреждения растительной клетки 
в результате действия неблагоприятных факторов внешней среды зависит от вида, сорта растения, 
продолжительности воздействия и переносимости стресса [1]. Таким образом, уменьшение количества 
фотосинтетических пигментов, связанное с нарушением биосинтеза последних или же их разрушением, 
может привести к нарушению транспорта электронов и, следовательно, к снижению фотосинтетической 
способности у большинства зеленых растений.

В условиях засухи ключевую роль играют адаптационные механизмы, в частности механизмы адап-
тации фотосинтетического аппарата, позволяющие растению преодолеть стрессовое воздействие [5]. 
Важным аспектом повышения эффективности сельскохозяйственного производства при стремитель-
ном изменении климата, в том числе на фоне частых засух, выступает мониторинг роста и развития 
растений [6]. В связи с этим крайне актуальными на сегодняшний день являются исследования, на-
правленные на разработку новых подходов по повышению устойчивости и продуктивности сельско-
хозяйственных культур в неблагоприятных условиях культивирования [4; 5; 7–9].

Целью данной работы было изучение действия почвенной засухи на содержание фотосинтетиче-
ских пигментов в 7-дневных проростках ячменя сорта Бровар.

Материалы и методы исследования
В качестве объекта исследования использовали первый настоящий лист зеленых проростков ячменя 

(Hordeum vulgare L.) сорта Бровар, выращенных в лабораторных условиях под люминесцентными 
лампами Philips TL-D 36W/54-765 в режиме 14 ч света (интенсивность 6 тыс. лк) и 10 ч темноты при 
температуре (23 ± 1) °С и относительной влажности воздуха 30 % в нормальных условиях (контроль) 
и при засухе.
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Исследование влияния засухи на зеленые проростки ячменя проводили в культуре, выращенной 
в почве. Для этого семена, обработанные в хлорсодержащем растворе и отмытые водопроводной водой, 
предварительно проращивали на сетках при (23 ± 1) °С в течение 2 сут. Затем одинаковые по размеру 
проростки семян высаживали в сосуды, заполненные влажным грунтом «Восторг». Варианты экспери-
мента были следующими: 

1) контроль – осуществляли ежедневный полив водопроводной водой объемом 25 мл; 
2) засуха – растения не поливали с момента посадки в почву.
Длину зеленых проростков измеряли от зерновки через 7 сут после высадки в грунт. Для опре-

деления сухого веса (или массовой доли воды) навески листьев ячменя массой 1 г помещали в сте-
клянные бюксы. Масса бюксов была предварительно измерена. Затем бюксы с навесками листьев по-
мещали в вакуумный сушильный шкаф Vacucell 111 Standard (MMM Medcenter Einrichtungen GmbH, 
Германия) и высушивали при температуре 100 °С и давлении 0,05 атм в течение 2 ч. Через 1,0; 1,5 
и 2,0 ч от начала сушки бюксы с навесками листьев взвешивали, чтобы зафиксировать сухую массу, 
которая в последних двух измерениях не менялась, что свидетельствовало о полной потере воды 
образцами. Массовую долю воды рассчитывали по разнице между начальной и конечной массой 
бюксов с образцами2.

Состав и содержание Хл, феофитинов (Фео, международное обозначение – Pheo) и каротиноидов 
в листьях ячменя сорта Бровар определяли с помощью высокоэффективного жидкостного хромато-
графа LC-20 Prominence (Shimadzu, Япония) с хроматографической колонкой Nucleodur C18 Gravity 
(размер частиц 3 мкм, длина 15 см) фирмы Macherey-Nagel (Германия) по методике, разработанной 
в лаборатории биофизики и биохимии растительной клетки Института биофизики и клеточной инже-
нерии НАН Беларуси согласно работам [10 –13]. Разделение пигментов на колонке проводили с исполь-
зованием раствора А (90 % ацетонитрил, 9,9 % вода, 0,1 % триэтиламин) и раствора Б (100 % этилаце-
тат) со скоростью потока 0,5 мл/мин. Пигменты регистрировали с помощью спектрофотометрического 
детектора с диодной матрицей SPD-M20A (Shimadzu, Япония) в диапазоне 200 – 800 нм. Визуализацию 
профиля хроматограммы осуществляли по спектрам поглощения при 440 нм (для Хл a и Хл b, а также 
каротиноидов) и 410 нм (для Фео a и Фео b). Для количественного определения пигментов использо-
вали площади пиков хроматограммы и коэффициенты, полученные для каждого пигмента с помощью 
стандартов. Расчет содержания пигментов производили по формуле

Cпигм =
⋅ ⋅

⋅
S F V
V m
440 oooo

oooooo

,

где Спигм – содержание пигмента, мкг/г сухой массы; S440 – площадь пика поглощения при 440 нм (для 
Фео – 410 нм); Fпигм – фактор (коэффициент) для расчета; V – объем супернатанта, мкл; Vинъекц – объем 
инъекции, мкл; m – масса навески, г.

На рис. 1 представлена типичная для исследованных препаратов хроматограмма ацетонового экст-
ракта из листьев ячменя с ярко выраженными пиками неоксантина (пик 1, время удержания 3,88 мин), 
виолаксантина (пик 2, время удержания 4,44 мин), антераксантина (пик 3, время удержания 4,97 мин), 
лютеина (пик 4, время удержания 5,87 мин), Хл b (пик 5, время удержания 7,81 мин), Хл a (пик 6, время 
удержания 8,48 мин), Фео a (пик 7, время удержания 9,81 мин) и b-каротина (пик 8, время удержания 
10,36 мин). 

На рис. 2 приведены спектры выделенных пигментов, зарегистрированные спектрофотометриче-
ским детектором с диодной матрицей, нормированные на единицу.

В исследовании были использованы следующие реагенты: ацетон «х. ч.» (≥ 99,8 %) производства 
АО «Экос-1» (Россия), ацетонитрил для ВЭЖХ (≥ 99,9 %) и этилацетат для ВЭЖХ (≥ 99,7 %) компании 
Honeywell (Германия), триэтиламин (≥ 99,5 %) фирмы AppliChem (Германия), стандарты фотосинтетиче-
ских пигментов компании Sigma-Aldrich (Германия). В ходе обработки экспериментальных данных вы-
числяли среднее значение, стандартное отклонение среднего значения, достоверность различий между 
вариантами оп ределяли с учетом коэффициента Стьюдента для принятого уровня значимости (р ≤ 0,05) 
и соответствующего числа степеней свободы. Представлены результаты трех опытов в трехкратной 
биологической повторности. Для статистической обработки экспериментальных данных использова-
ли пакеты программ Microsoft Excel 2019, SigmaPlot 12.0 и статистические методы, принятые в области 
биологических исследований [14].

2 Вязов Е. В. Механизмы адаптации фотосинтетического аппарата и защитной системы растений огурца к светодиодному 
излучению различного спектрального состава : автореф. дис. … канд. биол. наук : 03.01.02 / Ин-т биофизики и клеточ. инже-
нерии НАН Беларуси. Минск, 2017.

Fпигм
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Рис. 1. Хроматограмма экстракта пигментов из листьев растений ячменя.  
Визуализация профиля хроматограммы осуществлена по спектрам поглощения  

при 440 нм (а) и 410 нм (б ): 1 – неоксантин; 2 – виолаксантин;  
3 – антераксантин; 4 – лютеин; 5 – Хл b; 6 – Хл a; 7 – Фео a; 8 – β-каротин

Fig. 1. Chromatogram of the extract of pigments from the leaves of barley plants.  
The chromatogram profile was visualized by the absorption spectra  
at 440 nm (a) and at 410 nm (b): 1 – neoxanthin; 2 – violaxanthin;  

3 – anteraxanthin; 4 – lutein; 5 – Chl b; 6 – Chl a; 7 – Pheo a; 8 – β-carotene

Рис. 2. Спектры поглощения пигментов, выделенных из листьев ячменя  
(нормированы на единицу по основному максимуму поглощения)

Fig. 2. Absorption spectra of pigments extracted from barley leaves  
(the spectra are normalized according to the main absorption maximum)
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Результаты и их обсуждение
В ходе исследования было проанализировано воздействие почвенной засухи на морфометрические 

параметры и содержание пигментов (Хл а и Хл b, Фео и каротиноидов) в листьях ячменя. Растения, 
выращенные в почве с поливом, в опытах выступали в качестве контроля.

Изучение ростовых показателей первого листа ячменя, определяемых по длине проростков от зер-
новки, позволило установить, что недостаток воды приводит к изменению морфометрических характе-
ристик листьев ячменя: длина проростков снизилась на 28 % по сравнению с контрольными образцами 
(табл. 1). Также стоит отметить визуально наблюдаемое уменьшение ширины листовой пластинки рас-
тений ячменя, подвергшихся воздействию засухи. При этом признаков увядания растений не выявлено. 
Анализ массовой доли воды в проростках ячменя показал незначительное, но достоверное снижение 
этого параметра в условиях засухи (на 3 % по сравнению с контролем) (см. табл. 1).

Т а б л и ц а  1

Изменение длины проростков ячменя и массовой доли  
воды в них под влиянием почвенной засухи

Ta b l e  1
Change in the length of barley seedlings and the mass fraction  

of water in them under the effect of soil drought

Варианты 
эксперимента

Длина проростков  
от зерновки, см Массовая доля воды,  %

Контроль 17,37 ± 0,35 92,45 ± 0,11
Засуха 12,49 ± 0,37* 89,72 ± 0,38*

* Различия по сравнению с контролем достоверны при p ≤ 0,05.

Методом ВЭЖХ был проанализирован качественный и количественный состав фотосинтетических 
пигментов листьев растений ячменя в условиях почвенной засухи. Изучение пигментных экстрактов 
позволило идентифицировать во всех исследуемых образцах кислородсодержащие ксантофиллы – нео-
ксантин, виолаксантин, антераксантин и лютеин, бескислородный каротиноид b-каротин, а также 
Хл a и Хл b, Фео a и следовые количества Фео b.

В ходе работы было рассмотрено изменение содержания Хл а и Хл b, Фео а и каротиноидов в 7-днев-
ных зеленых листьях ячменя в нормальных условиях (контроль) и под воздействием абиотического 
стресса, вызванного недостатком влаги в почве (засуха). Данные представлены в табл. 2 и на рис. 3. 

Т а б л и ц а  2

Содержание каротиноидов и Фео а в листьях ячменя  
под воздействием почвенной засухи, мкг/г сухой массы

Ta b l e  2
The content of carotenoids and Pheo a in barley leaves  

under the effect of soil drought, µg/g dry weight

Пигменты
Варианты эксперимента

Контроль Засуха

Неоксантин 1124,25 ± 59,93 616,73 ± 40,76*
Виолаксантин 786,82 ± 25,60 418,72 ± 29,25*
Антерaксантин 89,58 ± 8,66 54,65 ± 7,62*
Лютеин 1881,93 ± 43,65 1430,14 ± 38,45*
Фео а 120,22 ± 1,34 121,59 ± 10,31
β-Каротин 2427,06 ± 71,68 1414,24 ± 137,59*

* Различия по сравнению с контролем достоверны при p ≤ 0,05.

Как видно на рис. 3, а, в условиях засухи достоверно уменьшается общее количество Хл а + Хл b на 
13,3 % относительно контроля. Такая же тенденция наблюдается для каждой формы Хл в отдельности: 
анализ показал, что при дефиците воды содержание Хл а и Хл b в зеленых листьях ячменя снижается 
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на 15,0 и 9,0 % соответственно (см. рис. 3, б ). Кроме того, следует отметить, что отношение Хл а : Хл b 
в контрольных образцах, выращенных в почве с поливом, превышает аналогичный показатель в рас-
тениях, культивируемых при недостатке влаги, на 6,5  % (см. рис. 3, в), что может быть результатом 
уменьшения размера антенны фотосистем.

Также было установлено, что образцы, выращенные в условиях почвенной засухи, отличаются 
от контроля пониженным содержанием каротиноидов (на 37,6 % меньше в пересчете на сухой вес) 
(см. рис. 3, а). При этом наблюдается значительное падение концентрации как ксантофилловых каро-
тиноидов – неоксантина, виолаксантина, антераксантина и лютеина (на 45,1; 46,8; 39,0 и 24,0 % соот-
ветственно), так и β-каротина (на 41,7 %) (см. табл. 2). Однако обращает на себя внимание меньшее 
снижение количества лютеина, выполняющего преимущественно функцию нейтрализации окислите-
лей и свободных радикалов в клетке, по сравнению с неоксантином, виолаксантином и β-каротином, 
которые активно участвуют в светосборе и передаче энергии на реакционные центры.

В целом приведенные выше данные свидетельствуют, что недостаток влаги в почве отрицательно 
влияет на накопление Хл и каротиноидов в клетках растений ячменя сорта Бровар. Однако интерес 
представляет неизменность содержания при этом феофитиновых пигментов (см. табл. 2). Известно, 
что одним из показателей развития окислительного стресса в растительной клетке служит избыточное 
накопление Фео, который в нормальных условиях содержится в клетке в крайне низких концентрациях 
и выполняет функцию первичного акцептора электронов в фотосистеме 2 [15]. Повышенное количест-
во Фео является не просто показателем развития окислительного стресса, при котором происходит 

Рис. 3. Содержание фотосинтетических пигментов  
в листьях ячменя под воздействием почвенной засухи:  

а – количество Хл а + Хл b и каротиноидов; б – количество Хл а и Хл b;  
в – отношение Хл а : Хл b; * – достоверно при р ≤ 0,05

Fig. 3. Content of photosynthetic pigments in barley leaves under the effect of soil drought:  
a – the content of Chl а + Chl b and carotenoids; b – the content of Chl a and Chl b;  

c – the ratio of Chl а : Chl b; * – significant difference, р ≤ 0.05
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модификация молекул Хл с образованием безметальных порфиринов, это также потенциально опасное 
состояние с точки зрения усиления развития окислительного стресса, поскольку Фео – мощный фото-
сенсибилизатор, способный на свету генерировать синглетный молекулярный кислород [16]. Отсут-
ствие факта накопления Фео в листьях ячменя сорта Бровар в условиях почвенной засухи может ука-
зывать на отсутствие активно идущих в клетках растений окислительных процессов. Однако прямым 
способом выявления окислительного стресса в клетках является регистрация изменения в них уровня 
активных форм кислорода. В дальнейшем планируется провести соответствующие исследования для 
проверки высказанного предположения.

Заключение
Таким образом, нами установлено существенное влияние почвенной засухи на морфометрические 

параметры листьев ячменя сорта Бровар, а также содержание в них фотосинтетических пигментов – Хл 
и каротиноидов. Однако значительное снижение ростовых показателей растений в условиях засухи, 
уменьшение количества Хл и в особенности каротиноидов происходили на фоне отсутствия измене-
ния уровня феофитина. Мы предполагаем, что падение концентрации пигментов связано в основном 
не с деструкцией в результате стресса, а со снижением их синтеза, что может быть адаптационной 
реакцией растений, позволяющей минимизировать вероятность образования активных форм кислоро-
да в фото синтетических мембранах при недостатке влаги, а также оптимизировать в этих условиях 
использование энергии света для фотосинтетических процессов, на что указывает преимуществен-
ное снижение таких каротиноидов, как неоксантин, виолаксантин и β-каротин, активно участвующих 
в светосборе и передаче энергии на реакционные центры. Стоит отметить, что выбранный для иссле-
дования сорт ячменя Бровар является засухоустойчивым [17]. Обнаруженная нами тонкая подстройка 
компонентов фотосинтетического аппарата к действию засухи может быть одним из ключевых факто-
ров, определяющих устойчивость этого сорта к данному виду абиотического стресса.
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УДК 577.1

БЕЛОРУССКИЙ ИЗОЛЯТ SCLEROTINIA SCLEROTIORUM КК-1:  
ФАКТОРЫ ПАТОГЕННОСТИ И ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ  

К ГЕРБИЦИДУ ГЛИФОСАТУ

Е. В. КУЛИК1), М. А. ШУКШИНА1), А. Н. ЕВТУШЕНКОВ1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь

Проанализированы рост мицелия, формирование склероциев, а также полигалактуроназная, α-амилазная и цел-
люлазная активность у белорусского изолята гриба Sclerotinia sclerotiorum КК-1, выделенного из инфицирован-
ной ткани корнеплода моркови (Daucus carota subsp. sativus). Установлено, что продукция полигалактуроназы 
индуцируется пектином и подвергается катаболитной репрессии. C использованием PDA-среды, содержащей ин-
дикаторный реактив бромфеноловый синий, выявлена секреция щавелевой кислоты, которая является значимым 
фактором патогенности гриба. Показано, что глифосат (коммерческий аналог – «Торнадо»), добавленный в среду 
культивирования в минимальной из используемых доз (200 мг/л), вызывал существенное ингибирование как роста 
мицелия, так и формирования склероциев. Установлено, что продукция α-амилазы и целлюлазы, в отличие от 
синтеза полигалактуроназы, ингибируется глифосатом.

Ключевые слова: Sclerotinia sclerotiorum; формирование склероциев; полигалактуроназная активность; α-ами-
лазная активность; целлюлазная активность; глифосат.

SCLEROTINIA SCLEROTIORUM KK-1 ISOLATE  
FROM BELARUS: PATHOGENICITY FACTORS  

AND GLYPHOSATE SENSITIVITY

A. V. KULIK a, M. A. SHUKSHINAa, A. N. EVTUSHENKOV  a

aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus
Corresponding author: A. V. Kulik (alena.kulik31@gmail.com)

In the presence work, mycelial growth, sclerotia formation, polygalacturonase, α-amylase and cellulase activities of 
a Belarusian fungal isolate Sclerotinia sclerotiorum KK-1 collected from infected сarrot (Daucus carota subsp. sativus) 
were analyzed. It was established that polygalacturonase was induced by pectin and subject to catabolite repression by 
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glucose. The ability of the isolate to produce oxalic acid, an important factor of pathogenesis, was observed throughout fun-
gus incubation on PDA medium amended with bromophenol blue. Glyphosate (commercial counterpart «Tornado») starting 
from its level in the medium of 200 mg / L caused a significant inhibition of mycelial growth and sclerotia formation. It was 
observed that α-amylase and cellulase activities were inhibited by glyphosate unlike polygalacturonase activity.

Keywords: Sclerotinia sclerotiorum; sclerotia formation; polygalacturonase activity; α-amylase activity; cellulase acti-
vity; glyphosate.

Введение
Sclerotinia sclerotiorum – широко распространенный фитопатогенный гриб, который поражает более 

400 видов растений и вызывает заболевание под названием «склеротиниоз», или «белая гниль» [1]. 
Большинство растений, подверженных заражению, относятся к двудольным, хотя выявлено значитель-
ное количество сельскохозяйственных видов однодольных растений, поражаемых S. sclerotiorum. Осо-
бенно сильную угрозу склеротиниоз представляет для соевых бобов, фасоли, подсолнечника, рапса, 
арахиса. Как в процессе культивирования растений на полях, так и при размещении их в хранилищах 
гриб может заражать молодые саженцы, взрослые растения, плоды, корнеплоды. Благодаря способности 
S. sclerotiorum выживать на инфицированных тканях, в почве, на живых растениях заболевание может 
быстро распространяться от растения к растению. 

Данные, накопленные в течение последних лет, указывают на тонкое взаимодействие этого агрес-
сивного некротрофного патогена с его многочисленными хозяевами. У склеротинии были идентифи-
цированы небольшие секреторные белки, функция которых заключается не только в подавлении за-
щитных механизмов хозяина, но и в индукции гибели его клеток [2; 3]. Кроме того, характеристика 
генов, участвующих в биосинтезе и деградации щавелевой кислоты, показала, что высокий уровень 
вирулентности поддерживается благодаря динамическому контролю накопления щавелевой кислоты, 
осуществляемому посредством разнообразных механизмов. Результаты экспериментов с мутантами 
фитопатогена, у которых отсутствовала щавелевая кислота, указывали на возможную ее роль как фак-
тора колонизации [4]. 

Фитопатогенный гриб S. sclerotiorum – один из наиболее неспецифичных растительных патогенов. 
На начальных этапах инфекционного процесса он секретирует большое количество гидролитических 
ферментов, участвующих в деградации клеточной стенки растений, – полигалактуроназы [5; 6], целлю-
лазы [7], глюканазы, ксиланазы [8 –10], амилазы [11; 12].

Среди различных гидролаз полигалактуроназа является значимым ферментом пектолитического 
комплекса склеротинии и считается одним из основных факторов патогенности, который необходим 
для внедрения гриба в клетки хозяина. Результаты молекулярно-генетических исследований показали, 
что образование у S. sclerotiorum множественных форм эндополигалактуроназ объясняется посттранс-
ляционной (гликолизирование) или постсекреционной (протеолиз) модификацией фермента. Альтер-
нативной причиной такого разнообразия эндополигалактуроназ может быть принадлежность кодирую-
щих их генов к мультигенному семейству [5; 6]. Весьма вероятно, что наличие множественности 
пектиназных генов у гриба обеспечивает гибкость и адаптацию патогена к широкому спектру поражае-
мых растений.

Физиологические исследования патогенеза, вызванного S. sclerotiorum, выявили тесную связь с цел-
люлолитическими ферментами [7]. Наблюдаемая последовательная деградация как нативной, так и рас-
творимой целлюлозы указывает на то, что этот гриб обладает полной целлюлолитической системой. Уста-
новлено, что целлюлаза S. sclerotiorum представлена комплексом из трех ферментов: фактора набухания, 
инициирующего подготовку к дальнейшему расщеплению целлюлозы, термостабильной «вискозиметри-
ческой» целлюлазы и термолабильной b-глюкозидазы. 

