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К л е т о ч н а я

б и о л о г и я  и  ФИЗИОЛОГИЯ

C e l l  b io l o g y

AND PHYSIOLOGY

УДК 616.37:612.273+612.018

МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ОТЛИЧИЯ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ  
НОРМО- И ГИПЕРТЕНЗИВНЫХ КРЫС ПОСЛЕ СОЧЕТАННОГО 
ВОЗДЕЙСТВИЯ ПРЕРЫВИСТОЙ ГИПОКСИИ И МЕЛАТОНИНА

Р  В. ЯНКО1, М. И. ЛЕВАШ ОВ1

1Институт физиологии им. А. А. Богомольца НАН Украины, 
ул. Богомольца, 4, 01024, г. Киев, Украина

Изучены морфологические изменения поджелудочной железы нормо- и гипертензивных крыс после соче­
танного воздействия прерывистой нормобарической гипоксии и мелатонина. Исследование проведено в осенний 
период на 24 нормотензивных (линия Wistar) и 24 спонтанно-гипертензивных (линия SHR) крысах-самцах. Под­
опытным животным ежедневно подавали гипоксическую газовую смесь (12 % кислорода в азоте) в прерывистом 
режиме: 15 мин деоксигенация /15 мин реоксигенация в течение 2 ч. Этим же крысам каждый день в 10 ч утра 
перорально вводили экзогенный мелатонин в дозе 5 мг на 1 кг массы тела. Продолжительность эксперимента со­
ставляла 28 сут. Из ткани поджелудочной железы изготавливали гистологические препараты по стандартной ме­
тодике. На цифровых изображениях препаратов осуществляли морфометрию с помощью компьютерной програм­
мы ImageJ. Характер и степень выраженности морфологических изменений поджелудочной железы (гиперплазия
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ядрышек в ядрах экзокриноцитов, уменьшение количества соединительной ткани) у спонтанно-гипертензивных 
крыс подопытной группы говорят о том, что сочетанное воздействие прерывистой нормобарической гипоксии 
и мелатонина повышает активность экзокринной части поджелудочной железы. Вместе с тем активность эндо­
кринной части железы снижается, о чем свидетельствует уменьшение линейных размеров и площади островков 
Лангерганса, а также количества содержащихся в них эндокриноцитов. У крыс линии Wistar сочетанное воз­
действие прерывистой гипоксии и мелатонина приводит к появлению морфологических признаков повышенной 
активности как экзокринной, так и эндокринной части поджелудочной железы. Таким образом, после продолжи­
тельного сочетанного воздействия прерывистой нормобарической гипоксии и мелатонина и у нормотензивных, 
и у гипертензивных животных отмечаются морфологические признаки повышенной экзокринной активности 
поджелудочной железы. В то же время активность эндокринной функции железы у подопытных крыс линии 
Wistar повышается, а у крыс линии SHR, наоборот, снижается.

Ключевые слова: поджелудочная железа; прерывистая гипоксия; мелатонин.

MORPHOLOGICAL DIFFERENCES IN  THE PANCREAS 
OF NORMO- AND HYPERTENSIVE RATS AFTER JOINT EXPOSURE 

OF INTERMITTENT HYPOXIA AND MELATONIN

R. V. YANKOa, M. I. LEVASHOVa

aBogomoletz Institute o f  Physiology, National Academy o f Sciences o f  Ukraine,
4 Bogomoletz Street, Kyiv 01024, Ukraine

Corresponding author: R. V. Yanko (biolag@ukr.net)

The morphological changes in the pancreas of normo- and hypertensive rats after combined exposure to intermittent 
normobaric hypoxia and melatonin were studied. The study was conducted in the autumn on 24 normotensive (Wistar 
line) and 24 spontaneously hypertensive (SHR line) male rats. Experimental rats were daily exposed to hypoxic gas mix­
ture in special sealed chamber. Hypoxic gas mixture (12 % oxygen in nitrogen) was supplied into this chamber from the 
membrane gas separator element in the intermittent mode: 15 min deoxygenation / 15 min reoxygenation for 2 h. Exoge­
nous melatonin was orally administered to experimental animals at 10 h in the morning at a dose of 5 mg/kg once a day. 
The total duration of the experiment was 28 d. Histological preparations of pancreatic tissue were prepared according to 
the standard methods. The morphometry of the preparations digital images was performed using the computer program 
ImageJ. The nature and severity of morphological changes in the pancreas of the experimental spontaneously hyperten­
sive rats (hyperplasia of the nucleolus in the nucleus of exocrinocytes, a decrease in the amount of connective tissue) 
suggests that the combined effect of intermittent normobaric hypoxia and melatonin increases the activity of the exocrine 
part o f the pancreas. At the same time, the activity of the endocrine part o f the pancreas decreases, as evidenced by a de­
crease in the linear dimensions and area of the Langerhans islets, as well as the number of endocrinocytes contained in 
them. In Wistar rats, the combined effect of intermittent hypoxia and melatonin leads to the appearance of morphological 
signs of increased activity of both exocrine and endocrine pancreas functions. Thus, after prolonged combined exposure 
to intermittent normobaric hypoxia and melatonin, morphological signs of increased exocrine pancreas activity appear 
in both normotensive and hypertensive rats. At the same time, the activity of the endocrine function of the pancreas in 
experimental Wistar rats increases, while in SHR rats, on the contrary, decreases.