Амилаза – конститутивный фермент, встречающийся у представителей различных таксономических 
групп. Она есть не один фермент, а комплекс энзимов, гидролизующих крахмал, – α-амилазы, декстри-
назы и глюкоамилазы. В культуральной жидкости коллекционного штамма S. sclerotiorum (Тунис), выра-
щенного на овсяной муке, были обнаружены две формы α-амилазы (1,4-α-D-глюканглюканогидролазы) 
с молекулярной массой 43 и 54 кДa [11; 12]. Выявленная у α-амилазы меньшей молекулярной массы 
способность образовывать мальтотриозу в качестве основного конечного продукта открывает перспек-
тивы ее использования в различных биотехнологических процессах.

На сегодняшний день главным способом защиты сельскохозяйственных растений от склеротиниоза 
остается применение фунгицидов. В ряде научно-исследовательских работ было показано, что уни-
кальный гербицид глифосат, мишенью действия которого является фермент 5-енолпирувилшикимат-
3-фосфатсинтаза шикиматного пути синтеза ароматических аминокислот у растений, обладает анти-
фунгальной активностью in vivo и in vitro в отношении большого спектра фитопатогенных грибов: 
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Phytophthora cinnamomi (возбудитель корневой гнили сосны лучистой), Septoria nodorum (возбудитель 
септориоза колоса), Puccinia striiformis f. sp. tritici (возбудитель желтой ржавчины пшеницы), P. triticina 
(возбудитель листовой ржавчины пшеницы), Phakopsora pachyrhizi (возбудитель азиатской ржавчины 
сои) [13–17]. 

Цель данной работы состояла в выявлении у белорусского изолята S. sclerotiorum КК-1 полигалактуро-
назной, α-амилазной, а также целлюлазной активности как основных факторов патогенности и оценке 
его чувствительности к гербициду глифосату.

Материалы и методы исследования
Объектом исследования являлся белорусский изолят фитопатогенного гриба S. sclerotiorum КК-1, 

выделенный из пораженной ткани корнеплода моркови (Daucus carota subsp. sativus). 
Оценка чувствительности изолята к действующему веществу гербицида «Торнадо» (глифосат – изо-

пропиламинная соль N-фосфонометилглицина) проводилась в чашках Петри на картофельно-глюкоз-
ной агаризованной среде PDA (Fluka Biochemika, Швейцария) без гербицида (контроль) и с его до-
бавлением в диапазоне концентраций 200 –1000 мг/л. На среду выкладывались агаризованные диски 
диаметром 5 мм с активно растущими колониями гриба. После инкубации в условиях темноты при 
температуре 20 –22 °С на 5-й день осуществлялся учет результатов: измерение диаметра зоны покры-
тия мицелием среды и подсчет количества склероциев. Процент ингибирования (I ) рассчитывался по 
формуле [18]

I C F
C

= − ⋅100,

где С – диаметр (в сантиметрах) зоны покрытия мицелием среды (или количество склероциев) на конт-
рольной чашке без добавления гербицида; F – аналогичные параметры, анализируемые на чашке с гер-
бицидом. Эксперимент проводился в трехкратной повторности.

Для получения препарата полигалактуроназы осуществлялось культивирование гриба в жидкой мини-
мальной солевой среде, состав которой представлен в работе [9], с добавлением 1 % цитрусового пектина 
или 2 % глюкозы при 28 °С и непрерывном перемешивании со скоростью 150 об/мин. После инкуба-
ции в течение времени, определяемого экспериментом, выполняли центрифугирование (6000 об/мин, 
20 мин) и отбор супернатанта, к которому добавляли 2 объема ацетона для осаждения белков. После 
инкубации при – 20 °С в течение 18 ч белки осаждали центрифугированием (6000 об/мин, 20 мин), аце-
тон выпаривали, белковый препарат растворяли в ацетатном буфере (0,1 моль/л, pH 5,0). 

Полигалактуроназную активность определяли методом, основанным на использовании 3,5-дини-
тросалициловой кислоты (ДНС) [19]. Предварительно нагретая на водяной бане до 50 °С реакционная 
смесь (400 мкл) содержала 1,1 % полигалактуроновой кислоты в ацетатном буфере (0,1 моль/л, pH 5,0). 
После введения 100 мкл ферментного препарата и инкубирования при 50 °С в течение 30 мин реакцию 
останавливали добавлением 1,5 мл реактива с ДНС и последующим немедленным помещением про-
бирок на кипящую водяную баню на 10 мин. Контрольные пробирки содержали те же компоненты, что 
и опытные образцы, но в них не прошла реакция гидролиза полигалактуроновой кислоты. Светопогло-
щение в охлажденных пробирках измеряли при длине волны 520 нм. За ноль принималась оптическая 
плотность смеси субстрата и натрий-ацетатного буфера после реакции с ДНС, за единицу активности 
полигалактуроназы – количество фермента, которое приводило к образованию 1 мкмоль/л моногалак-
туроновой кислоты за 1 мин реакции при 50 °С в пересчете на 1 мл культуральной жидкости или 1 мг 
белка. Для расчета значений активности пользовались калибровочным графиком зависимости интен-
сивности поглощения от концентрации моногалактуроновой кислоты.

Для получения препарата α-амилазы гриб культивировали в жидкой минимальной солевой среде, 
состав которой представлен в статье [11], с добавлением 1 % растворимого крахмала при 28 °С и непре-
рывном перемешивании со скоростью 150 об/мин. Спустя 7 дней инкубирования проводили центри-
фугирование (6000 об/мин, 20 мин) для отделения мицелия от супернатанта, к которому добавляли 
2 объема ацетона для осаждения белков. После инкубации при – 20 °С в течение 18 ч белки осаждали 
центрифугированием (6000 об/мин, 20 мин), ацетон выпаривали, белковый препарат растворяли в аце-
татном буфере (0,02 моль/л, pH 4,7).

Определение α-амилазной активности также проводили методом, основанным на использовании 
ДНС [19]. Предварительно нагретая на водяной бане до 50 °С реакционная смесь (400 мкл) содержала 
1,1 % растворимого крахмала в ацетатном буфере (0,02 моль/л, pH 4,7). Реакцию начинали добавлением 
100 мкл ферментного препарата. После инкубирования при 50 °С в течение 30 мин реакцию останав-
ливали добавлением 1,5 мл реактива с ДНС и последующим немедленным помещением пробирок на 
кипящую водяную баню на 10 мин. Контрольные пробирки содержали те же компоненты, что и опытные 
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образцы, но в них не прошла реакция гидролиза крахмала. Светопоглощение в охлажденных пробир-
ках измеряли при длине волны 540 нм. За ноль принималась оптическая плотность смеси субстрата 
и натрий-ацетатного буфера после реакции с ДНС, за единицу активности α-амилазы – количество фер-
мента, которое приводило к образованию 1 мкмоль/л глюкозы за 1 мин реакции при 50 °С в пересчете 
на 1 мг белка. Для расчета значений активности пользовались калибровочным графиком зависимости 
интенсивности поглощения от концентрации глюкозы.

Количественное содержание белка в образцах определяли методом Бредфорда [20].
Качественное определение щавелевой кислоты проводили с использованием красителя бромфено-

лового синего в концентрации 50 мг/л, который вводили в среду культивирования PDA. Исходное зна-
чение pH среды доводили до 7,0, добавляя 0,1 моль/л NaOH. Изменение окраски среды с синей на желтую 
свидетельствовало о секреции щавелевой кислоты [21].

Для выявления влияния глифосата на целлюлолитическую активность S. sclerotiorum КК-1 гриб куль-
тивировали на минимальной агаризованной среде Чапека с 0,1 % карбоксиметилцеллюлозой (КМЦ) 
в присутствии коммерческого гербицидного препарата «Торнадо» в диапазоне концентраций действую-
щего вещества 20 –1800 мг/л. После 5-дневной инкубации при 22 °С на поверхность среды наслаивали 
0,1 % водный раствор конго красного. Результат взаимодействия реактива с целлюлозой оценивали пос ле 
15 мин инкубации при комнатной температуре. Визуализацию зон гидролиза КМЦ осуществляли после от-
мывания среды 10 % NaCl. Эксперимент проводили в трехкратной повторности.

Результаты и их обсуждение
Современные подходы к созданию агрокультуры, устойчивой к заболеваниям, включают как клас-

сические методы селекции, направленные на получение резистентных сортов, так и конструирование 
генно-модифицированных сельскохозяйственных растений, обладающих определенными свойствами. 
Одним из направлений в области трансгенных растений является придание им свойства устойчивости 
к гербицидам. В ряде стран в хозяйственной деятельности широко используются трансгенные сорта 
таких сельскохозяйственных растений, как рапс, хлопчатник, кукуруза, соя, сахарная свекла, которые 
обладают резистентностью к гербициду глифосату1. В Республике Беларусь также созданы и зареги-
стрированы в международной базе BCH (Biosafety Clearing-House) трансгенные линии рапса (Brassi-
ca napus subsp. oleifera (Moench) DC.) и картофеля (Solanum tuberosum L.), имеющие вышеуказанную 
устойчивость. Культивирование таких растений позволяет в течение вегетации использовать гербицид, 
селективно уничтожающий всю сорную растительность без повреждения агрокультуры. Гербицид-
ное свойство глифосата обусловлено мишенью его действия – ферментом 5-енолпирувилшикимат-3-
фосфатсинтазой шикиматного пути синтеза ароматических аминокислот у растений. Кроме воздей-
ствия глифосата на растения, в ряде исследований было установлено, что он оказывает угнетающее 
действие на фитопатогенные грибы на уровне роста мицелия, образования и прорастания спор, синтеза 
аминокислот, вирулентности [13–17].

В данной работе проводилась in vitro оценка чувствительности белорусского изолята S. sclerotiorum 
КК-1 к действующему веществу гербицида «Торнадо» – глифосату (изопропиламинная соль N-фосфоно-
метилглицина). На 5-й день инкубации гриба в контрольной чашке при поверхностном культивиро-
вании без добавления гербицида был зарегистрирован максимальный рост мицелия по всей площади 
среды. Добавление глифосата в минимальной из используемых концентраций (200 мг/л) приводило 
к ингибированию как роста мицелия, так и формирования покоящихся образований – склероциев, что 
составило (66,3 ± 1,7) и (79,4 ± 7,1) % соответственно. По мере увеличения дозы гербицида в среде 
до 1000 мг/л процент ингибирования сохранялся на высоком уровне (табл. 1).

Выявленный фунгицидный эффект глифосата, выражающийся в подавлении образования склеро-
циев, может учитываться при проведении защитных мероприятий от склеротиниоза, поскольку эти 
пигментированные структуры играют важную роль в циклах заражения и позволяют грибу оставаться 
жизнеспособным в течение длительного времени при неблагоприятных для роста условиях. В резуль-
тате впитывания воды из почвы происходит прорастание склероциев с образованием апотециев, в кото-
рых формируются аскоспоры, являющиеся источником инфекции.

Основным барьером для распространения инфекции, вызванной S. sclerotiorum, служит растительная 
клеточная стенка, которая на 30 % состоит из пектина. Для преодоления этого барьера склеротиния син-
тезирует различные типы пектинолитических ферментов, такие как эндо- и экзополигалактуроназы, пек-
тинметилэстераза, пектинлиазы, которые вызывают мацерацию растительных тканей и некроз. Показано, 
что именно начальное действие пектинолитических ферментов на клеточную стенку инфицированной 
растительной клетки определяет доступность ее составных компонентов для остальных энзимов [22]. 

1Biosafety Clearing-House [Electronic resource]. URL: http://bch.cbd.int/ (date of access: 21.03.2020) ; ISAAA [Electronic re-
source]. URL: http://www.isaaa.org/ (date of access: 21.03.2020).
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Т а б л и ц а  1
Влияние гербицида глифосата («Торнадо») на рост мицелия  

и образование склероциев у S. sclerotiorum КК-1

Ta b l e  1
Effect of glyphosate («Tornado») on mycelial growth  

and sclerotial production of S. sclerotiorum KK-1

Концентрация  
глифосата, мг/л

Ингибирование, %
Рост мицелия Образование склероциев

200 66,3 ± 1,7* 79,4 ± 7,1*

400 77,8 ± 4,7* 84,1 ± 3,1*

500 76,3 ± 3,6* 88,6 ± 3,0*

700 76,7 ± 3,8* 83,2 ± 2,8*

900 79,3 ± 1,3* 89,6 ± 4,3*

1000 80,7 ± 3,4* 97,9 ± 3,6*

*р < 0,05 – достоверность различий по сравнению с контролем.

В результате исследований, направленных на выявление роли полигалактуроназ в инфекционном 
процессе, было установлено, что продукция полигалактуроназы индуцируется пектином или пекти-
новыми мономерами, в частности галактуроновой кислотой, и подвергается катаболитной репрессии 
в присутствии глюкозы [23]. Однако согласно другим работам отдельные пектинолитические фермен-
ты S. sclerotiorum не синтезируются синхронно, что определяется конститутивной и индуцибельной 
экспрессией генов, детерминирующих эти ферменты. Например, у штаммов склеротинии были выяв-
лены экзополигалактуроназа и экзометилполигалактуроназа, синтез которых не регулируется глюкозой 
или соответствующими субстратами [24].

В целях установления способа регуляции синтеза полигалактуроназы у белорусского изолята S. scle-
rotiorum КК-1 проводилось его культивирование в минимальной солевой среде с добавлением 1 % пек-
тина или 2 % глюкозы. В течение 12-дневного периода инкубации начиная с 3-го дня через опреде-
ленные промежутки времени выполнялся отбор проб культуральной жидкости, в которой измерялась 
ферментативная активность. В результате проведенной работы, как показано на рис. 1, полигалактуро-
назная активность гриба в среде с добавлением пектина достигла максимума на 5-й день культивирова-
ния и составила (6,7 ± 1,3) ед./мл. В среде, содержащей в качестве источника углерода только глюкозу, 
ферментативная активность оставалась практически на одном уровне на протяжении всего периода 
инкубации и равнялась (1,40 ± 0,26) ед./мл, что указывает на явление катаболитной репрессии.

В развитии инфекционного процесса, вызываемого склеротинией, кроме гидролаз, важное значение 
имеет секретируемая щавелевая кислота. Несмотря на простую химическую структуру и ограниченное 
химическое взаимодействие, она, как фактор патогенности, является значимым компонентом молеку-
лярного механизма, участвующим в процессе заражения растений. Корреляция между патогенностью 
и синтезом оксалата была подтверждена в опытах, где мутанты S. sclerotiorum, дефектные по способ-
ности его синтезировать, не вызывали заболевания, в то время как ревертанты снова становились виру-
лентными [4]. Предположительно, существуют три механизма усиления вирулентности с помощью ок-
салата. Первый механизм основан на том, что некоторые ферменты грибного патогена, выделяемые во 
время вторжения в ткани растений (например, полигалактуроназа), имеют максимальную активность 
при низких значениях рН. Второй механизм обусловлен токсичностью оксалата для клеток растений-
хозяев, по-видимому, из-за его кислотности, что приводит к ослаблению растения, тем самым способ-
ствуя вторжению патогена. Согласно третьему механизму оксалат-анионы хелатируют ионы кальция, 
которые находятся в клеточной стенке растений. Хотя каждая из перечисленных гипотез имеет свою 
логику и привлекательность, подтверждающие их данные являются неполными.

Несмотря на то что щавелевая кислота – фактор патогенности склеротинии, было установлено, что 
штаммы гриба различаются по ее количественному накоплению в условиях in vivo и in vitro [22]. В це-
лях выявления у изучаемого белорусского изолята способности к образованию и секреции щавелевой 
кислоты в данной работе проводился качественный анализ изменения рН агаризованной среды культи-
вирования гриба с использованием индикаторного реактива бромфенолового синего, который изменяет 
окраску с синей на желтую при значениях рН 3,0 – 4,6. Как показано на рис. 2, на 7-й день культивиро-
вания S. sclerotiorum КК-1 четко визуализировалось окрашивание среды в желтый цвет, что свидетель-
ствует о секреции щавелевой кислоты.
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Исследование динамики секреции щавелевой кислоты, проводимое путем измерения рН-профиля 
жидкой минимальной солевой среды с добавлением 1 % цитрусового пектина в процессе 12-дневной 
инкубации гриба, показало, что к 5-му дню культивирования значение рН среды снизилось с 6,0 до 4,0 
и достигло 3,5 на 12-й день (рис. 3). 

Таким образом, полученные данные указывают на то, что белорусский изолят склеротинии обладает 
способностью секретировать щавелевую кислоту, которая, снижая рН, содействует высокой мацерирую-
щей активности, обеспечивающей эффективное разрушение клеточной стенки растений.

При изучении антифунгального потенциала гербицида глифосата в отношении изолята склеротинии 
нами было установлено, что его действие приводит к подавлению роста мицелия и образования склеро-
циев. В целях выявления реакции S. sclerotiorum КК-1 на воздействие гербицида на уровне активности 
секретирующихся гидролитических ферментов, участвующих в патогенезе, оценивалась полигалакту-
роназная, α-амилазная и целлюлолитическая активность.

Для оценки α-амилазной и полигалактуроназной активности гриб культивировали в жидкой мини-
мальной солевой среде в присутствии гербицида в диапазоне концентраций действующего вещества 
20 –1800 мг/л с добавлением цитрусового пектина в качестве индуктора синтеза полигалактуроназы 
или крахмала, являющегося субстратом для α-амилазы. 

Как следует из результатов эксперимента, представленных на рис. 4, отмечается статистически зна-
чимое ( р < 0,01) по сравнению с контрольным вариантом (культивирование гриба в среде без добав-
ления гербицида) снижение α-амилазной активности в отличие от полигалактуроназной активности 
( р > 0,05). 

Рис. 1. Продукция полигалактуроназы S. sclerotiorum КК-1  
при культивировании в минимальной солевой среде  

с добавлением 1 % цитрусового пектина или 2 % глюкозы
Fig. 1. Expression of polygalacturonase activity by S. sclerotiorum KK-1  

in minimal salts medium containing 1 % citrus pectin or 2 % glucose

Рис. 2. Cекреция щавелевой кислоты изолятом S. sclerotiorum КК-1,  
культивируемым на среде PDA с бромфеноловым синим

Fig. 2. Oxalic acid production of the S. sclerotiorum KK-1 isolate  
on PDA medium amended with bromophenol blue
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Рис. 4. α-Амилазная (а) и полигалактуроназная (б ) активность  
изолята S. sclerotiorum КК-1, культивируемого в минимальной солевой среде  
с добавлением 2 % крахмала или 1 % цитрусового пектина соответственно  

в присутствии гербицида «Торнадо» (глифосат 20 –1800 мг/л): 0 – контрольный образец.  
Достоверность различий рассчитывалась по отношению к контролю: * – р < 0,01; ** – р > 0,05

Fig. 4. α-Amylase (a) and polygalacturonase (b) activity of S. sclerotiorum KK-1 isolate  
in minimal salts media with 2 % starch or 1 % citrus pectin and containing  

herbicide «Tornado» (glyphosate 20–1800 mg/L): 0 – control.  
The significance of differences was calculated to the control: * – р < 0.01; ** – р > 0.05

Рис. 3. рН-Профиль минимальной солевой среды культивирования  
S. sclerotiorum КК-1 с добавлением 1 % цитрусового пектина 

Fig. 3. The pH of the minimal salts medium containing  
1 % citrus pectin after incubation S. sclerotiorum KK-1
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Для выявления влияния глифосата на целлюлолитическую активность исследуемого изолята ис-
пользовался чашечный метод, который заключался в инкубации гриба на поверхности минимальной 
агаризованной среды Чапека с добавлением 0,1 % КМЦ в присутствии коммерческого гербицидного 
препарата «Торнадо» в диапазоне концентраций действующего вещества 20 –1800 мг/л. После 5-днев-
ной инкубации при 22 °С для визуализации зон гидролиза КМЦ на поверхность среды наслаивался 
0,1 % водный раствор конго красного.

В результате проведенного анализа установлено, что при добавлении в среду культивирования гли-
фосата в дозе до 200 мг/л включительно продукция целлюлазы не ингибировалась, в то время как кон-
центрация гербицида 800 мг/л и выше способствовала полному подавлению синтеза фермента (табл. 2). 

Т а б л и ц а  2
Продукция целлюлазы S. sclerotiorum КК-1  

в присутствии гербицида глифосата («Торнадо»)

Ta b l e  2
Production of S. sclerotiorum KK-1 cellulases  

in the presence of glyphosate («Tornado»)

Концентрация  
глифосата, мг/л

Диаметр зоны  
гидролиза КМЦ, см

0 2,63 ± 0,29
20 2,56 ± 0,29
100 2,30 ± 0,18
200 2,45 ± 0,28
800 0

1800 0

Заключение
Принимая во внимание полученные данные, можно заключить, что белорусский изолят S. sclero-

tiorum КК-1 проявляет чувствительность к действию гербицида глифосата, которая выражается в по-
давлении как роста мицелия, так и образования покоящихся структур – склероциев, а также в сниже-
нии α-амилазной и целлюлазной активности. Выявленный антифунгальный потенциал гербицида, по 
всей вероятности, обусловлен его взаимодействием с ключевым ферментом шикиматного пути синтеза 
ароматических аминокислот 5-енолпирувилшикимат-3-фосфатсинтазой, что не только приводит к мас-
штабному нарушению формирования морфологических структур гриба, но и подавляет активность его 
ферментных систем, необходимых для реализации патогенности.
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АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА  
И МЕМБРАНОТРОПНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ИX ДЕЙСТВИЯ1

Л. С. ГАБРИЕЛЯН 1), 2), А. А. ТРЧУНЯН 1), 2)

1)Ереванский государственный университет, ул. Алека Манукяна, 1, 0025, г. Ереван, Армения 
2)Российско-Армянский университет, ул. Овсепа Эмина, 123, 0051, г. Ереван, Армения

В настоящее время наночастицы (НЧ) металлов могут рассматриваться в качестве альтернативных агентов для 
преодоления антибиотикоустойчивости. Исследовано влияние НЧ серебра на грамположительные (Enterococcus hi-
rae ATCC9790, Staphylococcus aureus MDC5233) и грамотрицательные (Escherichia coli K-12, Salmonella typhimurium 

1 Материал статьи представлен в виде доклада на Международной научной конференции «Молекулярные, мембранные 
и клеточные основы функционирования биосистем», проводившейся в рамках XIV съезда Белорусского общественного объеди-
нения фотобиологов и биофизиков (Минск, 17–19 июня 2020 г.).
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MDC1759) бактерии. НЧ серебра демонстрировали антибактериальную активность в отношении использованных 
бактерий, что проявлялось в подавлении удельной скорости роста и уменьшении количества колоние образующих 
единиц. При этом бактерицидное действие НЧ серебра на грамположительные бактерии было более выраженным, 
чем на грамотрицательные бактерии. Для выявления механизмов влияния НЧ также были проанализированы из-
менение окислительно-восстановительного потенциала (ОВП), потока протонов через бактериальную мембрану 
и выделение водорода (H2). При добавлении НЧ наблюдалось ингибирование выхода H2 и изменение энергозави-
симого переноса протонов через Fo F1-АТФазу, что свидетельствует о влиянии НЧ серебра на активность мембрано-
связанных ферментов. Полученные данные указывают на то, что НЧ серебра обладают выраженным антибакте-
риальным действием в отношении исследованных бактерий и могут применяться в биомедицине. 

Ключевые слова: наночастицы серебра; рост бактерий; окислительно-восстановительный потенциал; энерго-
зависимый поток протонов; выделение водорода.
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ANTIBACTERIAL PROPERTIES OF SILVER NANOPARTICLES  
AND THEIR MEMBRANOTROPHIC ACTION
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Nowadays, metal nanoparticles (NPs) can be considered as alternative agents for overcoming antibiotic resistance. 
The effect of silver NPs on gram-positive (Enterococcus hirae ATCC9790, Staphylococcus aureus MDC5233) and 
gram-negative (Escherichia coli K-12, Salmonella typhimurium MDC1759) bacteria have been investigated in this work. 
Silver NPs demonstrated antibacterial activity against the bacteria used, expressed in the decrease of the specific growth 
rate and the number of colony forming units. Moreover, the bactericidal effect of silver NPs on gram-positive bacteria 
was more pronounced than on gram-negative bacteria. In order to find out the mechanisms of NPs’ effects, the change of 
the redox potential, the hydrogen (H2) production ability, and the protons flux across the bacterial membrane have been 
also studied. The addition of NPs led to inhibition of H2 yield and to change of the energy-dependent proton flux through 
Fo F1-ATPase, indicating the silver NPs effect on the activity of membrane-bound enzymes. The data obtained point out 
that silver NPs show a pronounced antibacterial effect against the studied bacteria and can be used in biomedicine.

Keywords: silver nanoparticles; bacterial growth; redox potential; energy-dependent proton flux; hydrogen production.
Acknowledgements. This work was supported by basic support from Russian-Armenian University provided by the 

Ministry of Education and Science of the Russian Federation.

Введение
Получение эффективных антибактериальных препаратов является актуальной проблемой современ-

ной медицины и биотехнологии в связи с ростом резистентности микроорганизмов к антибиотикам. 
Наночастицы (НЧ) многих металлов обладают выраженными бактерицидными либо бактериостатиче-
скими свойствами, вследствие чего могут рассматриваться в качестве альтернативных агентов для прео-
доления антибиотикоустойчивости [1– 4]. Достижения нанотехнологий позволяют использовать НЧ 
в различных сферах деятельности, включая биотехнологию, медицину, фармацевтическую, пищевую 
промышленность и т. д. [1– 4]. 

Чувствительность бактерий к НЧ зависит от ряда факторов, таких как структура, форма и размер НЧ, 
их синтез, тип стабилизатора, структура бактериальной стенки, особенности метаболизма и др. [3–5]. 
По размеру НЧ близки к большинству биологических макромолекул, а по химической активности пре-
восходят ионы, что обусловлено большой удельной площадью поверхности НЧ в растворах [4 – 6]. Ма-
лые размеры НЧ способствуют антибактериальному действию, так как благодаря этому они способны 
проникать через бактериальные мембраны [1; 4 – 6]. Воздействуя на мембраны, НЧ нарушают жизне-
деятельность и вызывают гибель микроорганизмов. Помимо этого, НЧ влияют на формирование био-
пленок различными патогенами [7–9].
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Ранее нами было исследовано действие НЧ оксида железа на рост и выживаемость разных бактерий, 
в том числе антибиотикорезистентных штаммов Escherichia coli [10; 11]. Обнаружено ингибирующее 
влияние НЧ Fe3O4 на параметры роста и мембраносвязанные процессы в данных бактериях. Возможно, 
причиной ингибирования является образование активных форм кислорода, что может привести к окис-
лительному стрессу, повреждениям белков и клеточных мембран. Среди мембраносвязанных процес-
сов особую роль играет изменение активности протонной АТФазы, рассматриваемой в качестве одной 
из первичных мишеней для НЧ.

Поиск и применение новых НЧ с широким спектром терапевтического действия имеют очень важ-
ное значение для биомедицины и биотехнологии. Хорошо известны антимикробные свойства НЧ се-
ребра (Ag) [5–8; 12]. Однако механизмы, лежащие в основе антибактериального действия НЧ, не иссле-
дованы полностью и различаются в зависимости от вида НЧ, способа их получения и вида бактерий.

В данной работе изучено влияние НЧ Ag на параметры роста (удельная скорость и выживаемость, 
окислительно-восстановительный потенциал среды (ОВП)) и мембраносвязанные процессы в грам-
положительных (Enterococcus hirae ATCC9790, Staphylococcus aureus MDC5233) и грамотрицательных 
(Escherichia coli K-12, Salmonella typhimurium MDC1759) бактериях.

Материалы и методы исследования
Бактерии и условия культивирования. В настоящей работе использовались штаммы E. coli K-12 

дикого типа (лабораторный штамм) и E. hirae ATCC9790, предоставленный профессором М. Солиозом 
(Бернский университет, Швейцария), а также S. typhimurium MDC1759 и S. aureus MDC5233 из коллек-
ции микроорганизмов биологического факультета Ереванского государственного университета (полу-
чены из Центра депонирования микробов Национальной академии наук Республики Армения). Бакте-
рии E. coli, S. typhimurium и S. aureus выращивались в анаэробных условиях на пептонной среде (2,0 % 
пептона, 0,5 % NaCl, 0,2 % K2HPO4 и 0,2 % глюкозы) при 37 °C и pH 7,5 [10], а E. hirae ATCC9790 – на 
триптонной среде, как описано ранее [10]. Культивирование бактерий проводилось в стеклянных со-
судах DURAN® (Carl Roth, Германия) объемом 250 мл с плотно закрывающимися воздухонепроницае-
мыми пробками. При этом питательную среду заливали доверху, оставляя между пробкой и ростовой 
средой небольшую прослойку воздуха (30 мл). В целях создания анаэробных условий атмосферный 
и растворенный O2 удаляли из ростовой среды автоклавированием (при 120 °C в течение 20 мин), пос-
ле чего сосуды закрывали пробками. Для сохранения анаэробных условий и поддержания уровня со-
держания O2 сосуды хранили герметично закрытыми. Для посева использовали 1,5 % предварительно 
выращенной жидкой ночной бактериальной культуры. 

Рост бактерий контролировали путем измерения оптической плотности (ОП) суспензии на спектро-
фотометре SP-2000 UV Visible (Ningbo Hinotek Instrument, Китай) при длине волны 600 нм (ОП 600 ). 
Скорость роста (µ) определяли по формуле

µ =
−ln ln

,
OH OH0

t
где ОП 0 – начальное значение оптической плотности (ОП 600 ), а ОП t есть ОП 600 через время t. Величину µ 
выражали в часах в минус первой степени [10; 11]. Подсчет жизнеспособных бактерий проводили мето-
дом посева соответственно разведенной в определенном объеме бактериальной культуры на плотную пи-
тательную среду в чашки Петри и последующей количественной оценки сформированных колоний [10]. 

Характеристика НЧ серебра. НЧ Ag «Сильвертон» (фармацевтическая компания «Тонус-Лес», 
Армения) в концентрации от 5 до 30 мкг/мл добавляли непосредственно в ростовую среду. Структура, 
форма и размер НЧ Ag, синтезированных электрохимическим методом, были исследованы с помощью 
трансмиссионной электронной микроскопии (ТЭМ) с применением микроскопа JEM 2100 (JEOL, Япо-
ния) (рис. 1). НЧ имели сферическую форму, их средний размер составлял (29,20 ± 0,08) нм.

Определение pH, ОВП среды, выхода H2 и энергозависимого потока протонов через бакте-
риальную мембрану. Уровень pH среды измеряли с помощью pH-метра (HANNA Instruments, Португа-
лия). Начальное значение pH поддерживалось в пределах 7,5 ± 0,1 путем добавления 0,1 моль/л NaOH или 
0,1 моль/л HCl [10]. Величину ОВП среды определяли цифровыми иономерами И-160 МП (Гомельский 
завод измерительных приборов, Беларусь) с использованием платинового (ЭПВ-01) и титан-силикат-
ного (ЭО-21) электродов, как описано ранее [10; 11]. Выход H2 рассчитывали по изменению величины 
ОВП и выражали в миллимолях на 1 л культуры [10; 11]. 

Поток H + через бактериальную мембрану определяли с помощью соответствующего селективного 
электрода HJ1131B (HANNA Instruments, Португалия), как описано ранее [7; 8]. Бактерии культивировали 
в присутствии НЧ Ag (10 мкг/мл) в течение 18–20 ч. Затем бактериальную культуру 20 мин центрифуги-
ровали при 6000 об/мин, полученный осадок переносили в 150 ммоль/л трисфосфатный буфер (рН 7,5) 

П П
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и добавляли источник энергии – глюкозу (11 ммоль/л). H +-поток (JH +) выражали в миллимолях в ми-
нуту на 1010 клеток [10; 11]. Для исследования влияния ингибитора протонного транспорта бактерии 
инкубировали с 0,2 ммоль/л N, N ′-дициклогексилкарбодиимидом (ДЦКД) в течение 10 мин [10; 11].

Статистический анализ. Статистическую обработку данных выполняли с помощью компьютерной 
программы Excel. В работе приводятся средние арифметические значения из не менее четырех неза-
висимых экспериментов со среднеквадратическим отклонением результатов измерений и критерием 
достоверности Стьюдента для разницы результатов различных серий экспериментов [10; 11]. Данные 
считаются достоверными при p < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Было проанализировано влияние НЧ серебра на параметры роста грамотрицательных бактерий 

E. coli K-12 и S. typhimurium MDC1759 и грамположительных E. hirae ATCC9790 и S. aureus MDC5233. 
Выбор объектов изучения объясняется тем, что E. coli и E. hirae широко используются в микробиоло-
гических и биотехнологических исследованиях в качестве модельных организмов для грамотрицатель-
ных и грамположительных бактерий соответственно [3; 10; 13; 14]. Среди этих энтеробактерий также 
встречаются патогенные формы, которые вызывают различные заболевания, такие как инфекции желу-
дочно-кишечного тракта, мочеполовой и центральной нервной системы [15; 16]. Представители родов 
Staphylococcus и Salmonella – патогенные бактерии, вызывающие широкий диапазон инфекционных 
заболеваний у человека и проявляющие устойчивость ко многим известным антибиотикам [17; 18].

НЧ Ag демонстрировали антибактериальную активность в отношении использованных бактерий, 
выражающуюся в подавлении удельной скорости роста (рис. 2). Обнаружена концентрационная зави-
симость антибактериального действия НЧ Ag: максимальный ингибирующий эффект НЧ Ag проявлялся 
при концентрации 30 мкг/мл (см. рис. 2). При этом действие НЧ Ag на E. hirae и S. aureus было более вы-
раженным, чем на E. coli и S. typhimurium. Как видно из рис. 2, удельная скорость роста S. typhimurium 
MDC1759 и E. coli K-12 замедлялась примерно в 4,0 и 6,0 раза соответственно (см. рис. 2, а), тогда как 
рост S. aureus MDC5233 и E. hirae ATCC9790 подавлялся в 7,0 и 7,6 раза соответственно (см. рис. 2, б ). 

Таким образом, грамотрицательные бактерии оказались более устойчивыми к действию НЧ, чем 
грамположительные, что может быть связано со строением клеточной стенки и наличием наружной 
мембраны, служащей своеобразным барьером для НЧ. Предполагается, что антибактериальная актив-
ность НЧ Ag может быть результатом возникновения свободных положительно заряженных ионов Ag, 
их адсорбции на отрицательно заряженной поверхности бактериальной мембраны, взаимодействия 
с мембраносвязанными белками, в том числе с ферментами, и проникновения в клетку. Свободные 
ионы Ag+ могут способствовать образованию активных форм кислорода, что может привести к окис-
лительному стрессу, повреждениям белков и клеточных мембран, а также к гибели бактерий [4 – 6; 12].

Было исследовано влияние НЧ Ag на количество колониеобразующих единиц (КОЕ) используемых 
бактерий (рис. 3). При добавлении 10 мкг/мл НЧ Ag количество жизнеспособных колоний S. typhimu-
rium MDC1759 и E. coli K-12, выросших на плотной питательной среде, снижалось на 60 и 52 % соот-
ветственно по сравнению с контролем (см. рис. 3). В присутствии НЧ Ag наблюдалось также уменьше-
ние числа колоний S. aureus MDC5233 и E. hirae ATCC9790 на 71 и 76 % соответственно относительно 
контроля, что свидетельствовало о бактерицидном действии данных НЧ (см. рис. 3).

Рис. 1. Изображение НЧ серебра, полученное методом  
трансмиссионной электронной микроскопии
Fig. 1. The TEM image of silver nanoparticles
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ОВП является важным фактором, характеризующим метаболическую активность бактерий при рос-
те в различных условиях [3; 10; 19]. Установлено, что рост бактерий в отсутствие кислорода сопро-
вождается снижением ОВП от положительных до отрицательных значений [3; 10; 19]. В работе было 
исследовано изменение ОВП в процессе бактериального роста в присутствии НЧ Ag (рис. 4). Рост 
S. typhimurium MDC1759 и E. coli K-12 (без НЧ) в анаэробных условиях в течение 20 ч сопровождался 
снижением значений ОВП от (+120 ± 10) мВ в начале лаг-фазы до (– 430 ± 15) мВ и (– 580 ± 15) мВ со-
ответственно (см. рис. 4). Падение ОВП указывает на повышение интенсивности восстановительных 
реакций, что является характерным для метаболических процессов при росте бактерий в анаэробных 

Рис. 2. Влияние различных концентраций НЧ Ag на удельную скорость роста грамотрицательных (а)  
и грамположительных (б ) бактерий. Контроль – бактерии, выращенные без НЧ

Fig. 2. Effect of Ag NPs various concentrations on the specific growth rate  
of gram-negative (а) and gram-positive (b). Control was without nanoparticles addition

Рис. 3. Количество колониеобразующих единиц различных бактерий  
при росте в присутствии НЧ Ag (10 мкг/мл). Контроль – бактерии, выращенные без НЧ

Fig. 3. The number of colony forming units of various bacteria, grown  
in the presence of Ag NPs (10 µg /mL). Control was without nanoparticles addition
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условиях и мембраносвязанного выделения Н2 [3; 10; 19]. Добавление НЧ Ag приводит к замедлению 
падения ОВП. Так, в присутствии 10 мкг/мл НЧ Ag значение ОВП снижалось до (– 280 ± 10) мВ (S. typhi-
murium) и (– 410 ± 10) мВ (E. coli) (см. рис. 4). В случае грамположительных бактерий изменение ОВП 
было не столь выраженным (см. рис. 4). 

Взаимосвязь между снижением величины ОВП и выделением H2 была показана для разных микро-
организмов в нашей лаборатории [19–22]. Известно, что выделение H2 бактериями E. coli связано 
с дея тельностью гидрогеназ и формиат-водород-лиазных (ФВЛ) комплексов [19; 20]. НЧ Ag подавляли 
выход H2 в E. coli K-12 примерно в 5 раз и полностью ингибировали данный процесс в S. typhimurium 
MDC1759 (данные не приводятся). Действие НЧ на мембраносвязанное выделение H2 может быть обу-
словлено подавлением активности гидрогеназ и ФВЛ-комплексов. Грамположительные бактерии S. aureus 
MDC5233 и E. hirae ATCC9790 неспособны к выделению биоводорода.

Рис. 5. Влияние НЧ Ag (10 мкг/мл) на поток Н + через мембраны  
S. typhimurium MDC1759 и S. aureus MDC5233. Контроль – бактерии, выращенные без НЧ

Fig. 5. Effect of Ag NPs (10 µg /mL) on the H +-flux across the membranes  
of S. typhimurium MDC1759 and S. aureus MDC5233. Control was without nanoparticles addition

Рис. 4. Изменение ОВП среды различных бактерий при росте  
в присутствии НЧ Ag (10 мкг/мл). Контроль – бактерии, выращенные без НЧ

Fig. 4. Changes of medium redox potential of various bacteria grown  
in the presence of Ag NPs (10 µg /mL). Control was without nanoparticles addition
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Для выявления механизмов влияния НЧ также исследовали энергозависимый перенос протонов че-
рез бактериальную мембрану. При добавлении НЧ Ag наблюдалось изменение энергозависимого по-
тока протонов через мембрану в S. typhimurium MDC1759 и S. aureus MDC5233 даже в присутствии 
ингибитора ДЦКД, свидетельствующее о том, что антибактериальное действие НЧ может быть связа-
но с изменением активности Fo F1-АТФазы (см. рис. 5). Полученные результаты указывают на то, что 
мембрано связанная протонная АТФаза может являться основной мишенью действия НЧ Ag.

Заключение
Таким образом, обнаружено антибактериальное действие НЧ Ag на исследованные бактерии, прояв-

ляющееся в подавлении удельной скорости роста, уменьшении количества жизнеспособных бактери-
альных колоний, изменениях ОВП, переноса протонов через мембрану и выделении биоводорода. При 
этом бактерицидное влияние НЧ Ag на грамположительные бактерии E. hirae и S. aureus было более 
выраженным, чем на грамотрицательные E. coli и S. typhimurium. Предполагается, что грамотрицатель-
ные бактерии более устойчивы к воздействию НЧ благодаря наличию наружной мембраны, служащей 
своеобразным барьером для НЧ.

Следовательно, НЧ Ag могут рассматриваться как перспективные антибактериальные агенты и в бу-
дущем способны заменить антибиотики при лечении различных заболеваний. 
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ВЛИЯНИЕ ПОЛИЭЛЕКТРОЛИТОВ НА УВЕЛИЧЕНИЕ  
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ИММУНОФЛУОРЕСЦЕНТНОГО АНАЛИЗА  

НА ОСНОВЕ ПЛАЗМОННЫХ СЕРЕБРЯНЫХ НАНОЧАСТИЦ1

И. В. КОКТЫШ 1), Я. И. МЕЛЬНИКОВА1), 
О. С. КУЛАКОВИЧ 2), А. А. РОМАНЕНКО 2), С. А. МАСКЕВИЧ 1)

1)Международный государственный экологический институт им. А. Д. Сахарова БГУ, 
ул. Долгобродская, 23, корп. 1, 220070, г. Минск, Беларусь 
2)Институт физики им. Б. И. Степанова НАН Беларуси,  

пр. Независимости, 68, корп. 2, 220072, г. Минск, Беларусь

Изучена зависимость основных параметров взаимодействия компонентов иммунофлуоресцентной тест-системы 
для количественного определения простатспецифического антигена на основе плазмонных серебряных наночас тиц 
от физико-химической природы различных полиэлектролитов, применяемых при покрытии пленок из нано частиц 
серебра. Показано, что использование слабозаряженного поликатионного электролита поли-L-лизина позволяет 
повысить показатели антигенного связывания тест-системы в 2,34 раза, а применение сильнозаряженного поли-
катионного электролита полидиаллилдиметиламмония хлорида вызывает увеличение параметров аффинности свя-
зывания простатспецифического антигена в 5 раз. При разработке различных иммунохимических тест-систем 
с использованием пленок из наночастиц серебра важное значение имеет выбор полиэлектролита для покрытия 
нанослоя серебра, так как физико-химические и электростатические свойства полиэлектролита могут оказывать 
существенное влияние как на сорбционную емкость твердой фазы, так и на конформационное состояние и функ-
циональную активность иммобилизуемых белковых молекул. От этих параметров в значительной степени зави-
сит как специфичность, так и чувствительность иммунохимической тест-системы, а также минимально возмож-
ные открываемые концентрации биоаналита.