Keywords: pancreas; intermittent hypoxia; melatonin.

Введение
Поджелудочная железа (ПЖ) обладает разнообразной внешней и внутренней секреторной актив­

ностью, что определяет ее важную роль в регуляции многочисленных физиологических процессов, 
протекающих в организме животных и человека. В настоящее время во всем мире отмечается увеличе­
ние распространенности таких заболеваний ПЖ, как сахарный диабет, панкреатит и др. Хронические 
заболевания ПЖ стали одной из важнейших медико-социальных и экономических проблем большинст­
ва промышленно развитых государств [1]. Они оказывают существенное влияние на материальное 
благосостояние, здоровье и качество жизни отдельных индивидуумов и их семей.

Гипертоническая болезнь -  одно из наиболее распространенных заболеваний сердечно-сосудистой 
системы человека. В промышленно развитых странах этой патологией страдают до 40 % взросло­
го населения. Установлена взаимосвязь патологических изменений в ПЖ с развитием артериальной
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гипертензии [2]. Как показывает лечебная практика, примерно 70 % случаев артериальной гипертензии 
так или иначе связаны с нарушениями функции ПЖ. Это обусловлено тем, что ПЖ через калликреин- 
кининовую систему принимает непосредственное участие в регуляции уровня кровяного давления [3]. 
С другой стороны, при длительной и стойкой артериальной гипертензии в ПЖ могут возникать необ­
ратимые морфологические изменения, приводящие к существенному снижению ее функциональной 
активности. В связи с этим возрастает актуальность разработки новых эффективных методов профи­
лактики и лечения нарушений функций ПЖ у лиц, страдающих гипертонической болезнью. Считается, 
что одним из таких методов может быть применение прерывистой нормобарической гипокситерапии 
и препаратов, содержащих мелатонин.

В настоящее время прерывистую нормобарическую гипоксию (ПНГ) все чаще используют в кли­
нической практике для профилактики, лечения и реабилитации больных с заболеваниями сердечно­
сосудистой, дыхательной, эндокринной, пищеварительной, иммунной систем, а также для повышения 
неспецифической резистентности и адаптационных возможностей организма [4]. Мелатонин наиболее 
известен как важный регулятор метаболических, иммунных и регенеративных процессов, участвую­
щий в механизмах терморегуляции и старении. Он оказывает адаптогенное, седативное, снотворное 
действие, нормализует циркадные ритмы [5].

Анализ литературы показывает, что большинство авторов изучали раздельное влияние ПНГ и ме­
латонина на функциональную активность ПЖ. Эти исследования выполнялись на разных видах экс­
периментальных животных с применением различных дозировок и схем введения мелатонина, а также 
режимов подачи гипоксической газовой смеси, отличались по продолжительности и сезонности прове­
дения экспериментов, что не позволяет дать однозначную оценку полученным результатам [6; 7]. Работ 
по изучению совместного воздействия ПНГ и мелатонина на состояние ПЖ мы не нашли, хотя именно 
сочетанное применение ПНГ и мелатонина может оказать синергический терапевтический эффект, ко­
торый так важен при лечении большинства наиболее распространенных хронических заболеваний.

Цель данной работы -  исследовать и сравнить морфологические изменения ПЖ нормотензивных 
и спонтанно-гипертензивных крыс при сочетанном воздействии ПНГ и мелатонина.

Материалы и методы исследования
Исследование проведено в осенний период на 24 нормотензивных (линия Wistar) и 24 спонтанно­

гипертензивных (линия SHR (spontaneously hypertensive rats)) крысах-самцах, взятых из питомника вива­
рия Института физиологии имени А. А. Богомольца НАН Украины. Возраст крыс на конец эксперимента 
составлял 4 мес., а масса достигала (270 ± 10) г. Животные были разделены на четыре группы: І и ІІІ -  
контрольные крысы линий Wistar и SHR соответственно, II и IV -  нормо- и гипертензивные животные, 
которых ежедневно подвергали сочетанному воздействию ПНГ и мелатонина. Крысы всех групп на­
ходились в унифицированных условиях на стандартном рационе питания. На протяжении всего экс­
перимента контролировали массу тела животных. Артериальное давление у крыс измеряли в условиях 
вивария неинвазивным методом на хвостовой артерии с помощью сфигмоманометра S-2 SHE (Герма­
ния). В эксперимент брали крыс линии SHR с систолическим давлением не ниже 145 мм рт. ст.