1 Материал статьи представлен в виде доклада на Международной научной конференции «Молекулярные, мембранные 
и клеточные основы функционирования биосистем», проводившейся в рамках XIV съезда Белорусского общественного объеди-
нения фотобиологов и биофизиков (Минск, 17–19 июня 2020 г.).
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INFLUENCE OF POLYELECTROLYTES ON INCREASING  
SENSITIVITY OF AN IMMUNOFLUORESCENT ANALYSIS  

BASED ON PLASMON SILVER NANOPARTICLES
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aInternational Sakharov Environmental Institute, Belarusian State University,  
23 Daŭhabrodskaja Street, 1 building, Minsk 220070, Belarus 

bB. I. Stepanov Institute of Physics, National Academy of Sciences of Belarus,  
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Corresponding author: Ya. I. Mel’nikova (univer.yanina@gmail.com)

It was studied the dependence of the interaction of the components of the immunofluorescence test system for the 
quantitative determination of prostate specific antigen based on plasmon silver nanoparticles on the physicochemical 
nature of various polyelectrolytes used to coat films of silver nanoparticles. It has been shown that the use of a weakly 
charged polycationic polyelectrolyte poly-L-lysine can increase the antigenic binding of the test system by 2.34 times, 
and the use of a highly charged polycationic polyelectrolyte polydiallyldimethylammonium chloride increases the bin-
ding affinity of prostatic specific antigen by 5 times. When developing various immunochemical test systems using films 
of silver nanoparticles, an important parameter is the choice of a polyelectrolyte for coating a silver nanolayer, since the 
physicochemical and electrostatic properties of the polyelectrolyte can significantly affect both the sorption capacity of 
the solid phase and the conformational state functional activity of immobilized protein molecules. Both specificity and 
sensitivity of the immunochemical test system, as well as the minimum possible detectable concentration of bioanalyte, 
largely depend on these parameters.

Keywords: fluorescence immunological analysis; polyelectrolytes; poly-L-lysine; polydiallyldimethylammonium chlo-
ride; fluorescein isothiocyanate; fluorescence; silver nanoparticles; plasmonics; prostate-specific antigen.

Acknowledgements. The study was conducted within agreement of B. I. Stepanov Institute of Physics, National Aca-
demy of Sciences of Belarus, with the Belarusian Republican Foundation for Fundamental Research No. F20PTI-004 
dated 2020 May 4 (the project «Investigation of the mechanism of plasmon accumulation of photoluminescence in aniso-
tropic nanostructures»).

Введение
Простатспецифический антиген (ПСА) в норме является компонентом простатического секрета 

и семенной жидкости и вырабатывается люминальными эпителиальными тканями простаты. Благода-
ря механизмам межтканевой диффузии некоторая его часть попадает в кровоток, так что среднее содер-
жание этого белка в сыворотке крови у мужчин колеблется от 1 до 4 нг [1–3]. Данное значение может 
варьироваться в зависимости от возраста, физической нагрузки и индивидуальных физиологических 
особенностей [4 – 6]. 

Кроме этого, ПСА был обнаружен и в непростатических тканях, таких как секреторные эпителиаль-
ные клетки трахеи, щитовидной железы, слюнных желез, тощей и подвздошной кишки, поджелудочной 
железы [7–9]. Достаточно высокое содержание ПСА отмечено и у женщин в тканях эндометрия, пла-
центы, молочной железы, а также в грудном молоке и амниотической жид кости [10; 11], что свидетель-
ствует о том, что данный белок вовлечен во многие физиологические процессы и его функция в чело-
веческом организме не ограничивается только поддержанием агрегатного состояния спермы у мужчин. 

При развитии патологических процессов, особенно неопластического характера, происходит повы-
шение уровня ПСА в сыворотке крови, и это является диагностическим критерием в первую очередь 
рака предстательной железы у мужчин, а при установленном диагнозе «рак» отражает распространен-
ность и стадийность опухолевого процесса [1–3; 5]. Относительно недавно обнаружено, что ПСА может 
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экспрессироваться различными солидными образованиями [11]. Присутствие ПСА в тканях было от-
мечено при почечно-клеточном раке (в том числе и у женщин), немелкоклеточном раке легких у муж-
чин и женщин, опухолях нервной системы, надпочечников, толстой кишки, слюнных и потовых желез, 
в онкоцитомах околоушных желез [2; 3; 6; 7; 11]. Наибольший интерес представляют публикации, по-
священные исследованиям уровня ПСА при раке молочной железы [6; 9; 11].

Аналитическая биотехнология дает возможность разрабатывать новые экспериментальные подходы 
к созданию высокочувствительных методов анализа биологически активных соединений, позволяю-
щих достоверно определять нано- и пикограммовые количества вещества в биологических жидкостях 
или объектах окружающей среды. 

Применение спектрального инструментального оборудования обеспечивает эффективную детекцию 
биоаналитов. В этом случае в качестве метки используются вещества, обладающие люминесцентны-
ми, флуоресцентными или иными спектральными свойствами. В роли оптических преобразователей 
разно образных биоспецифических взаимодействий выступают наночастицы металлов, таких как золо-
то и серебро, что позволяет сочетать в одной экспериментальной системе явления плазмонного резо-
нанса и флуоресценции.

Иммуноаналитическое количественное определение белковых молекул с применением флуорохро-
мов для конъюгирования с антителами или антигенами обладает чувствительностью на один-два по-
рядка выше, чем при использовании фотометрических меток.

Для исследования возможности применения ПСА в качестве биомаркера непростатических раков 
требуется увеличение чувствительности существующих иммунохимических тест-систем. 

Цель настоящей работы – изучить влияние различных полиэлектролитов на чувствительность им-
мунофлуоресцентного анализа ПСА на основе плазмонных серебряных наночастиц.

Материалы и методы исследования
Применяемые материалы. В работе использовались следующие химические реактивы: нитрат 

серебра, цитрат натрия, полиэлектролит полидиаллилдиметиламмоний хлорид (ПДАДМАХ), поли-L-
лизин гидробромид, флуоресцеин изотиоцианат (ФИТЦ, изомер I ), хлорид натрия, бычий сывороточ-
ный альбумин (БСА) (все реактивы производства компании Sigma-Aldrich, США), буферный раствор 
Tris-EDTA с pH 7,6 (Fisher BioReagents, США), 10 ммоль/л калий-натрий-фосфатный буфер (ФСБ), со-
держащий 140 ммоль/л NaCl, 10 ммоль/л KCl, 10 ммоль/л NaH2PO4 (рН 7,4), и стандарты ПСА, соответ-
ствующие концентрациям 0; 1; 2,5; 5; 15 и 30 нг/мл (ООО «АнализМедПром», Беларусь), неконкурирую-
щие моноклональные антитела к ПСА антиПСА-МАТ1 и антиПСА-МАТ2 (Abcam, Великобритания). 

Эксперименты проводились в прозрачных 96-луночных полистироловых планшетах для иммуно-
анализа (ОАО «Медполимер», Россия) с объемом лунки 250 мкл.

Получение конъюгатов моноклональных антител. Синтез конъюгатов моноклональных антител 
антиПСА-MAT2 и ФИТЦ (далее – антиПСА-ФИТЦ) осуществлялся по стандартной методике [4], кон-
центрация исходного раствора была 2,97 мг/мл с молярным соотношением белка и ФИТЦ 1,0 : 3,9. 

Формирование пленки наночастиц серебра. Золь серебра был синтезирован по методу цитрат-
ного восстановления нитрата серебра [12; 13]. Электронные снимки полученных серебряных нано-
частиц были сделаны на сканирующем электронном микроскопе SU 8030 (Hitachi, Япония). Образцы 
для электронной микроскопии готовили путем нанесения капли золя серебра на кремниевую подложку 
и последующего высушивания на воздухе.

Серебряные наночастицы осаждали в лунки планшета по следующей схеме: 
1) 150 мкл раствора ПДАДМАХ (1 г/л в 0,5 моль/л хлорида натрия) выдерживались в половине лу-

нок планшета в течение 20 мин;
2) 150 мкл золя серебра выдерживались в половине лунок планшета в течение 24 ч при комнатной 

температуре.
Формирование слоев полиэлектролитов на серебряной нанопленке. На поверхность пленки, со-

стоящей из наночастиц серебра, наносили 150 мкл раствора ПДАДМАХ (1 г/л в 0,5 моль/л хлорида нат-
рия) или раствора поли-L-лизина (20 мкг/мл) по отдельности либо чередовали слои этих двух полиэлект-
ролитов. Растворы ПДАДМАХ и поли-L-лизина инкубировали при комнатной температуре в течение 
20 мин. Каждый этап процедуры заканчивался промывкой дистиллированной водой. 

Формирование слоев полиэлектролитов на поверхности полистирола. Обработка полистироло-
вых планшетов растворами полиэлектролитов осуществлялась путем инкубирования 150 мкл раство-
ра поли-L-лизина (20 мкг/мл) или раствора ПДАДМАХ (1 г/л в 0,5 моль/л хлорида натрия) на ячейку 
в течение 20 мин при комнатной температуре. Каждый этап процедуры заканчивался промывкой дис-
тиллированной водой.
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Иммобилизация антиПСА-MAT1 на твердой фазе. В лунки полистироловых планшетов (интакт-
ных или покрытых комплексами, состоящими из нанопленки серебра и полиэлектролитов в различных 
сочетаниях) вносили антиПСА-МАТ1 в количестве 3 мкг на 1 лунку в 150 мкл 10 ммоль/л калий-нат-
рий-фосфатного буфера (рH 7,4) и инкубировали 16 ч при 4 °С. Затем планшеты промывали тем же 
буфером и добавляли 1 % раствор БСА в ФСБ. Через 1 ч планшеты промывали ФСБ и использовали 
в анализе. 

Двуцентровый анализ связывания ПСА с моноклональными антителами. В лунки полистиро-
ловых планшетов с предварительно иммобилизованным моноклональным антителом антиПСА-МАТ1 
добавляли возрастающие количества ПСА (от 0 до 30 нг/мл соответственно) в ФСБ-БСА в объеме 
150 мкл. Инкубировали в течение 1,5 ч при 37 °C, дважды промывали ФСБ и вносили по 300 нг конъю-
гата антиПСА-ФИТЦ в объеме 150 мкл. Через 1,5 ч инкубации при 37 °C в темноте лунки промывали 
ФСБ и измеряли интенсивность флуоресценции (возбуждение 460 нм, эмиссия 518 нм).

Константы взаимодействия конъюгата моноклональных антител антиПСА-ФИТЦ с комплексом 
антиПСА-МАТ1 – ПСА, фиксированным на полистироле или нанопленках серебра, покрытых различ-
ными полиэлектролитами, определяли посредством множественного регрессионного анализа. 

Статистический анализ. Статистическую обработку полученных результатов проводили с помощью 
пакета прикладных программ Statistica 8.0 (StatSoft Inс., США) для Windows с использованием параметри-
ческих критериев. При сравнении независимых выборок применяли дисперсионный анализ и t-критерий 
Стьюдента. Для определения вида взаимосвязи признаков использовали множественный регрессионный 
анализ. В целях выявления статистически значимых различий или взаимосвязи признаков критический 
уровень значимости р нулевой гипотезы принимали равным 0,05. 

Результаты и их обсуждение
Плазмонно-усиленная флуоресценция является одним из наиболее перспективных методов повыше-

ния чувствительности флуоресцентного иммунологического анализа. Интенсивность регистрируемого 
сигнала может быть увеличена в 10 –100 раз, если флуоресцентная метка (флуорофор) размещается на 
определенном расстоянии от металлических наночастиц золота или серебра [12–14]. Большое значение 
при этом имеет начальный квантовый выход флуоресценции используемого флуорофора [15; 16]. 

Ранее в работах группы исследователей под руководством академика НАН Беларуси, доктора физико-
математичеcких наук, профессора С. В. Гапоненко была продемонстрирована возможность получения 
усиленной флуоресценции для модельных биомолекул БСА-ФИТЦ (бычьего сывороточного альбумина, 
меченного флуоресцеином изотиоцианатом) и иммуноглобулина G-ФИТЦ (иммуноглобулина G челове-
ка, меченного флуоресцеином изотиоцианатом), осажденных на нанотекстурированную серебряную по-
верхность [13–15]. 

Аналогичные эффекты были зарегистрированы и в случае применения пленки из наночастиц сереб-
ра в качестве подложки для иммунологической тест-системы, сконструированной в рамках двуцент-
рового «сэндвич»-анализа с использованием пары неконкурирующих моноклональных антител для оп-
ределения альфа-фетопротеина и ПСА [13; 14]. 

При этом наночастицы серебра электростатически осаждались на поверхность лунок полистиро-
ловых планшетов с помощью полиэлектролитных слоев. Размер осаждаемых наночастиц, по данным 
электронной микроскопии, составил от 30 до 80 нм (рис. 1). Фиксация моноклональных антител на по-
верхности серебряной нанопленки происходила с помощью полиэлектролитов. 

В спектре оптической плотности посеребренных лунок планшета регистрировался характерный мак-
симум в области 400 нм, связанный с резонансным плазмонным поглощением наночастицами сереб ра, 
а также широкая полоса в области 600 – 800 нм, связанная с поглощением агрегатами серебряных нано-
частиц. При этом происходило перекрытие полосы плазмонного резонанса серебряной пленки со спект-
ром поглощения конъюгата антиПСА-ФИТЦ, что обеспечивало эффективное возбуждение флуоресцен-
ции ФИТЦ и создавало условия для наблюдения усиленной флуоресценции (рис. 2).

Так как для регистрации плазмонного усиления флуоресценции существенным является расстояние 
между флуорофором и серебряными наночастицами, толщина полиэлектролитных слоев на поверх-
ности серебряной нанопленки, используемых для адсорбции белковых молекул, не должна превышать 
1,4 –3,3 нм [12–15]. Это пространственное ограничение связано с наличием в применяемой иммуно-
химической конструкции двух слоев молекул иммуноглобулинов и слоя молекул ПСА, которые обла-
дают достаточно большими размерами. 

На основании этих данных в наших экспериментах для иммобилизации первого компонента иммуно-
химической тест-системы антиПСА-МАТ1 мы использовали поверхности полистирола или серебряной 
нанопленки, покрытые только одним монослоем полиэлектролита (ПДАДМАХ или поли-L-лизин). 
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Для изучения вклада монослоя поликатионного электролита в процессы иммобилизации молекул 
иммуноглобулинов на поверхности полистирола и серебряных нанопленок, а также последующего об-
разования поливалентных иммунных комплексов применялись следующие варианты формирования 
твердой фазы: полистирол, покрытый поли-L-лизином; полистирол, покрытый ПДАДМАХ; нанопленка 
серебра, покрытая поли-L-лизином; нанопленка серебра, покрытая ПДАДМАХ. 

Контролем являлось проведение иммуноанализа с иммобилизацией антиПСА-МАТ1 на интактной 
поверхности полистирола в ячейках планшета для микроанализа.

Как видно из представленных результатов (рис. 3), при иммобилизации антиПСА-МАТ1 в лунках 
полистиролового планшета, покрытых поли-L-лизином, происходит статистически значимое увеличение 
констант взаимодействия антиПСА-ФИТЦ с антигеном в 1,2 раза по сравнению с контролем ( p < 0,05), 
при этом интенсивность флуоресценции возрастает в среднем на 15 % (см. таблицу). 

Катионный полиэлектролит поли-L-лизин представляет собой линейный гомополимер, состоящий 
из последовательно соединенных молекул аминокислоты L-лизина. Наличие множественных катион-
ных групп первичных аминов при иммобилизации данного гомополимера на поверхности полисти-
рола или серебряной нанопленки обеспечивает создание поверхности с неравномерной плотностью 
электрического заряда. Кроме того, мономеры L-лизина при иммобилизации на твердой фазе в водной 

Рис. 1. Изображение серебряных наночастиц,  
полученное с помощью сканирующей электронной микроскопии

Fig. 1. Image of silver nanoparticles obtained using atomic force scanning electron microscopy

Рис. 2. Спектры оптической плотности пленки серебра и водного раствора антиПСА-ФИТЦ.  
Стрелкой указана длина волны возбуждающего излучения

Fig. 2. Optical characteristics of an immunochemical test system  
with plasmon enhancement of PSA-FITC fluorescence by silver nanoparticles. 

The arrow indicates the wavelength of the exciting radiation
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среде формируют вторичные структуры, которые по строению напоминают b-складки и выступают над 
поверхностью, образуя заряженные «петли» и «хвосты» [17]. Из литературных данных известно, что 
процесс иммобилизации белковых макромолекул на поликатионной поверхности определяется в ос-
новном суммой электростатических взаимодействий на малых расстояниях, образование водородных 
связей или гидрофобные взаимодействия не играют решающей роли в этом процессе [18; 19]. С одной 
стороны, это может приводить к росту количества иммобилизованных молекул, а с другой – к стабили-
зации белковой структуры, способствуя тем самым увеличению регистрируемого сигнала.

Значения констант взаимодействия конъюгата моноклонального  
антитела антиПСА-ФИТЦ с комплексом антиПСА-МАТ1 – ПСА,  

иммобилизованным на различных подложках
The values of the interaction constants of the conjugate  

of the anti PSA-FITC monoclonal antibody with the anti PSA-MAT1 – PSA  
complex immobilized on various surfaces

Вид подложки Константа 
взаимодействия, нмоль/л

Полистирол (контроль) 7,5

Полистирол + монослой поли-L-лизина 6,7

Полистирол + монослой ПДАДМАХ 5,8

Нанопленка серебра + монослой поли-L-лизина 3,2

Нанопленка серебра + монослой ПДАДМАХ 1,5

Наши предположения подтвердились результатами экспериментов с иммобилизацией антиПСА-МАТ1 
на поверхности серебряных нанопленок, покрытых монослоем поли-L-лизина: отмечено статистически 
значимое возрастание констант взаимодействия конъюгата моноклональных антител антиПСА-ФИТЦ 

Рис. 3. Определение констант взаимодействия моноклональных антител
Fig. 3. Determination of the interaction constants of monoclonal antibodies
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с антигеном в 2,34 раза относительно контроля (полистирол) и в 2,1 раза по сравнению с экспериментом 
( p < 0,05), в котором полистирол был покрыт монослоем поли-L-лизина (см. рис. 3, таблицу). 

Подобный результат определяется в первую очередь повышением уровня детекции регистрируемо-
го сигнала благодаря наличию плазмонного резонанса серебряной нанопленки со спектром поглоще-
ния антиПСА-ФИТЦ. Иммобилизация антиПСА-МАТ1 на поликатионной поверхности поли-L-лизина 
привела к возрастанию количества иммобилизовавшихся молекул как на поверхности полистирола, 
так и на поверхности серебряной нанопленки. Это повысило общую чувствительность анализа, но не 
может считаться ведущим фактором в данном процессе. 

Использование в качестве подложки для иммобилизации антиПСА-МАТ1 поверхности полистиро-
ла, покрытого слоем ПДАДМАХ, привело к статистически значимому возрастанию констант взаимо-
действия в 1,3 раза ( p < 0,05) по сравнению с контролем (см. рис. 3, таблицу). 

Полиэлектролит ПДАДМАХ представляет собой высокомолекуляр-
ный полимер, имеющий пространственно-нелинейный характер и со-
держащий большое количество заряженных групп благодаря наличию 
в его структуре пятичленных ароматических колец, включающих четы-
рехвалентный азот (рис. 4). 

Согласно литературным данным при средней ионной силе раство-
рителя (что соответствует условиям нашего эксперимента) ПДАД-
МАХ образует множественные разветвленные антенноподобные цепи 
и петли, а также формирует структуры, похожие на клубки [20]. При 
иммобилизации макромолекул ПДАДМАХ на подложке образуется 
рельефная поверхность с различными выступами, которая обладает 
высокой плотностью заряда, что создает благоприятные условия для 
фиксирования молекул иммуноглобулинов (антиПСА-МАТ1) [21; 22]. 

Высокозаряженная поверхность большой площади, с одной сторо-
ны, обеспечивает стабильность комплексов ПДАДМАХ – белковая молекула в пространстве, а с другой 
стороны, может способствовать такому изменению конформации иммобилизованных молекул антител, 
при котором достигается максимальная аффинность связывания антигенных детерминант в антиген-
связывающих центрах антител, что приводит к увеличению значений констант связывания антигена.

Данные теоретические предположения подтверждаются результатами экспериментов, где в качестве 
твердой фазы была использована серебряная нанопленка, покрытая монослоем ПДАДМАХ. Константа 
взаимодействия конъюгата антиПСА-ФИТЦ с антигеном статистически значимо возрастает в 5 раз по 
сравнению с контролем (полистирол) и в 3,9 раза по сравнению с иммобилизацией антиПСА-МАТ1 на 
поверхности полистирола, покрытого монослоем ПДАДМАХ (см. рис. 3, таблицу).

Очевидно, что подобное увеличение значения константы взаимодействия, свидетельствующее о воз-
растании количества связанных моноклональных антител антиПСА-ФИТЦ с комплексом антиПСА-
МАТ1 – ПСА на твердой фазе, не только является результатом повышения способности твердой фазы 
связывать молекулы антител благодаря наличию монослоя ПДАДМАХ, но и отражает влияние сильно-
заряженного поликатионного электролита на конформационную динамику молекул антител, находя-
щихся в поливалентном комплексе с антигеном.

Следовательно, наблюдается одновременное протекание двух параллельных процессов: с одной сто-
роны, происходит увеличение поверхностной плотности комплексов антиген – антитело на серебряной 
нанопленке, что, безусловно, повышает чувствительность данной иммунохимической тест-системы, 
а с другой стороны, этот эффект становится более выраженным благодаря плазмонному усилению флуо-
ресценции флуорофора антиПСА-ФИТЦ с помощью наночастиц серебра.

Данный результат интересен еще и тем, что при связывании молекул антител на сильнозаряженной 
поверхности катионного полиэлектролита ПДАДМАХ изменяются их антигенсвязывающие свойства 
за счет увеличения конформационной подвижности как константных, так и вариабельных доменов им-
муноглобулина, что создает благоприятные условия для формирования пространственно-комплемен-
тарных белковых поверхностей комплекса антиген – антитело.

Заключение
При разработке различных иммунохимических тест-систем с использованием пленок из наночас-

тиц серебра важное значение имеет выбор полиэлектролита для покрытия нанослоя серебра, так как 
физико-химические и электростатические свойства полиэлектролита могут оказывать существенное 
влияние как на сорбционную емкость твердой фазы, так и на конформационное состояние и функцио-
нальную активность иммобилизуемых белковых молекул. От этих параметров в значительной степени 

Рис. 4. Структурная организация 
молекулы ПДАДМАХ

Fig. 4. Structural organization of the 
PDADMAC molecule
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зависит как специфичность, так и чувствительность иммунохимической тест-системы, а также мини-
мально возможные открываемые концентрации биоаналита.

В наших экспериментах наилучшими сорбционными и физико-химическими свойствами обладал 
комплекс ПДАДМАХ – наночастицы серебра – ПДАДМАХ.

Выяснение молекулярных механизмов взаимодействия полиэлектролит – белок требует дальнейшего 
исследования и проведения дополнительных экспериментов.
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УДК 595.782(476)

ПЕРВАЯ РЕГИСТРАЦИЯ PHYLLONORYCTER  
MAESTINGELLA (M¯LLER, 1764) НА ТЕРРИТОРИИ БЕЛАРУСИ

Ф. В. САУТКИН 1), О. В. СИНЧУК 1), С. В. БАРЫШНИКОВА2)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь 
2)Зоологический институт Российской академии наук,  

Университетская наб., 1, 199034, г. Санкт-Петербург, Россия

Обследования зеленых насаждений в целях выявления представителей рода Phyllonorycter Hübner, 1822 (Lepi-
doptera: Gracillariidae, Lithocolletinae), повреждающих древесные растения в условиях Беларуси, позволили об-
наружить новый для местной фауны вид – буковую моль-пестрянку (Phyllonorycter maestingella (Müller, 1764)). 
Впервые этот специализированный фитофаг буков был отмечен в 2014 г. в Минске (leg. Ф. В. Сауткин). В Белару-
си гусеницы Ph. maestingella минируют листовые пластинки буков европейского (Fagus sylvatica Linnaeus, 1753), 
крупнолистного (Fagus grandifolia Ehrhart, 1788) и восточного (Fagus orientalis Lipsky (1898)). Бук крупнолист-
ный в качестве кормового растения буковой моли-пестрянки указывается впервые. Данный вид подсемейства 
Lithocolletinae является чужеродным для фауны страны, так как все представители рода Fagus L. интродуциро-
ваны в Беларусь. 

Ключевые слова: чужеродные виды; минирующие чешуекрылые; буковая моль-пестрянка; фитофаги; зеленые 
насаждения; Gracillariidae; Lithocolletinae.
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Inspection of green stands in order to identify representatives of the genus Phyllonorycter Hübner, 1822 (Lepidoptera: 
Gracillariidae, Lithocolletinae), which damage woody plants in Belarus, revealed a new species for the fauna – beech 
midget (Phyllonorycter maestingella (Müller, 1764)). In 2014 we discovered this new invasive insect pest of the beeches 
(Fagus spp.) in Belarus for the first time. During 2014–2018 leaf mines of Ph. maestingella were recorded in 2 localities, 
Minsk and Brest, on 3 hostplant species, Fagus sylvatica Linnaeus, 1753, Fagus grandifolia Ehrhart, 1788, and Fagus 
orientalis Lipsky (1898). It is important to note that American beech (F. grandifolia) is recorded as a new host plant for 
Ph. maestingella. A list of points of registrations is given. This species of Lithocolletinae is alien to the fauna, since all 
representatives of the genus Fagus L. are introduced into Belarus.

Keywords: alien species; leaf miners; Lepidoptera; beech; green areas; Gracillariidae; Lithocolletinae.
Acknowledgements. The research of S. V. Baryshnikova performed in the framework of the theme of state assignment 
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Введение
В настоящее время в Палеарктике зарегистрировано свыше 270 видов рода Phyllonorycter Hübner, 

1822 (Lepidoptera: Gracillariidae, Lithocolletinae)1. Для территории Беларуси к настоящему времени из-
вестны 38 видов [1–10]. Однако следует отметить, что эти данные, не всегда подтвержденные коллек-
ционным материалом, нуждаются в уточнении.

В 1960-х гг. в стране впервые была обнаружена тополевая моль Phyllonorycter populifoliella (Treit-
schke, 1833) [1]. В каталоге чешуекрылых Беларуси [2, с. 16 –17] представлены 7 видов: Phyllonorycter 
blancardella (Fabricius, 1781), Phyllonorycter corylifoliella (Hübner, 1796), Phyllonorycter emberizaepenel-
la (Bouche, 1834), Phyllonorycter klemannella (Fabricius, 1781), Phyllonorycter quercifoliella (Zeller, 1839), 
Phyllonorycter rajella (Linnaeus, 1758), Phyllonorycter sorbi (Frey, 1855). Еще 1 вид – Phyllonorycter ca-
vella (Zeller, 1846) – приведен для Беларуси в справочнике «Насекомые и клещи – вредители сельско-
хозяйственных культур» [3]. Наиболее полной работой по видовому разнообразию микрочешуе крылых 
рода Phyllonorycter является «Краткий каталог минирующих молей семейства Gracillariidae фауны Рос-
сии и сопредельных стран», где для Беларуси впервые указан еще 21 вид [4]: Phyllonorycter acaciella 
(Duponchel, 1843), Phyllonorycter acerifoliella (Zeller, 1839), Phyllonorycter apparella (Herrich-Schäffer, 
1855), Phyllonorycter cerasicolella (Нerrich-Schӓffer, 1855), Phyllonorycter coryli (Nicelli, 1851), Phyllono-
rycter cydoniella ([Denis & Schiffermüller], 1775), Phyllonorycter insignitella (Zeller, 1846), Phyllonoryc-
ter junoniella (Zeller, 1846), Phyllonorycter kuhlweiniella (Zeller, 1839), Phyllonorycter messaniella (Zeller, 
1846), Phyllonorycter muelleriella (Zeller, 1839), Phyllonorycter nicellii (Stainton, 1851), Phyllonorycter 
nigrescentella (Logan, 1851), Phyllonorycter oxyacanthae (Frey, 1855), Phyllonorycter pastorella (Zeller, 
1846), Phyllonorycter pyrifoliella (Gerasimov, 1933), Phyllonorycter sagitella (Вjerkander, 1790), Phyllono-
rycter salicicolella (Sircom, 1848), Phyllonorycter salictella (Zeller, 1846), Phyllonorycter spinicolella (Zeller, 
1846), Phyllonorycter ulmifoliella (Нübnеr, 1817). Следует отметить, что в рамках настоящей статьи мы 
сохранили пока статус самостоятельного вида для Phyllonorycter pyrifoliella (Gerasimov, 1933), а также 
используем название Phyllonorycter cydoniella ([Denis & Schiffermüller], 1775) для материала из Белару-
си, а не относим его к Phyllonorycter hostis Triberti, 2007.

Липовую моль-пестрянку (Phyllonorycter issikii (Kumata, 1963)) впервые указали для территории 
Бе ларуси Я. Бушко и А. Мазуркевич [5], затем она была приведена в качестве вредителя зеленых на-
саждений в статье Т. В. Прокопович [6]. В работе С. И. Евдошенко и Ф. В. Сауткина [7] представлены 
4 новых для фауны Беларуси вида: Phyllonorycter comparella (Duponchel, [1843]), Phyllonorycter joan-
nisi (Le Marchand, 1936), Phyllonorycter roboris (Zeller, 1839), Phyllonorycter tristrigella (Haworth, 1828). 
Ранее входивший в род Phyllonorycter вид Macrosaccus robiniella (Clemens, 1859) впервые обнаружен 

1de Prins J., de Prins W. Global taxonomic database of Gracillariidae (Lepidoptera) 2006 –2019 [Electronic resource]. URL: http://
www.gracillariidae.net (date of access: 12.10.2017).
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в 2011 г. С. И. Евдошенко в окрестностях д. Селяхи (Брестский район, Брестская область) и Ф. В. Саут-
киным в г. Гродно [7; 8], а также независимо от них Ю. И. Гниненко в г. Минске [9]. Таким образом, 
до недавнего времени для Беларуси указывались 35 видов рода Phyllonorycter и 1 представитель рода 
Macrosaccus Davis & De Prins, 2011.

В опубликованный в 2019 г. каталог [10], суммировавший информацию о зарегистрированных на 
территории Беларуси чешуекрылых, включены все вышеупомянутые виды, а также Phyllonorycter har-
risella (Linnaeus, 1761) и Phyllonorycter strigulatella (Lienig et Zeller, 1846) на основании старых лите-
ратурных данных и Phyllonorycter esperella (Goeze, 1783), предварительно идентифицированный по 
повреждениям. Нахождение этих 3 видов вполне вероятно.

На протяжении последнего столетия наблюдается активная экспансия видов подсемейства Litho-
colletinae на территории Европы [11]. Основной предпосылкой к их широкому распространению по-
служили интродукция растений и занос молей-пестрянок на преимагинальных (чаще – гусеницы, 
реже – куколки) стадиях. В условиях Беларуси 3 вида инвазивных молей-пестрянок данного подсемей-
ства – Phyllonorycter issikii (Kumata, 1963), Macrosaccus robiniella (Clemens, 1859) и Cameraria ohridella 
Deschka & Dimič, 1986 – сильно вредят зеленым насаждениям и на этом основании включены в издание 
«Черная книга инвазивных видов животных Беларуси» [12]. При этом Ph. issikii и M. robiniella происходят 
из географически удаленных по отношению к территории Беларуси регионов земного шара – Дальнего 
Востока и Северной Америки соответственно. Вопрос же установления балканского происхождения 
C. ohridella долгое время был предметом научных дискуссий [13; 14]. В связи с этим немаловажным 
является изучение путей проникновения и расселения новых чужеродных для региональной фауны 
видов минирующих филлофагов подсемейства Lithocolletinae, в частности видов рода Phyllonorycter, 
что и стало целью данной работы.

Материалы и методы исследования
В основу настоящей статьи легли оригинальные энтомологические и гербарные материалы, полу-

ченные в ходе обследований зеленых насаждений в 2014 –2018 гг. на территории всех ландшафтно-
географических провинций [15], лесорастительных зон [16] и районов интродукции древесных рас-
тений [17], а также всех административных областей Республики Беларусь.

В зависимости от климатических условий географических локалитетов сбор материала начинался 
в апреле – мае и завершался в октябре – ноябре с установлением среднесуточной температуры 0 °С. 
Поврежденные минирующими филлофагами листовые пластинки коллектировали для дальнейшей ка-
меральной обработки в лабораторных условиях. Для того чтобы исключить быструю потерю влаги 
и последующее высыхание минированных листовых пластинок, сборы помещали в герметичные поли-
этиленовые пакеты с замком типа зиппер (zip-lock). Поврежденный фитофагами материал для определе-
ния формы и площади повреждений на каждой стадии развития гусениц фиксировали с использованием 
принятых в гербарном деле методик [18]. Предварительную видовую идентификацию фитофагов осу-
ществляли по повреждениям растений с помощью соответствующих ключей2 [19]. Проверку правильнос-
ти идентификации вида по повреждениям проводили по выведенным из минированных листовых пласти-
нок экземплярам имаго с применением определительных ключей3 [20; 21]. Спектр кормовых растений 
инвазивных молей-пестрянок рода Phyllonorycter исследовали по листовым пластинкам с видоспецифич-
ными повреждениями. Видовую принадлежность древесных растений устанавливали с использованием 
соответствующих определительных таблиц [22; 23].

Результаты и их обсуждение
В ходе проведенных исследований впервые в Беларуси была обнаружена буковая моль-пестрянка 

(Phyllonorycter maestingella (Müller, 1764)) (см. рисунок а). Естественный ареал данного вида охваты-
вает юго-запад (Карпаты) и юг европейской части бывшего СССР, Закавказье, Турцию, а также регио-
ны Западной, Центральной и Южной Европы [20; 24] в пределах области произрастания бука [25]. 
На территории России Ph. maestingella отмечается в Калининградской области. Кроме того, буковая 
моль-пестрянка зарегистрирована в Крыму [20; 26]. Также вид известен для Польши [27], Литвы [28] 
и Латвии [29]. В 2001 г. он был обнаружен в Финляндии, куда, вероятно, осуществил инвазию [30]. 
Помимо этого, буковая моль-пестрянка зарегистрирована на западе Канады (Британская Колум-
бия) [31].

2Ellis W. N. Leafminers and plant galls of Europe [Electronic resource]. URL: http://www.bladmineerders.nl (date of access: 
12.10.2017) ; British Leafminers [Electronic resource]. URL: http://www.leafmines.co.uk (date of access: 22.10.2017).

3 Key to the Lithocolletinae of North-West Europe [Electronic resource]. URL: https://determineren.nederlandsesoorten.nl/linnae-
us_ng/app/views/matrixkey/index.php?epi=9 (date of access: 22.10.2017).
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Первая находка мин Ph. maestingella сделана в Минске в 2014 г. (10.07.2014, 53° 91ʹ 49,2ʺ с. ш., 
27° 61ʹ 22,5ʺ в. д., leg./col./det. Ф. В. Сауткин) в условиях арборетума Центрального ботанического 
сада (ЦБС) НАН Беларуси на буке европейском (Fagus sylvatica Linnaeus, 1753). Повторно данный 
вид отмечен в ЦБС НАН Беларуси в 2015 г. (28.06.2015, 53° 54ʹ 50,6ʺ с. ш., 27° 36ʹ 39,9ʺ в. д., leg./col./det. 
О. В. Синчук) также на буке европейском. Обследование зеленых насаждений в 2017 г. позволило выя-
вить Ph. maestingella в Бресте (13.08.2017, 52°5ʹ36,8ʺ с. ш., 23° 40ʹ 32,4ʺ в. д., leg./col./det. О. В. Синчук) 
на буке европейском. Следует отметить, что при проведении целенаправленных исследований на про-
тяжении полевых сезонов 2015–2016 гг. лёт имаго и наносимые гусеницами буковой моли-пестрянки 
растениям-хозяевам повреждения в условиях Бреста не наблюдались.

Предположительно, вид мог проникнуть на территорию Беларуси ранее. Его инвазия в страну и рас-
пространение здесь, по-видимому, происходили с заселенным этим фитофагом посадочным материа-
лом. Самостоятельное расселение буковой моли-пестрянки в регионе затруднено низкой плотностью 
произрастания различных видов буков (Fagus spp.), являющихся кормовыми растениями для его гусе-
ниц, к тому же общая площадь буковых насаждений составляет всего 153,5 га [32].

Чаще всего в зеленых насаждениях отмечается бук европейский, который, как и все другие представи-
тели рода Fagus, в Беларуси является интродуцентом. Впервые F. sylvatica указывался для окрестностей 
Гродно И. Жилибером [33], т. е. уже с XVIII в. он присутствовал в насаждениях населенных пунктов. 
Однако распространения на территории Беларуси данная древесная порода не получила и к настоящему 
времени отмечается только в городах и приусадебных парках. Наиболее широко бук представлен в север-
ном регионе [32], где возможно и самостоятельное расселение Ph. maestingella. Так, на Витебскую область 
приходится 48,4 % зарегистрированных мест его произрастания и 66,6 % площади. Чаще здесь встречается 
бук лесной. Более всего он распространен в Браславском (36 мест произрастания), Глубокском (11) и Док-
шицком (7) районах, на долю которых приходится 89,3 % площади, занимаемой этим деревом в области. 
В Минской области зарегистрировано 16 мест произрастания данного вида, 50 % которых расположены 
в Борисовском районе. В Брестской области вид отмечен в 9 районах, где обнаружено 24 места его произ-
растания, половина из которых приходятся на Брестский, Ганцевичский и Каменецкий районы. На осталь-
ной территории несколько шире бук представлен в Волковысском (10 мест, или 91 % количества буковых 
деревьев в Гродненской области) и Климовичском (12 мест, или 92,3 % числа буковых деревьев в Могилёв-
ской области) районах [32]. Таким образом, дальнейшее распространение чужеродного вида на территории 
Беларуси возможно только антропохорным путем, например с посадочным материалом.

В естественно-исторически сложившемся (первичном) ареале буковая моль-пестрянка питается 
на буках европейском, городчатом (Fagus crenata Blume, 1851) и восточном (Fagus orientalis Lipsky 
(1898)) [11]. Также имеются литературные данные о возможности развития личинок Ph. maestingella 
на буке японском (Fagus sieboldii Blume)4 [34]. Хотя Ф. Гроенен [35] нашел мины на глицинии (Wisteria 

4 Key to the Lithocolletinae of North-West Europe [Electronic resource]. URL: https://determineren.nederlandsesoorten.nl/linnae-
us_ng/app/views/matrixkey/index.php?epi=9 (date of access: 22.10.2017).

Буковая моль-пестрянка (Phyllonorycter maestingella (Müller, 1764)):  
а – имаго (16.07.2018, г. Брест, Парк культуры и отдыха имени 1 Мая,  

52° 5ʹ 36,9ʺ с. ш., 23° 40ʹ 32,5ʺ в. д., на Fagus sylvatica, leg. О. В. Синчук);  
б – мина, т. е. вызываемое личинкой повреждение (23.08.2017, г. Минск, ЦБС НАН Беларуси,  

53° 54ʹ 50,6ʺ с. ш., 27° 36ʹ 39,9ʺ в. д., на Fagus sylvatica, leg. О. В. Синчук)
Fig. 1. Phyllonorycter maestingella (Müller, 1764):  

a – imago (16.07.2018, Brest, May 1 Park of Culture and Leisure,  
52° 5ʹ 36.9ʺ N, 23° 40ʹ 32.5ʺ E, on Fagus sylvatica, leg. A. V. Sinchuk);  

b – mine, i. e. damage caused by the larva (23.08.2017, Minsk, Central Botanical Garden  
of the National Academy of Sciences of Belarus, 53° 54ʹ 50.6ʺ N, 27° 36ʹ 39.9ʺ E,  

on Fagus sylvatica, leg. A. V. Sinchuk)
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floribunda (Willd.) DC.) и корректность идентификации вида была подтверждена экспериментальным 
размножением, этот феномен пока представляется случайностью. В определителе насекомых европей-
ской части СССР отмечается питание буковой моли-пестрянки на дубе (Quercus sp.) [24], но и для ука-
занного факта пока подтверждений нет.

В условиях Беларуси гусеницы буковой моли-пестрянки зарегистрированы на 3 видах буков: евро-
пейском, крупнолистном (Fagus grandifolia Ehrhart, 1788) (09.10.2017, ЦБС НАН Беларуси, leg./col./det. 
О. В. Синчук) и восточном (09.10.2017, ЦБС НАН Беларуси, leg./col./det. О. В. Синчук). Питание на 
других видах растений в Беларуси не отмечалось. Несмотря на то что имеющий североамериканское 
происхождение бук крупнолистный давно культивируется в Европе, это первая регистрация данного 
кормового растения для Ph. maestingella.

Личинки буковой моли-пестрянки образуют складчатые повреждения – мины (см. рисунок б ) на 
нижней стороне листовых пластинок. Мины располагаются между боковыми жилками, имеют светло-
коричневую окраску и стянуты посередине.

Заключение
Таким образом, в результате выполненных исследований обнаружен новый для фауны Беларуси 

вид – Ph. maestingella. На данный момент этот чужеродный для местной фауны фитофаг отмечен толь-
ко в Минске и Бресте. Питание личинок буковой моли-пестрянки установлено на 3 видах буков: евро-
пейском (F. sylvatica), крупнолистном (F. grandifolia) и восточном (F. orientalis). При этом бук крупно-
листный в качестве кормового растения для Ph. maestingella указывается впервые. Самостоятельное 
распространение данного филлофага в Беларуси затруднено, поскольку плотность произрастания кор-
мовых растений невысока. Представляется, что основной предпосылкой к расселению этого минирую-
щего филлофага в регионе выступают транспортировка и посадка заселенного им материала. Исходя 
из узости трофической специализации и локального характера регистрации в условиях Беларуси, в на-
стоящее время буковая моль-пестрянка не может быть отнесена к числу инвазивных видов, оказываю-
щих существенное влияние на состояние зеленых насаждений, но должна рассматриваться здесь как 
адвентивный вид. По результатам исследований список представителей рода Phyllonorycter пополнил-
ся еще 1 видом и на данный момент насчитывает 39 видов.
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УДК 595.763/.768(476)

ПЕРВАЯ РЕГИСТРАЦИЯ В БЕЛАРУСИ ЗИМОВКИ  
В УЛЬЯХ ПЧЕЛ ИНВАЗИВНОГО ВИДА КОКЦИНЕЛЛИД  

HARMONIA AXYRIDIS (PALLAS, 1773)

О. Ю. КРУГЛОВА1), О. В. ПРИЩЕПЧИК 2)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь 
2)Научно-практический центр НАН Беларуси по биоресурсам,  

ул. Академическая, 27, 220072, г. Минск, Беларусь

Констатирована первая регистрация в Беларуси зимовки в ульях пчел инвазивного вида кокцинеллид Harmonia 
axyridis в д. Галик (Дрогичинский район, Брестская область). Проанализированы некоторые особенности структуры 
полученной выборки H. axyridis. Соотношение полов оказалось близко к теоретически ожидаемому (1 : 1) – 50,5 % 
самок и 49,5 % самцов. У имаго выделены три из четырех основных фенотипических классов окраски элитр – 
succinea, conspicua и spectabilis. С частотой 95,78 % доминировал фенотип succinea. Элитральный гребень отсут-
ствовал у 10 % особей.