Для проведения ежедневных сеансов гипоксического воздействия животных размещали в герме­
тичной камере, в которую с помощью мембранного газоразделительного элемента подавали гипокси­
ческую газовую смесь (12 % кислорода в азоте) в прерывистом режиме: 15 мин деоксигенация /15 мин 
реоксигенация в течение 2 ч. Все оставшееся время суток (22 ч) крысы дышали атмосферным возду­
хом. Подопытным животным также ежедневно в 10 ч утра перорально вводили экзогенный мелатонин 
фирмы Unipharm Inc. (США) в дозе 5 мг на 1 кг массы тела. Продолжительность эксперимента со­
ставляла 28 сут. Крыс выводили из эксперимента путем декапитации под эфирным наркозом. Работу 
с лабораторными крысами проводили с соблюдением международных принципов Европейской кон­
венции о защите позвоночных животных, используемых для экспериментов или в иных научных целях 
(Страсбург, 1986), а также принципов, утвержденных комитетом по биомедицинской этике Института 
физиологии имени А. А. Богомольца НАН Украины.

После выделения ПЖ осуществляли ее взвешивание с точностью до ±0,01 г. Для морфологических 
и морфометрических исследований из ткани ПЖ изготавливали гистологические препараты по стан­
дартной методике: фиксировали в жидкости Буэна, обезвоживали в спиртах возрастающей концент­
рации и диоксане, заливали в парафин. Срезы окрашивали гематоксилином Бемера и эозином, а для 
выявления элементов соединительной ткани -  методом Ван-Гизона и Массона [8]. С использованием 
цифровой камеры микропрепараты фотографировали на микроскопе Nikon Eclipse E100 (Япония). 
На цифровых изображениях препаратов осуществляли морфометрию с помощью компьютерной про­
граммы ImageJ.
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На гистологических срезах ткани ПЖ проводили гистоморфометрический анализ ее экзо- и эндокрин­
ной частей. В экзокринной части железы измеряли диаметр и площадь поперечного сечения ацинусов, 
высоту и площадь экзокриноцитов, их ядер и цитоплазмы, подсчитывали количество ядрышек в ядрах 
экзокриноцитов и среднее количество клеток в ацинусе. В эндокринной части железы определяли среднее 
количество панкреатических островков на единицу площади (0,25 мм2) и количество эндокриноцитов, 
измеряли диаметр и площадь поперечного сечения островков, вычисляли плотность расположения кле­
ток. Для определения состояния соединительнотканных элементов в железе измеряли ширину прослоек 
междольковой и межацинусной соединительной ткани [9; 10]. Методом наложения точечных морфомет­
рических сеток находили относительную площадь экзо- и эндокринной частей, а также стромы в железе.

Полученные данные обрабатывали методами вариационной статистики с помощью программного 
обеспечения Statistica 6.0. Нормальность распределения цифровых массивов проверяли, используя кри­
терий Пирсона. Все результаты исследований подчинялись закону нормального распределения. Досто­
верность различий между контрольными и экспериментальными группами оценивали по /-критерию 
Стьюдента. Различия считали достоверными при значенииp  < 0,05.

Результаты и их обсуждение
За время проведения эксперимента масса тела контрольных крыс линии Wistar увеличилась на 24 %, 

а подопытных -  на 20 %. Масса крыс линии SHR изменилась в меньшей степени. В контроле она уве­
личилась на 15 %, в опыте -  на 8 %. Масса ПЖ у подопытных животных обеих линий имела тенден­
цию к снижению: у крыс линии Wistar -  на 12 %, а у крыс линии SHR -  на 8 % относительно контроля 
(табл. 1). Более медленные темпы прироста массы тела и меньшую массу ПЖ у подопытных животных 
(по сравнению с контролем) можно объяснить тем, что ПНГ является мягким стрессогенным фактором. 
А при любом стрессе, как известно, происходят мобилизация и активация всех функциональных сис­
тем организма, направленные на адаптацию к новым условиям существования. В первую очередь это 
сопровождается уменьшением общей массы тела и органов или замедлением темпов их роста.