Ключевые слова: Harmonia axyridis; зимовка; ульи пчел; инвазивный вид; полиморфизм; фенотип.
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THE FIRST REGISTRATION OF THE WINTERING OF INVASIVE  
SPECIES OF COCCINELLID HARMONIA AXYRIDIS (PALLAS, 1773)  

IN THE BEE HIVES IN BELARUS
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The first registration in Belarus of an invasive species of coccinellid Harmonia axyridis wintering in bee hives in the 
Galik village (Drogichinsky district, Brest region) has been established. Some structural features of the obtained sample 
of H. axyridis are analyzed. The sex ratio is closed to the theoretically expected (1 : 1) – 50.5 % of females and 49.5 % 
of males. Three of the four main phenotypic color classes of elytra are distinguished in imago – succinea, conspicua and 
spectabilis. The succinea phenotype is dominated with a frequency of 95.78 %. The elite crest was absent in 10 % of 
specimens.
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Введение
Harmonia axyridis (азиатская коровка, коровка-арлекин, гармония изменчивая) является одним из 

самых опасных инвазивных видов насекомых [1]. Естественный ареал H. axyridis включает южную 
часть Сибири, Дальний Восток, северо-восток и юго-восток Казахстана, Китай, Монголию, Корею, Япо-
нию и северный Вьетнам [2– 4]. С начала прошлого века гармонию изменчивую как высокоэффективного 
энтомофага пытались интродуцировать в Северной Америке, ряде европейских стран, а также некото-
рых советских республиках (Украина, Беларусь и др.) в целях биологического контроля численности 
членисто ногих – вредителей сельскохозяйственных растений. Однако акклиматизация не удалась [5; 6]. 
Тем не менее с 1988 г. в естественных биотопах США стали обнаруживаться первые натурализовав-
шиеся популяции азиатской коровки1, и с конца XX в. вид начал глобальную инвазию на разные конти-
ненты. На данный момент он зарегистрирован в Северной и Южной Америке, Африке [4], Австралии 
и Новой Зеландии (Ministry for Primary Industries (2016), NatureWatch NZ (2017) (цит. по [7])), многих 
странах Западной и Восточной Европы, а также в европейской части России [7–13]. В Беларуси азиатская 
коровка впервые была обнаружена в 2011 г. в Брестской области [4]. К настоящему времени этот вид об-
разует устойчивые самовоспроизводящиеся группировки практически по всей территории республи-
ки [14–16]. Их численность варьируется в разные годы в зависимости от степени благоприят ствования 
погодных условий во время зимовки.

Экспансия азиатской коровки может иметь негативные последствия [16]. Являясь высокоэффектив-
ным хищником-энтомофагом с широким спектром потребляемых жертв (разные виды тлей, кокцид, 
листоблошек и др.) и обладая высокой конкурентной способностью, H. axyridis может вытеснять або-
ригенные виды кокцинеллид, что уже подтверждено рядом исследований [17]. Личинки и имаго ко-
ровки-арлекина поедают яйца и личинок других видов насекомых, в том числе и божьих коровок, что 
может приводить к снижению биологического разнообразия аборигенной энтомофауны. При недостат-
ке животной пищи взрослые жуки переходят к питанию зрелыми плодами, повреждая яблоки, груши, 
а также виноград, в связи с чем могут наносить ущерб плодоводческим, винодельческим и перераба-
тывающим хозяйствам. Образуя массовые зимовочные скопления с наружной стороны и внутри зда-
ний, в том числе жилых помещений, имаго азиатских коровок вызывают беспокойство и аллергические 
реак ции (риноконъюнктивиты, бронхиальную астму, аллергические дерматиты) у населения. Известны 
случаи, когда побеспокоенные жуки кусали людей [17]. 

Столь быстрому расширению ареала и увеличению численности инвазивных популяций H. axyridis 
на фоне глобального изменения климата способствуют большая плодовитость, способность к активному 
расселению, экологическая пластичность и высокая степень адаптивности. Последнее связано в том чис-
ле и с ярко выраженным морфологическим полиморфизмом, присущим данному виду. Для понимания 
механизмов, обеспечивающих быстрое распространение инвайдера в условиях нового ареа ла, и прогноза 
вспышек численности необходимо изучение структуры инвазивных популяций коровки-арлекина.

В настоящей работе констатирована первая регистрация зимовки в ульях пчел азиатской коровки на 
территории Беларуси, а также дана характеристика половой и фенотипической структуры полученной 
выборки H. axyridis. 

Материалы и методы исследования
Материалом для данного исследования послужили сборы имаго H. axyridis из ульев пчел на пасеке 

в д. Галик Дрогичинского района Брестской области (52° 5,278ʹ с. ш., 24° 56,315ʹ в. д.) 24 октября 2019 г. 
Всего было собрано более 3000 экземпляров азиатской коровки, из которых анализу были подвергнуты 
1800 жуков. В отдельных ульях жуки были оставлены на зимовку для того, чтобы весной следующего 
года визуально оценить наличие влияния на пчел. Для каждого экземпляра коровок определялись пол, 
фенотип рисунка элитр, наличие либо отсутствие элитрального гребня. Определение пола проводи-
лось по окраске головы, поскольку для H. axyridis характерен четко выраженный половой диморфизм 
по этому признаку: у самок, в отличие от самцов, наличник, верхняя губа и лоб (за исключением тре-

1Harmonia axyridis (Pallas), the third species of the genus to be found in the United States (Coleoptera, Coccinellidae) / J. B. Chapin, 
V. A. Brou // Proc. of the Entomol. Soc. of Washington. 1991. Vol. 93, No. 3. P. 630 – 635 (cited by [3]).
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угольного белого пятна в центре) черные [18]. Идентификация фенотипов осуществлялась согласно 
классификации Тана (1946) [18]. 

Статистический анализ проводился с использованием показателей фенетического разнообразия [19]. 
Среднее число морф рисунка элитр µ рассчитывали по формуле

µ = + + … +( )p p pm1 2

2

,

где p1, p2, …, pm – частоты морф (фенотипов, генотипов, аллелей, градаций количественного признака 
и т. д.), выраженные в долях от единицы ( p1 + p2 + … + pm = 1); m – число вариаций признака (фенов, 
морф), выделенных в данной выборке.

Статистическую ошибку µ вычисляли следующим образом:

S
m
Nµ

µ µ
≈

−( ) ,

где N – объем выборки.
Долю редких морф рисунка надкрылий h находили по формуле

h m= −1 µ
.

Статистическую ошибку h определяли как

S
h h
Nµ ≈
−( )1

.

Статистическая обработка данных проводилась с использованием программного пакета Microsoft 
Office Excel.

Результаты и их обсуждение
Зимовка Harmonia axyridis. Для H. axyridis характерна зимовка в состоянии имагинальной диа-

паузы с образованием зимовочных скоплений на южных склонах гор (в горных районах), на наружных 
стенах или внутри зданий, в том числе жилых домов (в населенных пунктах) [17]. В некоторых регио-
нах нативного ареала зимовка осуществляется в подстилке2. Стимулом для формирования зимовочных 
скоплений служат изменение фотопериода и снижение температуры до + 12 °С [17]. По нашим наблю-
дениям, в Беларуси это происходит с конца сентября до второй половины – конца октября. Активный 
лёт имаго к местам зимовки отмечается в солнечные дни. 

Ранее мы уже публиковали данные об обнаружении в апреле 2019 г. на пасеке в 6 км от д. Хорск 
(Столинский район, Брестская область) скоплений азиатских коровок в зимовальном домике, куда на 
зиму помещают ульи с пчелами [15]. В октябре 2019 г. гармонии были обнаружены уже непосредствен-
но в ульях пчел на пасеке в д. Галик (Дрогичинский район, Брестская область). Коровки находились 
в верхнем ярусе ульев – между потолочными разделительными досками и утеплительной подушкой, 
поэтому прямого контакта между ними и пчелами не было (рис. 1– 4).

По устному сообщению пасечника В. В. Литвинчука, в поведении пчел и функционировании семей 
из ульев с зимующими коровками и без них весной 2020 г. не обнаружено никаких визуальных отличий. 
Зимовка в обеих группах ульев прошла успешно, без негативных последствий для пчел. Весной при по-
вышении температуры коровки покинули ульи и назад в них уже не возвращались. Д. М. Карон (1996) 
в своей работе также указывал на факты зимовки H. axyridis в ульях пчел в США. Однако, по его мне-
нию, азиатские коровки скорее вызывают беспокойство у пчеловодов, нежели наносят вред пчелам3.

Соотношение полов в анализируемой группировке Harmonia axyridis. В поддержании оптималь-
ной численности и интенсивности размножения в популяциях животных важную роль играет соот-
ношение полов. На этот показатель оказывают влияние различные факторы, в числе которых в попу-
ляциях насекомых – воздействие репродуктивных симбионтов. Для H. axyridis характерно заражение 
бактериями, относящимися к трем родам – Spiroplasma, Rickettsia и Wolbachia [17; 20]. Бактерии рода 
Spiroplasma вызывают андроциддифференцированную смертность эмбрионов мужского пола. Доля са-
мок, инфицированных этими бактериями, в разных популяциях азиатской коровки из нативного ареа ла 
варьируется от 26 до 49 % [17; 20]. В таких популяциях отмечается сдвиг в соотношении полов в сто-
рону самок. Однако в инвазивных группировках H. axyridis спироплазмы по невыясненным пока при-
чинам не были выявлены.

2Кузнецов В. Н. Интродукция и акклиматизация кокцинеллид в СССР // Интродукция и применение полезных членистоно-
гих в защите растений : тр. симп. (Батуми, 5– 9 сент. 1988 г.). Л., 1989. С. 67–73 (цит. по [13]).

3Caron D. M. Multicolored Asian lady beetles: a «new» honey bee pest // Amer. Bee J. 1996. No. 136. P. 728–729 (cited by [17]).
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Для кокцинеллид характерен хромосомный механизм детерминации пола, обеспечивающий появле-
ние в каждом поколении одинакового количества особей разного пола [21]. Нами была проведена оцен-
ка соотношения полов в полученной выборке азиатских коровок. Оно оказалось близко к теоретически 
ожидаемому (1 : 1) – 909 ♀ : 891 ♂ (или 50,5 % самок и 49,5 % самцов соответственно), что может быть 
свидетельством отсутствия в данной группировке самок, инфицированных бактериями рода Spiro plasma. 
Для сравнения: среди имаго H. axyridis, собранных в зимовальном домике для пчел на пасеке вблизи 
д. Хорск (Столинский район, Брестская область), наблюдаемое соотношение полов было 104 ♀ : 69 ♂, 
что достоверно отличалось от теоретически ожидаемого ( χ2 = 9,72 при p < 0,01) (опубликованные дан-
ные [15]).

Фенотипическая структура анализируемой группировки Harmonia axyridis. Рисунок элитр H. axy-
ridis детерминируется серией множественных аллелей одного гена. Наиболее распространенными яв-
ляются четыре аллели, которые в ряду иерархии доминирования располагаются следующим образом: con- 
spicua > spectabilis > axyridis > succinea4. У жуков в анализируемой выборке мы выделили три из четырех 
основных фенотипических классов рисунка элитр – succinea, spectabilis и conspicua (см. таблицу, рис. 3). 
Фенотип succinea (желтые, оранжевые или красные элитры с варьирующимся от 0 до 19 числом черных 
пятен) имели 95,78 % особей. Доля меланистов с фенотипами conspicua и spectabilis, а также гетерози-

4Tan C. C. Mosaic dominance in the inheritance of color patterns in the lady-bird beetle, Harmonia axyridis // Genetics. 1946. 
Vol. 31, No. 2. P. 195–210 (cited by [17]).

Рис. 1. Скопление Harmonia axyridis внутри улья (фото О. В. Прищепчика)
Fig. 1. The cluster of Harmonia axyridis inside the hive (the photo by O. V. Prischepchik)

Рис. 2. Скопление Harmonia axyridis между потолочными досками  
и утеплительной подушкой внутри улья (фото О. В. Прищепчика)
Fig. 2. The cluster of Harmonia axyridis between the ceiling boards  

and the insulation cushion inside the hive (photo by O. V. Prischepchik)



92

Журнал Белорусского государственного университета. Биология. 2020;3:88–96
Journal of the Belarusian State University. Biology. 2020;3:88–96

готными фенотипами по аллелям conspicua /succinea (hC/h s ) и spectabilis/succinea (hS/h s ) была невысока 
(см. таблицу, рис. 3). Доминирование (вплоть до мономорфных популяций) жуков с фенотипом succinea 
характерно для подавляющего большинства инвазивных популяций азиатской коровки (см., например, 
[10; 17; 20; 22–28]), в том числе и в Беларуси [14 –16]. 

Мы провели сравнительный анализ фенотипической структуры полученной выборки и уже упо-
минавшейся ранее группировки с пасеки вблизи д. Хорск (опубликованные данные [15]). Как видно 
из данных таблицы, сравниваемые выборки имеют существенное сходство как по составу, так и по 
структуре фенетического разнообразия. Это подтверждают и близкие значения µ (среднего числа 
морф) и h (доли редких морф), свидетельствующие об относительно невысоком фенетическом раз-
нообразии и неравномерном распределении частот фенотипов (частоты гетерозиготных форм были 
объединены с частотами соответствующих гомозиготных доминантных фенотипов – spectabilis 
и conspicua).

Фенотипический состав группировок Harmonia axyridis по рисунку элитр
Phenotypic composition of Harmonia axyridis groups according to the pattern of elytra

Регион
Частоты фенотипов, % Среднее число 

морф, µ ± Sµ
Доля редких 
морф, h ± ShSuccinea Spectabilis Conspicua hS/h s hC/h s

Деревня Галик 95,78 1,94 0,33 1,67 0,28 1,555 ± 0,036 0,482 ± 0,010

Окрестности 
д. Хорск* 95,37 1,16 0,58 0,58 2,30 1,732 ± 0,113 0,423 ± 0,079

*Опубликованные данные [15].

Рис. 3. Фенотипы рисунка элитр Harmonia axyridis (фото Д. Л. Петрова): 
а – conspicua; б – гетерозиготный фенотип по аллелям conspicua/succinea (hС/h s );  

в – spectabilis; г – гетерозиготный фенотип по аллелям spectabilis/succinea (hS/h s ); д – succinea
Fig. 3. Phenotypes of elytra pattern of Harmonia axyridis (photo by D. L. Petrov): 

а – conspicua; b – heterozygous phenotype for conspicua/succinea alleles (hC/h s ); c – spectabilis;  
d – heterozygous phenotype for spectabilis/succinea alleles (hS/h s ); e – succinea
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Для фенотипа succinea характерна модификационная изменчивость, проявляющаяся в различии чис-
ла, размеров и степени слияния черных пятен на светлом фоне в зависимости от температуры в период 
развития преимагинальных стадий. Она является важной адаптацией к существованию в гетерогенной 
среде обитания с резко меняющимися погодными условиями5 [28]. Анализ спектра модификационной 
изменчивости в изученной выборке показал, что в ней преобладали варианты рисунка со слабой и сред-
ней степенью меланизации (см. рис. 4, а – в). «Темные» формы рисунка с крупными пятнами, сливаю-
щимися в разных сочетаниях (см. рис. 4, г – е), встречались реже. Наблюдаемое соотношение вариантов 
рисунка является следствием того, что развитие данной генерации азиатской коровки проходило при 
относительно благоприятных температурных условиях (с 12 по 20 октября 2019 г. средняя дневная тем-
пература воздуха на территории Брестской области составляла от +19 до +20 °С)6. 

Один из таксономических признаков H. axyridis – элитральный гребень, представляющий собой 
поперечный хитиновый валик у вершины надкрылий. Его наличие является доминантным признаком 
и контролируется аутосомным диаллельным геном (цит. по [18]). Как показал анализ, элитральный 
гребень отсутствовал у 10 % обследованных жуков. Для сравнения: доля рецессивных гомозигот по 
этому признаку в выборке из окрестностей д. Хорск была в 2 раза ниже [15]. В разных группировках 
азиатской коровки из Беларуси она варьируется от 3,60 до 18,64 % [14 –16], что, по-видимому, можно 
объяснить эффектом основателя.

Заключение
В результате проведенного исследования представляется возможным сделать следующие выводы.
1. В Дрогичинском районе Брестской области (д. Галик) констатирована первая регистрация зимовки 

H. axyridis в ульях пчел на территории Беларуси.
5Komai T. Genetics of ladybeetles // Adv. in Genet. 1956. Vol. 8. P. 155–188 ; The effect of temperature and other factors on the 

expression of elytral pattern in lady beetle, Harmonia axyridis Pallas / T. Sakai [et al.] // Bull. of the Fac. of Agriculture, Tamagawa 
Univ. 1974. No. 14. P. 33–39 (cited by [13]).

6 World-Weather [Electronic resource]. URL: https://world-weather.ru/pogoda/belarus/brest/october-2019/ (date of access: 19.08.2020).

Рис. 4. Различные варианты рисунка элитр фенотипа  
succinea Harmonia axyridis (фото Д. Л. Петрова)

Fig. 4. Different variants of the pattern of elytra  
of the succinea phenotype Harmonia axyridis (photo by D. L. Petrov)
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2. Соотношение полов среди имаго, извлеченных из ульев осенью, было близко к теоретически ожи-
даемому (1 : 1) и составило 909 ♀ : 891 ♂. Это может служить свидетельством отсутствия в анализируе-
мой группировке самок, инфицированных бактериями Spiroplasma, вызывающими андроциддифферен-
цированную смертность эмбрионов мужского пола.

3. У имаго в исследуемой выборке выделено три из четырех основных фенотипических классов 
рисунка надкрылий – succinea, conspicua и spectabilis, а также гетерозиготные по определяющим их ал-
лелям фенотипы. Частота рецессивной формы succinea составила 95,78 %. У жуков с этим фенотипом 
преобладали варианты рисунка со средней степенью меланизации, что может быть связано с теплой 
погодой, установившейся в Брестской области в период развития преимагинальных стадий данного 
поколения. Элитральный гребень отсутствовал у 10 % особей.

4. Сравнение полученной выборки с выборкой из группировки H. axyridis, обитающей в Столинском 
районе Брестской области, выявило большое сходство их фенотипической структуры по набору и час-
тотам фенотипов рисунка элитр. Отличия связаны лишь с долей жуков без элитрального гребня, что 
можно объяснить эффектом основателя.
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УДК 593.17

БИОРАЗНООБРАЗИЕ СВОБОДНОЖИВУЩИХ ИНФУЗОРИЙ  
БАССЕЙНА РЕКИ КУРЫ (В ПРЕДЕЛАХ АЗЕРБАЙДЖАНА)

И. Х. АЛЕКПЕРОВ1), Э. Н. ТАГИРОВА1)

1)Институт зоологии НАН Азербайджана,  
ул. А. Аббасзаде, 1128-й квартал, 504-й проезд, AZ1073, г. Баку, Азербайджан

Приведены сведения по видовому разнообразию инфузорий 8 точек сбора вдоль всего течения р. Куры в преде-
лах Азербайджана – от государственной границы с Грузией до дельты и места впадения в Каспийское море. В об-
щей сложности в ходе многолетних исследований свободноживущих инфузорий бассейна р. Куры зарегистриро-
вано 308 видов. Согласно полученным результатам видовое разнообразие пресноводных инфузорий значительно 
меняется в зависимости от расположения и экологических условий точек сбора. Наибольшее видовое богатство 
пресноводных инфузорий было отмечено в Мингечаурском и Варваринском водохранилищах (128 и 140 видов 
соответственно), что, по мнению авторов, обусловлено разнообразием имеющихся здесь биотопов и обилием 
кормовых организмов. Анализ встречаемости инфузорий (доля проб, в которых найден вид, от их общего числа) 
показал, что к группе доминантов (присутствовали в более чем 80 % проб) относятся 10,71 % видового состава, 
к группе регулярных видов (встречаемость менее 80, но более 50 %) – 13,60 %, к группе нерегулярных видов 
(встречаемость от 30 до 50 %) – 71,47 %, а к группе случайных (встречаемость менее 30 %) – 4,22 % всех видов. 
Установлено, что самая большая группа нерегулярных видов в основном слагается из инфузорий, приуроченных 
к определенному сезону года – главным образом весне и осени. В то же время обнаружены представители группы 
нерегулярных видов, появляющиеся в сообществах только летом.
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As a result of long therm free-living ciliates investigation of the Kura River basin, in all 308 species have been noted. 
The article provides information on the ciliates species diversity of 8 sample points, across the Kura River within Azer-
baijan – from Georgian state border to the delta. The freshwater ciliates species diversity varies considerably depending 
on location and environment sample points. The greatest diversity of freshwater ciliates noted in Mingechevir and Varvara 
reservoirs (128 and 140 species respectively), which in our opinion, is related with a variety of biotopes in these reser-
voirs and an abundance of food organisms. The analysis on the occurrence of ciliates showed that the group of dominants 
(noted in more than 80 % of all samples) includes 10.71 % of the total species diversity, and the group of regular ones 
(occurrence less than 80, but more than 50 %) 13.60 % of the entire species composition, 71.47 % belong to the largest 
group of irregular ones (occurrence from 30 to 50 % in samples), and 4.22 % of the total species diversity to the group 
of random species (occurrence less than 30 % of all samples). It has been established that the largest group of irregular 
species is consist ciliates, confined to a certain time of the year – mainly in spring and fall. At the same time, part of this 
group species appeared in the communities only in the summer.