Масса тела и ПЖ, г (n = 12, M  ± т)
Таблица 1

T a b l e  1
Body and pancreas weight, g (n = 12, M  ± m)

Показатели
Линия Wistar Линия SHR

Контроль Гипоксия + 
мелатонин Контроль Гипоксия + 

мелатонин
Масса тела: 

в начале эксперимента 
в конце эксперимента

198 ± 5 
246 ± 7

202 ± 4 
243 ± 5

239 ± 11 
275 ± 10

261 ± 7 
281 ± 9

Масса ПЖ 0,43 ± 0,03 0,38 ± 0,02 0,48 ± 0,01 0,44 ± 0,04

Паренхима ПЖ у крыс обеих линий после сочетанного воздействия ПНГ и мелатонина сохраня­
ла физиологическую структуру, которая визуально разделялась на экзо- и эндокринную части. Форма 
ацинусов была довольно разнообразной: округлой, овальной, продолговато-удлиненной. Изнутри аци­
нусы выстланы конусовидными клетками -  экзокриноцитами. Более суженным полюсом (верхушка) 
они направлены к центру ацинуса, а противоположным расширенным (основа) -  наружу. Цитоплазма 
клеток имела хорошо выраженную зернистость особенно по направлению к апикальному полюсу. Ядро 
размещалось у основания, где зернистость была выражена в меньшей степени, и содержало ядрышки. 
Ацинусы объединялись в дольки, покрытые снаружи соединительнотканной оболочкой, представляв­
шей собой рыхлое переплетение тонких пучков эластиновых и коллагеновых волокон (см. рисунок).

Результаты наших исследований свидетельствуют о наличии отчетливо выраженных гистоморфо­
метрических различий в экзокринной части ПЖ нормо- и гипертензивных контрольных крыс. Так, крысы 
линии SHR имели достоверно б0льшие площадь ядра экзокриноцитов (на 21 %) и показатель ядерно­
цитоплазматического соотношения (на 13 %), несколько меньшую ширину прослоек междольковой и меж­
ацинусной соединительной ткани по сравнению с крысами линии Wistar (табл. 2). Это говорит о большей 
активности экзокринной части ПЖ у крыс линии SHR, чем у контрольных животных линии Wistar. Оче­
видно, что данные морфофункциональные различия в экзокринной части железы являются генетически 
детерминированными особенностями крыс линии SHR, которые необходимо учитывать при проведении 
экспериментальных исследований на этих животных. Существенных морфологических различий в эндо­
кринной части ПЖ между контрольными крысами разных линий не выявлено (табл. 3).
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Микрофотографии ПЖ контрольных (а -  линия Wistar; в -  линия SHR) 
и подопытных (б -  линия Wistar; г -  линия SHR) крыс.

Окраска по методу Ван-Гизона, увеличение *200 
Micrographs of the pancreas of the control (a -  Wistar line; c -  SHR line) 

and experimental (b -  Wistar line; d  -  SHR line) rats. Van Gieson stain, magnification *200

Изменения в экзокринной части ПЖ крыс разных линий после сочетанного воздействия ПНГ и мела­
тонина носили однонаправленный характер. У крыс обеих линий наблюдалось достоверное увеличение 
количества ядрышек в ядрах экзокриноцитов (линия Wistar -  на 13 %, линия SHR -  на 18 %) по срав­
нению с контролем. Это привело к соответствующему росту ядрышко-ядерного соотношения (на 10 % 
у нормотензивных животных и на 24 % (р < 0,05) у гипертензивных крыс). Состояние ядрышкового 
аппарата является высокоинформативным показателем функциональной активности клеток. Поскольку 
к основным функциям ядрышек относят синтез рРНК, которая вместе с поступившим из цитоплазмы 
белком образует субъединицы рибосом, считается, что гиперплазия ядрышек указывает на повы­
шение белоксинтетической активности клеток [11]. Размеры ацинусов, экзокриноцитов и количество 
клеток в ацинусах подопытных крыс остались на уровне контрольных показателей (см. табл. 2).

Морфометрические показатели 
экзокринной части ПЖ (n = 12, M  ± т)

Т а б л и ц а  2

T a b l e  2
Morphometric parameters of the exocrine pancreas (n = 12, M  ± m)

Показатели
Линия Wistar Линия SHR

Контроль Гипоксия + 
мелатонин Контроль Гипоксия + 

мелатонин

Относительная площ адь экзокринной части, % 78,6 ± 2,1 81,8 ± 2,3 78,7 ± 2,4 83,8 ± 2,5

Диаметр ацинуса, мкм 28,7 ± 0,4 30,3 ± 0,6 30,2 ± 0,5 30,0 ± 0,8

Площ адь ацинуса, мкм 2 761,0 ± 30,4 792,1 ± 29,9 788,3 ± 24,5 782,4 ± 29,7

В ы сота эпителия ацинуса, мкм 11,2 ± 0,4 12,2 ± 0,2 12,2 ± 0,2 12,7 ± 0,2

П лощ адь, мкм2: 
экзокриноцита 
ядра
цитоплазмы

108,3 ± 7,9
14.6 ± 0,6
93.7 ± 4,6

102,6 ± 2,7
14.8 ± 0,4
87.8 ± 2,6

114,0 ± 5,4 
17,6 ± 0,7** 
96,4 ± 4,9

116,8 ± 2,6 
17,6 ± 0,5 
99,2 ± 2,3
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О к о н ч а н и е  т а б л .  2 
E n d i n g  t a b l e  2