Keywords: ciliates; species diversity; Kura River basin; Azerbaijan.

Введение
Роль свободноживущих простейших и в первую очередь инфузорий в биологических процессах 

земных и водных экосистем огромна [1– 6]. Как известно, они участвуют в процессах синтеза и разру-
шения органического вещества в морских и пресных водах. Будучи активными бактериофагами и гисто-
фагами, свободноживущие инфузории как первичные консументы являются важным звеном в процессах 
самоочищения водоемов. Таким образом, при исследовании морских и пресных вод необходимо обяза-
тельно учитывать и эту группу свободноживущих простейших. 

Первые сведения о свободноживущих инфузориях Азербайджана относятся к 1930-м гг. и получены 
на основании общих гидробиологических сборов С. Я. Вейсига [7–10] и А. Н. Ализаде [11–14]. Обоб-
щая результаты этих авторов, следует отметить, что до начала современного периода исследований 
в стране было известно около 70 видов инфузорий.

Современное изучение пресноводных свободноживущих инфузорий в Азербайджане, в том числе 
и на водоемах бассейна р. Куры, с применением новейших методов импрегнирования кинетома нитра-
том и протеинатом серебра систематически проводится нами с 1970-х гг. 

Результаты этих исследований показали высокую степень биоразнообразия данной группы в регионе. 
В настоящее время общее биоразнообразие свободноживущих инфузорий вод и почв Азербайджана пред-
ставлено 757 видами [15], из которых 308 были обнаружены в пресных водах бассейна крупнейшей реки 
Азербайджана – Куры. 

Следует отметить и достаточно большое своеобразие общей фауны свободноживущих инфузорий 
нашей страны, на что указывают найденные за эти годы и впервые для науки описанные 2 семейства, 
8 родов и более 90 видов [16].

В данной статье приведены обобщенные результаты многолетних исследований видового разно-
образия и встречаемости отдельных видов инфузорий по участкам бассейна самой важной водной ар-
терии Азербайджана – р. Куры.

Материал и методы исследования
Кура – самая крупная река всего Южного Кавказа. Она проходит по территории сразу трех госу-

дарств: берет начало в Турции, далее протекает через Грузию, а начиная со Средней Куры, – по терри-
тории Азербайджана и, образуя дельту ниже г. Нефтчала, впадает в Каспийское море (рис. 1). Общая 
длина реки составляет 1551 км. Она имеет большое значение как для орошения, так и для снабжения 
населения Азербайджана питьевой водой и играет важную роль в экономической жизни страны. На ней 
построено несколько гидроэлектростанций.
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За время многолетнего изучения инфузорий нами были исследованы водоемы бассейна р. Куры от 
государственной границы с Грузией, включая несколько водохранилищ, в том числе и самое крупное – 
Мингечаурское, а также бассейн рек, наиболее полноводные среди которых – Гянджачай, Кюрекчай, 
Товузчай, Ахинчай и Шамкирчай (см. рис. 1).

Пробы планктона, бентоса и перифитона в зарослях водной растительности (фитоцилиоценозы) от-
бирались в разные годы в прибрежной зоне водоемов. Как правило, пробы собирались в полиэтилено-
вые флаконы и по возможности в кратчайший срок доставлялись в лабораторию. Свободноживущие 
инфузории просматривались in vivo, а затем фиксировались для дальнейшего приготовления тотальных 
препаратов, импрегнированных нитратом [17] и протеинатом серебра [18]. В настоящей работе ис-
пользована система типа Ciliophora, предложенная А. В. Янковским (2007) и опубликованная во втором 
томе издания «Протисты» [19].

Количественный анализ численности инфузорий проводился по общепринятой методике в камере 
Богорова с последующим пересчетом на 1 л воды или 1 дм2 грунта. Встречаемость видов (R) определяли, 
как долю проб, в которых найден вид, от общего числа проб. 

Если R составляет 80 % и более, вид считается константным (доминантным), если величина данного 
коэффициента менее 80, но более 50 %, – регулярным. При значениях встречаемости от 30 до 50 % вид 
относится к нерегулярным, а при R меньше 30 % – к случайным.

Все измерения и вычисления проводились с использованием компьютерной программы Biodiversity 
Professional 2.0. 

Полученные результаты и их обсуждение
Всего за время многолетних исследований свободноживущих инфузорий пресных вод бассейна 

р. Куры было отмечено 308 видов. Их распределение по участкам приведено в таблице.

Распределение видового разнообразия свободноживущих  
инфузорий водоемов бассейна р. Куры

Distribution of the species diversity of free-living ciliates in the Kura River basin

Свободноживущие инфузории
Точки сбора

1 2 3 4 5 6 7 8

Тип Ciliophora Doflein, 1901
Класс Karyorelictea Corliss, 1974
Отряд Loxodida Jankowski, 1980
Семейство Loxodidae Bütschli, 1889

Loxodes rostrum (Müller, 1773) + + + + +

Рис. 1. Точки сбора проб на водоемах бассейна р. Куры
Fig. 1. Sample points on the ponds of the Kura River basin
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Свободноживущие инфузории
Точки сбора

1 2 3 4 5 6 7 8

L. kahli Dragesco et Njine, 1971 +
L. vorax Stokes, 1887 + + +
L. penardi Dragesco, 1960 + +
L. striatus (Engelmann, 1862) + + + +

Отряд Heterotrichida Stein, 1859
Семейство Blepharismidae Jankowski  
in Small et Lynn, 1985

Blepharisma vestitum Kahl, 1928 + + + +
B. coerulea Gajewskaja, 1933 + + + +

Семейство Spirostomatidae Stein, 1867
Spirostomum minus Roux, 1901 + + + + + + + +
S. loxodes Stokes, 1885 + + +
S. teres Claparede et Lachmann, 1859 + + + + +

Семейство Climacostomidae Repak, 1972
Climacostomum virens (Ehrenberg, 1833) + + +
C. minimum Foissner, 1980 + +

Семейство Stentoridae Carus, 1863
Stentor amethistinus Leidy, 1880 + + +
S. gallinulus Penard, 1922 + + +
S. mulleri Ehrenberg, 1831 + + + +
S. coeruleus Ehrenberg, 1830 + + + + +
S. polymorphus (Müller, 1773) + + + + +

Класс Spirotrichea Butschli, 1889
Отряд Stichotrichida Fauré-Fremiet, 1961
Семейство Amphisiellidae Jankowski, 1979

Amphiziella vitiphila (Foissner, 1987) + + +
A. marioni Wicklow, 1982 + +
Paragastrostyla lanceolata Hemberger, 1985 + +
Pseudouroleptus caudatus Hemberger, 1985 + + + +
P. terrestris Hemberger, 1985 + +

Семейство Oxytrichidae Ehrenberg, 1838
Stylonychia bifaria (Stokes, 1887) + +
S. vorax Stokes, 1885 + + + +
S. quadrinucleata Alekperov et Musaev, 1988 + +
Histriculus similis (Quennerstedt, 1867) +
H. vorax (Stokes, 1891) + +
H. complanatus (Stokes, 1887) + +
Paraurostyla weissei (Stein, 1859) + + + + +
P. granulifera Berger et Foissner, 1989 + +
P. polynucleata Alekperov, 1993 + +
Sterkiella tricirrata (Buitkamp, 1977) + +

П р о д о л ж е н и е  т а б л и ц ы
C o n t i n u a t i o n  t a b l e
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Свободноживущие инфузории
Точки сбора

1 2 3 4 5 6 7 8

Oxytricha aeruginosa Wrzesniovski, 1870 + + + +
O.  fallax Stein, 1859 + + + +
O. balladina Song et Wilbert, 1989 + +
O. gibba (Müller, 1786) + + +
O. halophila Kahl, 1932 + +

Отряд Urostylida Jankowski, 1979
Семейство Urostylidae Bütschli, 1889

Urostyla chlorelligera Foissner, 1980 + + +
U. grandis Ehrenberg, 1830 + + + +
U. dispar Kahl, 1932 + + +
U. hologama Heckmann, 1963 + +
Metaurostyla polonica (Borror, 1972) + +
M. raikovi (Alekperov, 1987) + + +
Pseudourostyla laevis Takahashi, 1973 + +
Pseudoamphisiella alveolata (Kahl, 1932) + +
Paruroleptus notabilis Berger et Foissner, 1987 +
Holosticha heterofoissneri Hu et Song, 2001 + +
H.  foissneri Petz, Song et Wilbert, 1995 +
Anteholosticha monilata (Kahl, 1928) + +
A. adami (Foissner, 1982) + +
A. pulchra (Kahl, 1932) + +

Отряд Euplotida Jankowski, 1980
Семейство Euplotidae Ehrenberg, 1838

Euplotes raikovi Agamaliev, 1966 + + +
E. trisulcatus Kahl, 1932 + + + +
E. patella (Müller, 1773) + + + + + + +
E. harpa Stein, 1859 + + + + +
E. balteatus Dujardin, 1842 + + + +
E. eurystomus Wrzesniowski, 1870 + + + + +
E. gracilis Kahl, 1932 + + +
E. vannus (Müller, 1786) + +
E. trisulcatus Kahl, 1932 + + +
E. minuta Yocom, 1930 +
E. kurekchayi Aliev, 1987 +
E. ogusi Aliev, 1987 + +

Семейство Aspidiscidae Ehrenberg, 1838
Aspidisca  fusca Kahl, 1928 + + +
A. polystyla Stein, 1859 + + +
A. mutans Kahl, 1932 + +
A. cicada Müller, 1786 + +
A. magna Kahl, 1930 + +

П р о д о л ж е н и е  т а б л и ц ы
C o n t i n u a t i o n  t a b l e
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Свободноживущие инфузории
Точки сбора

1 2 3 4 5 6 7 8

A. turrita (Ehrenberg, 1838) + +
A. steini Buddenbrock, 1920 + + + + +

Класс Oligotrichea Butschli, 1887
Отряд Halteriida Jankowski, 2007
Семейство Halteriidae Claparede  
et Lachmann, 1858

Halteria bifurcata Tamar, 1968 + +
H. oviformis Gelei, 1950 +
H. grandinella (Müller, 1786) + + + + + + + +
Pelagohalteria viridis (Fromentel, 1876) + +
P. cirrifera (Kahl, 1932) + + + +

Отряд Strombidiida Jankowski, 1980
Семейство Strombidiidae Fauré-Fremiet, 1970

Spirostrombidium coronatum (Sauerbrey, 1928) + + +
S. cinctum Kahl, 1932 + +
S. kahli Bock, 1952 + +
Heterostrombidium  faurei (Dragesco, 1960) + + +
H. calkinsi Fauré-Fremiet, 1932 + +
H.  fourneleti (Dragesco, 1960) + + + +
Pelagostrombidium mirabile (Krainer, 1991) + +
Limnostrombidium pelagicum (Krainer, 1991) +
L. viride (Stein, 1867) + +
Strombidinopsis claparedi Kent, 1881 + +
S. spinifera (Leegaard, 1915) + +

Класс Armophorea Lynn, 2002
Отряд Metopida Jankowski, 1980
Семейство Metopidae Kahl, 1927

Metopus acidiferus Kahl, 1935 + +
M. caucasicus Alekperov, 1984 + +
M.  fuscoides Alekperov, 1984 +
M. halophilus Kahl, 1932 + + + + +
M. es (Müller, 1786) + + +
M. vestitus Kahl, 1935 + +
M. contortus (Quennerstedt, 1867) + +
M. propagatus Kahl, 1927 + +
Brachonella caduca (Kahl, 1927) + + +
B. mitriformis Alekperov, 1984 + +
B. darwini (Kahl, 1927) + +
B. spiralis (Smith, 1897) + +

Отряд Armophorida Jankowski, 1964
Семейство Caenomorphidae Poche, 1913

Caenomorpha medusula Perty, 1852 + + +

П р о д о л ж е н и е  т а б л и ц ы
C o n t i n u a t i o n  t a b l e
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Свободноживущие инфузории
Точки сбора

1 2 3 4 5 6 7 8

C. lauterborni Kahl, 1927 + +
C. corlissi Jankowski, 1964 +

Отряд Odontostomatida Sawaya, 1940
Семейство Epalxellidae Corliss, 1960

Saprodinium dentatum Lauterborn, 1908 + + +
S. halophilum Kahl, 1932 + + +
S. mimeticum (Penard, 1922) + +
Pelodinium rotundum Kahl, 1926 + +
Epalxella mirabilis (Roux, 1899) + +
E. antiquorum (Penard, 1922) + +
E. triangula (Kahl, 1932) + +

Класс Litostomatea Small et Lynn, 1981
Отряд Haptorida Corliss, 1974
Семейство Fuscheriidae Foissner,  
Agatha et Berger, 2002

Fuscheria nodosa Foissner, 1983 + + +
Семейство Enchelyidae Ehrenberg, 1838

Encheliodon tratzi Foissner, 1987 + + +
Papillorhabdos multinucleatus Foissner, 1984 + +
Lagynophrya mutans Kahl, 1927 + + +

Семейство Trachelophyllidae Kent, 1882
Trachelophyllum triangularum Tucolesco, 1962 + + +
T. attenuatum Tucolesco, 1962 + + +

Семейство Lacrymariidae Fromentel, 1876
Pelagolacrymaria moserae Foissner,  
Berger et Schaumburg, 1999 + + +

P. rostrata Kahl, 1935 + +
Phialina pupula (Müller, 1773) + + + + + + +
P. vermicularis (Müller, 1773) + + + +
P. vertens (Stokes, 1885) + +
P. decussata (Tucolesco, 1962) + +

Семейство Spathidiidae Kahl, 1929
Spathidium porculus Penard, 1922 + + +
S. chlorelligerum Kahl, 1930 + +
S. procerum Kahl, 1930 + + +
S. moniliforme Bhatia, 1920 + +
S. deforme (Kahl, 1928) +
S. cetiforme Alekperov, 1984 +
S. meloforme Alekperov, 1983 + + +
S.  fossicola Kahl, 1933 +
S. binucleatum Lepsi, 1964 + + +
S. seppelti Petz et Foissner, 1997 +

П р о д о л ж е н и е  т а б л и ц ы
C o n t i n u a t i o n  t a b l e
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Свободноживущие инфузории
Точки сбора

1 2 3 4 5 6 7 8

Supraspathidium armatum Foissner,  
Agatha et Berger, 2002 + + +

S. teres (Stokes, 1886) + +
S. latissimum (Lepsi, 1964) + +
Protospathidium muscicola Dragesco  
et Dragesco-Kerneis, 1979 + +

Perispira ovum Stein, 1859 + +
P. strephostoma Stokes, 1886 + +

Семейство Didiniidae Poche, 1913
Monodinium balbianii Fabre-Domerque, 1888 + + + + + + +
M. perrieri Delphy, 1925 + + +
M. alveolatum Kahl, 1930 +
M. chlorelligerum Krainer, 1995 + +
Didinium nasutum (Müller, 1773) + + + + + + + +
D. chlorelligerum Kahl, 1935 + +

Семейство Trachelidae Ehrenberg, 1838
Dileptus mucronatus Penard, 1922 + +
D. breviproboscis Foissner, 1981 + +
D. cygnus (Claparede et Lachmann, 1859) + + +
Pelagodileptus trachelioides (Zacharias, 1894) + + +
Paradileptus elephantinus (Svec, 1897) + + +
P. conicus Wenrich, 1929 + + +
Trachelius ovum Ehrenberg, 1831 + +

Отряд Cyclotrichida Jankowski, 1980
Семейство Mesodiniidae Jankowski, 1980

Askenasia elegans (Fauré-Fremiet, 1924) + + +
A. chlorelligera Krainer et Foissner, 1990 + + +
A. volvox (Eichwald, 1852) + + +
A. stellaris (Leegaard, 1920) + + +

Семейство Cyclotrichiidae Jankowski, 1980
Cyclotrichium inflatum Alekperov, 1984 + + +
C. ovatum Fauré-Fremiet, 1924 + +

Отряд Pleurostomatida Schewiakoff, 1896
Семейство Amphileptidae Butschli, 1889

Amphileptus claparedii Stein, 1867 + + +
A. punctatus (Kahl, 1926) + +
A.  falcatus Song et Wilbert, 1989 + +
A. procerus (Penard, 1922) + +
Litonotus anguilla Kahl, 1931 + +
L. uninucleatus (Kahl, 1931) + +
L. triqueter Penard, 1922 + +
L. obtusus Maupas, 1888 +

П р о д о л ж е н и е  т а б л и ц ы
C o n t i n u a t i o n  t a b l e
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Свободноживущие инфузории
Точки сбора

1 2 3 4 5 6 7 8

Loxophyllum meleagris (Müller, 1773) + + +
L. vorax Stokes, 1886 + +
L. helus Stokes, 1884 + + +

Класс Phyllopharyngea Puytorac et al., 1974
Отряд Chlamidodontida Deroux, 1976
Семейство Chilodonellidae Deroux, 1970

Chilodonella aplanata Kahl, 1932 + +
C. uncinata (Ehrenberg, 1838) + +
C. capucina (Penard, 1922) + + +
Trithigmostoma steini (Blochmann, 1895) + + + +
T. cucullulus (Müller, 1786) + + + + +
Alinostoma multivacuolatum Alekperov, 1993 + +

Семейство Gastronautidae Deroux, 1994
Gastronauta membranaceus  
Engelmann Bütschli, 1889 + +

Семейство Chlamydodontidae Stein, 1859
Cyrtophoron poljanskyi Aliev, 1991 + +

Класс Nassophorea Small et Lynn, 1981
Отряд Synhymeniida Puytorac et al., 1974
Семейство Orthodonellidae Jankowski, 1968

Chilidontopsis depressa (Perty, 1852) + + +
C. kurensis Alekperov, 1985 + +
C. vermiformis Deroux, 1978 + +
Zosterodasys debilis Alekperov, 1984 + + +
Z.  fluviatilis Fernandez-Leborans et Alekperov, 1995 + +
Z. vorax (Stokes, 1887) + +
Z. azerbaijanicus Aliev, 1990 + +
Z. kurensis Aliev, 1990 +
Z. kasymovi Aliev, 1990 +
Z.  jankowski Aliev, 1990 +
Z. alizadei Aliev, 1990 + +

Отряд Nassulida Jankowski, 1968
Семейство Nassulopsidae Deroux in Corliss, 1979

Nassulopsis elegans (Ehrenberg, 1833) + +
N. lagenula Fauré-Fremiet, 1959 +

Семейство Furgasoniidae Corliss, 1979
Furgasonia tricirrata (Gelei, 1932) + +
F. rubens (Perty, 1849) + +

Семейство Nassulidae Fromentel, 1874
Nassula ornata Ehrenberg, 1834 + +
N. parva Kahl, 1928 +
N. tumida Maskell, 1887 + +

П р о д о л ж е н и е  т а б л и ц ы
C o n t i n u a t i o n  t a b l e
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Свободноживущие инфузории
Точки сбора

1 2 3 4 5 6 7 8

N. argentula Biernacka, 1963 +
Obertrumia regina (Alekperov, 1984) + +
O. aurea (Ehrenberg, 1834) + +
O. gracilis (Kahl, 1931) + +

Отряд Microthoracida Jankowski, 1967
Семейство Pseudomicrothoracidae  
Jankowski, 1967

Pseudomicrothorax agilis Mermod, 1914 + +
P. dubius Maupas, 1883 + +

Семейство Microthoracidae Wrzesniowski, 1870
Trochiliopsis opaca Penard, 1922 + +
Drepanomonas dentata Fresenius, 1858 + +
Microthorax leptopharyngiformis Foissner, 1985 + +
M. ovinucleatus Sramek-Husek, 1957 + +

Класс Colpodea Small et Lynn, 1981
Отряд Colpodida Puytorac et al., 1974
Семейство Colpodidae Bory de St. Vincent, 1826

Colpoda inflata (Stokes, 1884) + + + + + +
C. maupasii Enriques, 1908 + + + +
C. aspera Kahl, 1926 + + +
C. cucullus (Müller, 1773) + + + + + + + +
C. magna (Gruber, 1879) +
C. colpidiopsis Kahl, 1931 + +
C. oblonga Dragesco, 1972 + +
Bresslaua vorax Kahl, 1931 + +
B. insidiatrix Claff, Dewey et Kidder, 1941 + + +

Семейство Hausmanniellidae Foissner, 1987
Hausmaniella discoidea (Gellert, 1956) + + +
H. patella (Kahl, 1931) + +
H. quinquecirrata (Gellert, 1955) +
Avestina acuta (Buitkamp, 1977) + + +

Отряд Bursariomorphida  
Fernandez-Galiano, 1978
Семейство Bursariidae Foissner, 1993

Bursaria truncatella Müller, 1773 + + +
Отряд Bryophryida Puytorac,  
Perez-Paniagua et Perez-Silva, 1979
Семейство Bryophryidae Puytorac,  
Perez-Paniagua et Perez-Silva, 1979