Показатели
Линия Wistar Линия SHR

Контроль Гипоксия + 
мелатонин Контроль Гипоксия + 

мелатонин

Ядерно-цитоплазматическое соотношение, ед. 0,160 ± 0,003 0,170 ± 0,008 0,180 ± 0,005** 0,181 ± 0,007

Количество экзокриноцитов в ацинусе, шт. 8,0 ± 0,1 8,3 ± 0,2 7,9 ± 0,2 7,6 ± 0,2

Количество ядрышек в ядре экзокриноцита, шт. 1,51 ± 0,03 1,70 ± 0,05* 1,57 ± 0,09 1,85 ± 0,05*

Ядрышко-ядерное соотношение, ед. 0,100 ± 0,005 0,110 ± 0,005 0,089 ± 0,005 0,110 ± 0,006*

Относительная площадь соединительной 
ткани, % 17,2 ± 1,7 13,2 ± 1,1* 17,5 ± 1,1 13,0 ± 1,0*

Стромально-паренхиматозный индекс, ед. 0,21 ± 0,02 0,15 ± 0,01* 0,21 ± 0,03 0,15 ± 0,01*

Ширина прослоек соединительной ткани, мкм: 
междольковая 
межацинусная

2,97 ± 0,14 
0,83 ± 0,06

1,83 ± 0,07* 
0,58 ± 0,01*

2,78 ± 0,21 
0,76 ± 0,03

1,62 ± 0,07* 
0,590 ± 0,009*

*p < 0,05 -  достоверность различий по сравнению с контролем; **р < 0,05 -  достоверность различий по сравнению с конт­
ролем линии Wistar.

После сочетанного воздействия ПНГ и мелатонина количество элементов соединительной ткани 
в экзокринной части ПЖ крыс снизилось. Так, у подопытных крыс линии Wistar отмечено достоверное 
уменьшение относительной площади соединительной ткани (на 23 %), стромально-паренхиматозного 
индекса (на 29 %), ширины прослоек междольковой и межацинусной соединительной ткани (на 38 
и 30 % соответственно) по отношению к контролю. У крыс линии SHR, получавших ПНГ и мелатонин, 
также отмечены достоверно меньшие относительная площадь соединительной ткани (на 26 %), стро­
мально-паренхиматозный индекс (на 29 %), ширина прослоек междольковой (на 42 %) и межацинус­
ной (на 22 %) соединительной ткани по сравнению с контрольными животными (см. табл. 2). Поскольку 
соединительная ткань является важнейшим составным компонентом гистогематического барьера, то 
уменьшение ее количества может рассматриваться как проявление механизма структурной адаптации, 
обеспечивающей облегчение транспорта кислорода к паренхиматозным элементам ПЖ и улучшение 
условий для протекания процессов метаболизма.

Эндокринная часть занимала значительно меньшую площадь ткани ПЖ. Она была представлена 
дисперсно расположенными островками Лангерганса -  скоплениями эндокриноцитов, пронизанных гус­
той сетью кровеносных капилляров. Как у контрольных, так и у подопытных животных островки имели 
преимущественно округлую и овальную форму (см. рисунок) и были отделены от ацинусов тонкой сое­
динительнотканной прослойкой.

Весьма характерным было наличие отчетливых морфологических различий в эндокринной части ПЖ 
подопытных и контрольных крыс разных линий. Так, у крыс линии Wistar после сочетанного воздействия 
ПНГ и мелатонина выявлены достоверно б0льшие относительная площадь эндокринной части (на 19 %), 
количество островков Лангерганса (на 20 %) и входящих в их состав эндокриноцитов (на 13 %) по срав­
нению с контролем. Вместе с тем линейные размеры островков существенно не изменились. В ПЖ под­
опытных крыс линии SHR, наоборот, относительная площадь эндокринной части и площадь поперечного 
сечения островков были достоверно меньше (на 16 и 20 % соответственно), чем у контрольных живот­
ных. При этом плотность размещения эндокриноцитов в островке увеличилась на 19 % (табл. 3).

Морфометрические показатели эндокринной части ПЖ (n = 12, M  ± т)
Т а б л и ц а  3

T a b l e  3

Morphometric parameters of the endocrine pancreas (n = 12, M  ± m)

Показатели островков Лангерганса
Линия Wistar Линия SHR

Контроль Гипоксия + 
мелатонин Контроль Гипоксия + 

мелатонин

Относительная площадь, % 4,2 ± 0,2 5,0 ± 0,3* 3,8 ± 0,3 3,2 ± 0,2*

Количество (на 0,25 мм2), шт. 1,25 ± 0,05 1,50 ± 0,04* 1,31 ± 0,09 1,35 ± 0,06
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О кончание табл. 3 
E nding tab le  3

Показатели островков Лангерганса
Линия Wistar Линия SHR

Контроль Гипоксия + 
мелатонин Контроль Гипоксия + 

мелатонин

Площадь, мкм2 12 016 ± 198 12 534 ± 217 11 839 ± 191 9420 ± 86*
Диаметр, мкм 104,9 ± 14,6 110,1 ± 7,8 105,1 ± 6,2 94,8 ± 8,7

Количество эндокриноцитов, шт. 117,2 ± 5,1 131,9 ± 5,9* 121,7 ± 6,2 116,1 ± 7,3
Плотность размещения 
эндокриноцитов, шт. на 100 мкм2 0,98 ± 0,06 1,05 ± 0,04 1,03 ± 0,02 1,23 ± 0,04*

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

Известно, что к морфологическим признакам активации эндокринной части ПЖ относят гипертро­
фию и гиперплазию островков Лангерганса, увеличение в них количества эндокриноцитов и др. [9]. Та­
ким образом, сочетанное воздействие ПНГ и мелатонина повышало активность эндокринной функции 
ПЖ у нормотензивных крыс, а у гипертензивных животных, наоборот, снижало.

Ранее нами проведены гистоморфометрические исследования ПЖ крыс линий Wistar и SHR такого же 
возраста после раздельного воздействия ПНГ и мелатонина в осенний период. Было установлено, что 
28-суточное воздействие ПНГ оказывает положительное влияние на морфофункциональное состояние 
ПЖ. Однако воздействие прерывистой гипоксии саногенного уровня активирует функцию экзо- и эндо­
кринной частей железы у нормотензивных крыс (линия Wistar) в большей степени, чем у спонтанно­
гипертензивных (линия SHR) [10]. Выявлено, что введение мелатонина крысам линии Wistar приводит 
к снижению активности экзокринной части ПЖ и повышению активности эндокринной части [12]. 
У крыс линии SHR, получавших мелатонин, наблюдали противоположный эффект -  повышение экзо­
кринной и снижение эндокринной активности ПЖ [13].

Данные литературы о влиянии ПНГ на морфофункциональное состояние ПЖ малочисленны. Боль­
шинство работ посвящены исследованию воздействия гипоксических газовых смесей на эндокринную 
часть железы. Показано, что адаптация крыс к прерывистой гипоксии оказывала благоприятное влия­
ние на углеводный обмен, о чем свидетельствовало снижение уровня глюкозы и повышение уровня 
инсулина в крови при уменьшении продукции глюкагона и соматостатина. Отмечены ингибирование 
процессов разрушения островков и активация образования новых Р-клеток в ацинозной ткани [14]. При 
исследовании эффекта 8-недельного ежедневного 8-часового воздействия умеренной гипоксии (14-15 % 
кислорода) обнаружено значительное снижение уровня глюкозы и инсулина в плазме в тесте на толе­
рантность к глюкозе [15]. Установлено, что периодическая гипоксия повышает толерантность организма 
к глюкозе и чувствительность тканей к инсулину [7; 16]. Показан стимулирующий эффект прерывистой 
гипоксии на некоторые молекулярные механизмы регуляции функции b-эндокриноцитов. В частности, 
продемонстрировано, что воздействие прерывистой гипоксии в течение 2 нед. вызывает у крыс увеличе­
ние площади панкреатических островков на 56 % и количества Р-клеток на 68 % в основном за счет дву­
кратного снижения апоптоза в эндокриноцитах. Выявлен факт пролонгированного действия инсулин- 
стимулирующего эффекта прерывистой гипоксии после окончания гипоксических тренировок [17]. 
В механизме стимулирующего действия прерывистой гипоксии на активность островков Лангерганса 
важная роль отводится индуцируемому гипоксией фактору (HIF). Показано, что пониженное содер­
жание кислорода при культивировании клеток ПЖ способно вызвать их дифференциацию в Р-клетки 
островков с участием HIF-Ы [18]. Обнаружено увеличение численности Р-эндокриноцитов в ответ на 
воздействие интервальной гипоксии [19]. Эти результаты позволяют сделать вывод, что гипоксическая 
тренировка повышает активность ферментов гликолиза, увеличивает количество митохондрий и уро­
вень транспортера глюкозы, а также улучшает чувствительность к инсулину.