Bryophrya bavariensis Kahl, 1931 + +
B. rubescens (Penard, 1922) +

Отряд Cyrtolophosidida Foissner, 1978
Семейство Cyrtolophosididae Stokes, 1888

Cyrtolophosis bivacuolata Vuxanovici, 1963 + +

П р о д о л ж е н и е  т а б л и ц ы
C o n t i n u a t i o n  t a b l e
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C. minor Vuxanovici, 1963 +
C. acuta Kahl, 1926 + + +

Семейство Woodruffiidae Gelei, 1954
Woodruffia rostrata Kahl, 1931 +

Класс Prostomatea Small et Lynn, 1985
Отряд Prorodontida Corliss, 1974
Семейство Colepidae Nitzsch, 1827

Coleps bicuspis Noland, 1925 + + + +
C. lacustris Fauré-Fremiet, 1924 + + +
C. elongatus Ehrenberg, 1833 + + + +
C. hirtus Nitzsch, 1921 + + + + +

Семейство Holophryidae Perty, 1852
Holophrya saginata Penard, 1922 + +
H. nigricans Lauterborn, 1894 + + +
H. carchesii Canella, 1964 +
H. africana Dragesco, 1965 +
H. spirogyrophaga (Leipe, 1989) +

Класс Plagiopylea Small et Lynn, 1985
Отряд Plagiopylida Jankowski, 1978
Семейство Plagiocampidae Kahl, 1926

Plagiocampa mutabile Schewiakoff, 1893 + + +
P. kurensis Alekperov, 2005 + + +
P. atra Grandori, 1934 + +
P. caudata Alekperov, 1984 + +
P. difficilis Foissner, 1981 + + +
Prorodon pluvialis Dragesco, 1962 + +
P. laurenti Dragesco, 1966 + + + +
P. lucens Alekperov, 1985 + +
P. mimeticus Kahl, 1932 + +

Семейство Urotrichidae Small et Lynn, 1985
Rhagadostoma completum Kahl, 1926 + +
Urotricha sphaerica Groliere, 1977 + + +
U. armata Kahl, 1927 + + +
U. discolor Kahl, 1931 + +
U. baltica Czapik et Jordan, 1977 + +
U. pelagica Kahl, 1932 + + + +

Семейство Plagiopylidae Schewiakoff, 1896
Plagiopyla nasuta Stein, 1860 +

Класс Oligohymenophora Puytorac et al., 1974
Отряд Peniculida Fauré-Fremiet in Corliss, 1956
Семейство Frontoniidae Kahl, 1926

Frontonia azerbaijanica Alekperov, 1983 + + +

П р о д о л ж е н и е  т а б л и ц ы
C o n t i n u a t i o n  t a b l e
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Свободноживущие инфузории
Точки сбора
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F. arenaria Kahl, 1933 + +
F. elliptica Beardsley, 1902 +
F. algivora Kahl, 1931 + +
Disematostoma butschlii Lauterborn, 1894 + +
Stokesia vernalis (Wang, 1928) +

Семейство Lembadionidae Jankowski  
in Corliss, 1979

Lembadion bullinum Perty, 1849 + + +
L. magnum (Stokes, 1887) + +
L. lucens (Maskell, 1887) + + + +

Семейство Urocentridae Claparede  
et Lachmann, 1859

Urocentrum turbo (Müller, 1786) + + + +
Семейство Parameciidae Dujardin, 1840

Paramecium caudatum Ehrenberg, 1832 + + + + + +
P. woodruffi Wenrich, 1928 + + + + + +
P. bursaria (Ehrenberg, 1832) + + + +
P. putrinum Claparede et Lachmann, 1858 + + +

Отряд Tetrahymenida Fauré-Fremiet  
in Corliss, 1956
Семейство Tetrahymenidae Corliss, 1952

Tetrahymena pyriformis (Ehrenberg, 1830) + +
Семейство Turaniellidae Didier, 1971

Colpidium colpoda (Losana, 1829) + + + +
C. singulare Vuxanovici, 1962 + +
C. striatum Stokes, 1886 + +

Семейство Spirozonidae Kahl, 1926
Stegochilum fusiforme Schewiakoff, 1893 + +

Семейство Glaucomidae Corliss, 1971
Epenardia myriophillii Corliss, 1971 + +
Glaucoma scintillans Ehrenberg, 1830 + + +

Семейство Ophryoglenidae Kent, 1881
Ophryoglena atra Ehrenberg, 1838 + + +
O. acuminata Ehrenberg, 1838 +
O. catenula Savoie, 1965 +
O.  flava (Ehrenberg, 1838) + +

Отряд Scuticociliatida Small, 1967
Семейство Loxocephalidae Jankowski, 1964

Loxocephalus luridus Eberhard, 1862 + +
Sathrophilus granulatus Czapik, 1968 + +
Platynematum hyalinum (Kahl, 1931) +
Cinetochilum margaritaceum Ehrenberg, 1831 + +

П р о д о л ж е н и е  т а б л и ц ы
C o n t i n u a t i o n  t a b l e
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Отряд Philasterida Small, 1967
Семейство Cyclidiidae Ehrenberg, 1838

Cristigera vestita Kahl, 1928 + + + + +
C.  fusiformis Penard, 1922 + +
C. media Kahl, 1928 + +
Cyclidium citrullus Cohn, 1865 + + + + + + +
C. glaucoma Müller, 1786 + + + + + + +

Семейство Uronematidae Thompson, 1964
Uronema marinum Dujardin, 1841 + + + + + +
U. nigricans (Müller, 1786) + + + +
U. elegans (Maupas, 1883) + + +
U. acutum Buddenbrock, 1920 + + + + + +

Отряд Parastomatida Jankowski, 2007
Семейство Pleuronematidae Kent, 1881

Pleuronema marinum Dujardin, 1841 + +
P. coronatum Kent, 1881 + + +
P. crassum Dujardin, 1841 + + +

Отряд Sessilida Kahl, 1933
Семейство Epistylidae Kahl, 1933

Epistylis procumbens (Zacharias, 1897) + +
E. plicatilis Ehrenberg, 1830 + +
E. nympharum Engelmann, 1862 + +
E. procumbens (Zacharias, 1897) + +
E. rotatorium Kahl, 1935 + +
E. anastatica (Linne, 1767) + +
E. cyclopi Banina, 1977 +
E. dafniae Fauré-Fremiet, 1905 +

Семейство Vorticellidae Ehrenberg, 1838
Vorticella spuripicta Song et Wilbert, 1889 + + +
V. alba Fromentel, 1874 + + +
V. octava Stokes, 1885 + + +
Carchesium aselli Engelmann, 1862 +
C. prechti Banina, 1977 +
Zoothamnium arbuscula Ehrenberg, 1831 + + + +
Z. alternans Claparede et Lachmann, 1859 + + +
Z. plumosum Wright, 1860 + +
Z. adamsi Stokes, 1885 +
Z. haplocaulis Stiller, 1953 + + +
Z. astacicolae Shubernetzky, 1978 + +
Z. balticum Biernacka, 1963 + +

Всего 80 89 128 140 68 74 109 119

О ко н ч а н и е  т а б л и ц ы
E n d i n g  t a b l e
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Как следует из таблицы, видовое разнообразие пресноводных инфузорий значительно меняется 
в зависимости от расположения и экологических условий точек сбора. Так, например, в точке сбора 1, 
возле государственной границы с Грузией, видовое разнообразие пресноводных инфузорий отно-
сительно невелико (80 видов). Это объясняется высокой загрязненностью на данном участке р. Куры, 
а также сильным течением и слабым развитием водной растительности, служащей для многих видов 
инфузорий и их кормовых организмов субстратом для поселения. Характерно, что в точке сбора 1 были 
отмечены только единичные особи всего 1 вида кругоресничных инфузорий, нуждающихся в субстрате 
для прикрепления.

Видовое разнообразие пресноводных инфузорий в точке сбора 2 (Шамкирское водохранилище и близ-
лежащие водоемы) незначительно выше (89 видов). Точки 3 и 4 соответствуют Мингечаурскому и Вар-
варинскому водохранилищам. Первое из них является крупнейшим водохранилищем страны, а второе 
представляет собой мелководный (2–5 м) водоем, сильно заросший водорослями и высшей водной 
растительностью. На наш взгляд, наибольшее видовое богатство пресноводных инфузорий в этих 
двух точках сбора обусловлено разнообразием имеющихся здесь биотопов и обилием кормовых 
объек тов. В Мингечаурском водохранилище, максимальная глубина которого достигает более 70 м, 
хорошо развито планктонное сообщество инфузорий. Кроме того, на мелководных участках с водной 
раститель ностью присутствуют и песок, и илистые грунты, населенные типичными бентическими 
видами.

Илистые грунты полностью преобладают в Варваринском водохранилище, где в бентосе и прибреж-
ных фитоцилиоценозах развиваются характерные сообщества пресноводных инфузорий.

Точки сбора 5 и 6 расположены непосредственно на р. Куре в ее нижнем течении. Обе точки харак-
теризуются сильным течением, заиленным песком грунта и отсутствием водных растений. По мнению 
авторов, данные факторы и обусловливают минимальное видовое разнообразие пресноводных инфу-
зорий именно на этих исследованных нами участках бассейна р. Куры (68 и 74 вида соответственно).

Наконец, в точках сбора 7 и 8, расположенных в нижнем течении и дельте р. Куры, нами было обна-
ружено 109 и 119 видов свободноживущих инфузорий соответственно. Большинство отмеченных здесь 
видов были найдены в дельте р. Куры в небольших тихих мелководных заливах с зарослями Chara sp.

На рис. 2 представлено процентное соотношение различных групп инфузорий по встречаемости 
в их общем видовом разнообразии пресных вод бассейна р. Куры. Как следует из рис. 2, на долю ви-
дов-доминантов (обнаружены в более чем 80 % собранных проб) приходится 10,71 % от общего числа 
найденных видов. Среди них можно отметить Spirostomum minus, S. teres, Stentor coeruleus, Oxytricha 
fallax, Urostyla grandis, ряд представителей рода Euplotes (E. patella, E. harpa, E. balteatus, E. eurysto-
mus, E. trisulcatus), Halteria grandinella, Phialina pupula, P. vermicularis, Monodinium balbianii, Didinium 
nasutum, Trithigmostoma cucullulus, а также некоторые виды родов Colpoda (C. inflata, C. maupasii, C. as-
pera, C. cucullus), Paramecium (P. caudatum, P. woodruffi, P. bursaria) и Uronema (U. marinum, U. nigri-
cans, U. elegans, U. acutum). Несмотря на то что группа видов-доминантов присутствует в сообществах 
практически круглогодично, высокой численности эти инфузории, как правило, не достигают и пред-
ставлены в пробах преимущественно единичными особями. 

Рис. 2. Соотношение различных групп инфузорий  
в общем видовом разнообразии бассейна р. Куры, %

Fig. 2. The ratio of different groups of ciliates  
in the total species diversity of the Kura River basin, %
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Группа регулярных видов (встречаемость менее 80, но более 50 %) составила 13,60 % от общего 
числа обнаруженных видов. Среди них следует отметить Loxodes rostrum, L. striatus, Blepharisma 
vestitum, B. coerulea, Paraurostyla weissei, Oxytricha aeruginosa, Aspidisca fusca, Brachonella caduca, 
Caenomorpha medusula, Saprodinium halophilum, Supraspathidium armatum, Dileptus cygnus, Askena-
sia volvox, A. stellaris, Trithigmostoma steini, Zosterodasys debilis, Avestina acuta, представителей рода 
Coleps (C. hirtus, C. elongatus, C. lacustris, C. bicuspis), а также Urocentrum turbo, Glaucoma scintil-
lans, Cristigera vestita, Pleuronema coronatum, P. crassum и 3 вида рода Vorticella (V. alba, V. octava, 
V. spuripicta). Для этой группы инфузорий характерно заметное увеличение численности отдель-
ных видов в теплое время года – до 55–120 экз./л в планктоне (Urocentrum turbo, Askenasia volvox, 
A. stellaris и др.), а иногда до 180 –315 экз./дм2 в бентосе (Loxodes rostrum, Coleps hirtus, C. bicuspis, 
Trithigmostoma steini). 

Как следует из рис. 2, самой многочисленной является группа нерегулярных видов (встречаемость 
от 30 до 50 %). На долю этой группы приходится 71,47 % от общего количества найденных видов 
свободноживущих инфузорий. Характерная особенность видов данной группы – сезонность их при-
сутствия в сообществах. Например, такие виды, как Loxodes kahli, L. vorax, Paragastrostyla lanceolata, 
Stylonychia bifaria, Histriculus complanatus, Anteholosticha pulchra, Sterkiella tricirrata и многие другие 
представители брюхоресничных инфузорий, появляются в пробах только ранней весной, порой дости-
гая общей численности в бентосе 250 –380 экз./дм2, и выпадают из сообществ с прогревом воды выше 
18 –21 °С.

Отдельные виды этой группы, наоборот, присутствуют в пробах только в теплое летнее время. Сюда 
относятся некоторые представители рода Frontonia (F. azerbaijanica, F. algivora, F. elliptica), группа 
видов-сапропелебионтов (Metopus acidiferus, M. caucasicus, M.  fuscoides, Brachonella mitriformis, B. dar-
wini, B. spiralis), а также представители кругоресничных инфузорий (Epistylis procumbens, E. plicatilis, 
Zoothamnium arbuscula, Z. alternans, Z. plumosum и Z. adamsi). Летом суммарная численность таких 
видов, как Frontonia azerbaijanica, Metopus acidiferus, M. caucasicus и Brachonella mitriformis, может 
достигать в бентосе на черном или сапропелевом иле до 850 –1270 экз./дм2.

Наконец, на долю самой небольшой группы случайных видов (встречаемость менее 30 %) приходится 
4,22 % от общего видового разнообразия инфузорий. Представители этой группы обычно отмечались 
в сообществах спорадически и присутствовали в них крайне недолго. Наиболее яркий пример – появ-
ление в планктоне Мингечаурского водохранилища в апреле вида Woodruffia rostrata, который массово 
развивается в небольшом Ханабадском заливе примерно 10 –15 дней, достигая максимума развития 
(до 12 тыс. экз./л), а затем в течение нескольких дней активно инцистируется и выпадает из сообщества 
до следующей весны. Эта закономерность наблюдалась нами несколько лет подряд. Следовательно, 
можно предположить, что данные инфузории являются стенобионтами и их оптимум условий сущест-
вования ограничен узкими рамками.

Выводы
1. В результате многолетних исследований видового разнообразия свободноживущих инфузорий прес-

ных водоемов бассейна р. Куры были обнаружены 308 видов, относящихся к 60 семействам.
2. Видовое разнообразие пресноводных инфузорий значительно меняется в зависимости от располо-

жения и экологических условий точек сбора. Наибольшее видовое богатство пресноводных инфузорий 
было отмечено в Мингечаурском и Варваринском водохранилищах (128 и 140 видов соответственно), 
что, на наш взгляд, обусловлено разнообразием имеющихся здесь биотопов и обилием кормовых орга-
низмов.

3. Анализ встречаемости инфузорий показал, что к группе видов-доминантов (отмечены в более чем 
80 % всех проб) относятся 10,71 % от общего видового разнообразия, к группе регулярных видов (встре-
чаемость менее 80, но более 50 %) – 13,60 %, к самой большой группе нерегулярных видов (встречае-
мость от 30 до 50 %) – 71,47 %, а к группе случайных видов (встречаемость менее 30 %) – 4,22 % от 
общего видового разнообразия.

4. Установлено, что самая многочисленная группа нерегулярных видов главным образом состоит из 
инфузорий, приуроченных к определенному времени года – преимущественно весне и осени. Однако 
отмечена и часть нерегулярных видов, появляющихся в сообществах только летом. Именно представи-
тели группы нерегулярных видов в основном обусловливают кратковременные сезонные максимумы 
(обычно весной и осенью) качественного и количественного развития общего видового разнообразия 
пресноводных свободноживущих инфузорий.
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INDICATIVE ABSTRACTS OF THE PAPERS DEPOSITED IN BSU

УДК 633.8(075.8)+615.32(075.8)
Поликсенова В. Д. Лекарственные растения [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс 
для спец. 1-31 01 01 «Биология (по направлениям)», специализации: 1-31 01 01-01 02 «Ботаника», 
1-31 01 01-02 02 «Ботаника» / В. Д. Поликсенова ; БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2020. 
101 с. Библиогр.: с. 100 –101. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/244815. Загл. с экрана. 
Деп. в БГУ 01.07.2020, № 007301072020.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальности 
1-31 01 01 «Биология (по направлениям)» (специализации 1-31 01 01-01 02 «Ботаника» и 1-31 01 01-
02 02 «Ботаника»). 

ЭУМК включает конспект лекций, освещающий историю исследований лекарственных растений, 
вопросы охраны растительных ресурсов и источников лекарственного сырья, требования к лекарствен-
ному сырью, общие представления о химическом составе лекарственных растений. Характеризуются 
лекарственные растения различных мест обитания, лекарственные свойства грибов, лишайников и во-
дорослей, применение в медицине, основные лекарственные препараты. Приведен перечень мероприя-
тий для контроля самостоятельной работы, возможная тематика курсовых и дипломных работ, список 
литературы и электронных ресурсов.

УДК 615.9(075.8)
Основы токсикологии [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для спец. 1-31 01 02 
«Биохимия» / БГУ ; сост. Т. А. Кукулянская. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2020. 87 с. : табл. 
Библиогр.: с. 86 – 87. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/246466. Загл. с экрана. Деп. 
в БГУ 22.07.2020, № 009622072020.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальности 
1-31 01 02 «Биохимия» биологического факультета Белорусского государственного университета. Со-
держание ЭУМК предполагает изучение следующих вопросов: характеристики токсического процесса, 
классификации и физико-химической характеристики токсических веществ, токсикокинетики и токсико-
динамики, параметров токсикометрии, коэргизма действия токсикантов, а также принципов действия 
и разнообразия антидотов. 

УДК 576.385(075.8)
Глушен С. В. Патология клетки [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для спец. 
1-31 01 01 «Биология (по направлениям)» / С. В. Глушен ; БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 
2020. 51 с. : ил., табл. Библиогр.: с. 51. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/246570. Загл. 
с экрана. Деп. в БГУ 24.07.2020, № 009824072020.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) по учебной дисциплине «Патология клетки» 
предназначен для студентов специальности 1-31 01 01 «Биология (по направлениям)». Содержание 
ЭУМК предусматривает изучение патологических процессов на уровне клетки под действием вирусов, 
молекулярно-генетических механизмов гибели клеток, закономерностей опухолевой патологии клеток. 
В него включены также методики, широко используемые для тестирования жизнеспособности клеток 
и определения типа их гибели.



УДК 578(075.8)
Неклеточные инфекционные агенты микроорганизмов, животных и человека [Электронный ре-
сурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для студентов магистратуры спец. 1-31 80 12 «Микробиоло-
гия», профилизация «Фундаментальная и прикладная микробиология» / А. Н. Евтушенков [и др.] ; БГУ. 
Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2020. 88 с. : ил. Библиогр.: с. 87– 88. Режим доступа: https://elib.
bsu.by/handle/123456789/250119. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 26.10.2020, № 013526102020.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов II ступени полу-
чения высшего образования специальности 1-31 80 12 «Микробиология» (профилизация «Фундамен-
тальная и прикладная микробиология»). Содержание ЭУМК направлено на углубление знаний студентов 
магистратуры об основных группах вирусов, бактерий, животных и человека, рассмотрение основных 
направлений и перспектив практического использования неклеточных инфекционных агентов.

УДК 577.121(075.8)
Логвина А. О. Биохимия вторичных метаболитов [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комп-
лекс для спец. 1-31 80 11 «Биохимия», профилизация «Фундаментальная и прикладная биохимия» / 
А. О. Логвина ; БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2020. 65 с. : ил. Библиогр.: с. 64 – 65. Режим до-
ступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/250163. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 27.10.2020, № 013627102020.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов II ступени выс-
шего образования специальности 1-31 80 11 «Биохимия» (профилизация «Фундаментальная и при-
кладная биохимия»). Содержание ЭУМК посвящено формированию представлений о закономерностях 
вторичного синтеза и его значении для организмов, продуцирующих вторичные метаболиты (растения, 
морские животные, грибы, бактерии); рассмотрению подходов к классификации, структурных особен-
ностей и биохимических характеристик основных групп вторичных метаболитов, путей их биосинте-
за, взаимосвязи с первичным синтезом, ферментативной регуляции; ознакомлению с современными 
методами разделения, качественного и количественного исследования соединений вторичной природы 
и стратегией разработки схем биохимического исследования вторичных метаболитов.

УДК 631.524.84(075.8)+606:631.52(075.8)
Молчан О. В. Молекулярные и клеточные основы регуляции продуктивности культурных растений 
[Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для спец. 1-31 01 01 «Биология (по направле-
ниям)», направление спец. 1-31 01 01-03 «Биология (биотехнология)» / О. В. Молчан, С. Н. Филиппова ; 
БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2020. 64 с. : ил. Библиогр.: с. 62– 64. Режим доступа: https://
elib.bsu.by/handle/123456789/250167. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 27.10.2020, № 013727102020.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов I ступени выс-
шего образования специальности 1-31 01 01 «Биология (по направлениям)». Содержание ЭУМК посвя-
щено рассмотрению основных достижений клеточной биологии и биоинженерии растений в разработке 
подходов к повышению продуктивности растений и качества продукции растениеводства.
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