Данные литературы свидетельствуют о том, что мелатонин может оказывать непосредственное влия­
ние на секреторную активность Р-клеток островков Лангерганса [20]. В исследованиях ряда авторов 
было показано, что мелатонин активирует пролиферацию Р-клеток, способствует образованию новых 
островков и повышению уровня инсулина в крови. Так, в работе [21] отмечено, что введение крысам 
с моделируемой формой сахарного диабета мелатонина в дозе 10 мг/кг в течение 7 дней восстанавли­
вает морфологическую структуру островков ПЖ, способствует увеличению размеров островков и коли­
чества размещенных в них эндокриноцитов. Другие исследователи отводят мелатонину роль ингибито­
ра синтеза и высвобождения инсулина [22]. Например, в статье [23] показано наличие мелатониновых 
рецепторов на Р-клетках панкреатических островков, при участии которых подавляется продукция
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инсулина. Некоторые авторы считают, что эффекты мелатонина видоспецифичны: он подавляет функ­
цию Р-клеток у грызунов, однако стимулирует их активность у людей [24]. Отдельные исследователи 
предполагают, что мелатонин обладает способностью регенерировать Р-клетки [25; 26]. Кроме того, 
показано, что введение мелатонина в дозе 3 и 5 мг/кг обеспечивает снижение артериального давления 
у лиц, страдающих сахарным диабетом и гипертонической болезнью [6].

Заключение
Таким образом, нами получены новые данные, свидетельствующие о том, что 28-суточное соче­

танное воздействие ПНГ и мелатонина оказывает положительное влияние на морфофункциональное 
состояние экзокринной части ПЖ как у крыс линии Wistar, так и у крыс линии SHR. В то же время 
активность эндокринной функции ПЖ у нормотензивных крыс после такого воздействия повышается, 
а у спонтанно-гипертензивных животных, наоборот, снижается. Полученные результаты необходимо 
учитывать при использовании метода сочетанного воздействия ПНГ и мелатонина в комплексном лече­
нии заболеваний ПЖ у лиц с повышенным артериальным давлением.
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КЛЕТОЧНЫЕ МЕХАНИЗМЫ НАРУШЕНИЯ 
СИНТЕЗА МИНЕРАЛО- И ГЛЮКОКОРТИКОИДОВ 

ЭНДОКРИННЫМ ДИСРАПТОРОМ ДДТ1

Н. В. ЯГЛОВА1, С. С. ОБЕРНИХИН1,
В. В. ЯГЛОВ1, С. В. НАЗИМОВА Я Е. П. ТИМОХИНА1

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

Влияние персистирующих в природе эндокринных дисрапторов на развитие организма представляет со­
бой актуальную проблему. Недавно было установлено, что низкодозовое воздействие дихлордифенилтрихлор- 
этана (ДДТ) нарушает продукцию гормонов надпочечников. Цель работы -  изучение клеточных механизмов на­
рушения синтеза минерало- и глюкокортикоидов при воздействии эндокринного дисраптора ДДТ на развивающийся 
организм в пренатальном и постнатальном периодах онтогенеза. Исследование проведено на самцах крыс линии 
Wistar, подвергавшихся воздействию низких доз ДДТ в пренатальном и постнатальном развитии. Выполнено 
иммуноферментное определение концентрации альдостерона и кортикостерона в сыворотке крови, гистологиче­
ское и электронно-микроскопическое изучение надпочечников крыс в периоде полового созревания (42 сут) и после 
достижения половой зрелости (70 сут). У крыс, развивавшихся в условиях низкодозового воздействия ДДТ, в перио­
де полового созревания выявлены пониженный уровень продукции минералокортикоидов и повышенный уровень 
синтеза глюкокортикоидов. После достижения половой зрелости наметилась тенденция к нормализации уров­
ня обоих гормонов. Морфологическое исследование надпочечников показало меньшую степень развития клу­
бочковой зоны в пубертатном периоде и относительную ее гиперплазию после достижения половой зрелости. 
В наружной части пучковой зоны отмечены нарушения микроциркуляции и очаги некроза. При исследовании

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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ультраструктуры клеток клубочковой зоны был выявлен ряд отличий, свидетельствующих о пониженной функ­
циональной активности клеток в пубертатном периоде. После наступления половой зрелости не наблюдалось 
достоверного уменьшения диаметра митохондрий. Общее количество митохондрий в 1 мкм2 цитоплазмы и доля 
митохондрий с отеком матрикса были меньше, чем в контрольной группе. В пучковой зоне выявлены признаки 
повышенной функциональной активности клеток в ее глубоких слоях. Несмотря на то что динамика возрастных 
изменений в пучковой зоне была такой же, как и в контрольной группе, значения этих показателей оставались 
на более высоком уровне. Таким образом, клеточными механизмами нарушения синтеза минералокортикоидов 
надпочечниками крыс, развивавшихся при пренатальном и постнатальном воздействии эндокринного дисрапто- 
ра ДДТ, являются нарушения функционирования митохондрий и возрастной реорганизации митохондриального 
аппарата, происходящей при переходе от пубертатного периода к половой зрелости. Механизмы повышенной 
продукции глюкокортикоидов также связаны с компенсаторной гиперфункцией митохондрий кортикостероцитов.

Ключевые слова: минералокортикоиды; глюкокортикоиды; митохондрии; эндокринный дисраптор; ДДТ.
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Developmental exposure to persistent endocrine disruptors is o f a great concern. Affection of adrenal hormones pro­
duction by low-dose exposure to dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT) has been revealed recently. Objective of the 
research -  investigation of ultrastructural mechanisms of impaired mineralocorticoid and glucocorticoid production af­
ter prenatal and postnatal exposure to endocrine disruptor DDT. Male Wistar rats exposed to low doses of DDT during 
prenatal and postnatal development were studied. Aldosterone and corticosterone levels in serum were measured by 
enzyme-linked immunosorbent assay, histological examination and electron microscopy of the adrenals were performed. 
Pubertal rats, developmentally exposed to low doses of DDT, demonstrated lowered aldosterone and elevated cortico­
sterone serum levels. After puberty the rats showed tendency to normalization of hormones’ production. Morphological 
examination of the adrenals revealed less developed zona glomerulosa in pubertal period and its relative hyperplasia after 
puberty. Microcirculatory disorders and focal cell death were observed in outer zona fasciculata. Electron microscopy 
of glomerulosa cells found signs of suppressed secretory activity in pubertal period and no significant reduction of mito­
chondria size in adult rats. Total number of mitochondria in 1 pm2 of cytoplasm and percent of mitochondria with swollen 
matrix were diminished compared to the control. Cells of inner zona fasciculata demonstrated increased functional acti­
vity. Age-dependent changes in fine structure of fasciculata cells were similar to the control, but were more pronounced. 
In this way, cellular mechanism of impaired mineralocorticoid production in rats prenatally and postnatally exposed to 
low doses of endocrine disruptor DDT, are insufficient mitochondrion function and impaired reorganization of mitochond­
rial apparatus, which occurs during pubertal period. Mechanisms of elevated glucocorticoid secretion are attributed to 
enhanced function of mitochondria in fasciculata cells.

Keywords: mineralocorticoids; glucocorticoids; mitochondrion; endocrine disruptor; DDT.
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Введение
Влияние эндокринных дисрапторов на организм человека и животных -  существенный компонент 

антропогенной нагрузки [1]. Нарушение стероидогенеза в корковом веществе надпочечников при воз­
действии эндокринных дисрапторов на развивающийся организм является актуальной медико-социаль­
ной проблемой, значимость которой обусловлена глобальностью и перманентностью такого воздействия 
в последние десятилетия [2]. Среди большого числа эндокринных дисрапторов наиболее опасны для био­
сферы стойкие персистирующие вещества, к которым относится дихлордифенилтрихлорэтан (ДДТ) [3].
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ДДТ обладает антиандрогенными, проэстрогенными и антитиреоидными свойствами [4; 5]. Его влияние 
на развитие и функционирование надпочечников изучено в меньшей степени. В наших предыдущих ис­
следованиях мы показали, что воздействие ДДТ вызывает различные по длительности нарушения секре­
ции альдостерона и кортикостерона [6]. Механизмы, лежащие в основе этих нарушений, неизвестны, что 
требует проведения комплексных биохимических, молекулярных и морфологических исследований.

Цель работы -  изучение ультраструктурных механизмов нарушения продукции минерало- и глюко­
кортикоидов при воздействии эндокринного дисраптора ДДТ на развивающийся организм в пренаталь­
ном и постнатальном периодах онтогенеза.

Материалы и методы исследования
Исследование выполнено на самцах крыс линии Wistar. Пренатальное и постнатальное воздейст­

вие эндокринного дисраптора на развивающийся организм осуществлялось путем замены самкам 
с момента ссаживания с самцами и до окончания подсосного периода у потомства питьевой воды на 
раствор о,п-ДДТ (Sigma-Aldrich, США) с концентрацией 20 мкг/л. С 3-недельного возраста потомство 
(п = 24) самостоятельно потребляло аналогичный раствор ДДТ. Суточное потребление ДДТ беремен­
ными самками составляло (2,70 ± 0,19) мкг/кг, во время лактации -  (2,47 ± 0,11) мкг/кг, самостоя­
тельное потребление достигало (3,30 ± 0,14) мкг/кг в сутки, что соответствует фоновому воздействию 
ДДТ на организм человека с учетом особенностей его метаболизма у крысы [7]. Контрольной группой 
служило потомство мужского пола, рожденное интактными самками (п = 24). ДДТ, его метаболиты 
и родственные хлорорганические соединения в потребляемых воде и корме отсутствовали, что было 
подтверждено методом газожидкостной хроматографии и масс-спектрометрии. Животных выводили из 
эксперимента передозировкой золетила на 42-е сутки (пубертатный период) и 70-е сутки (постпубер­
татный период), когда надпочечник крысы достигает своего максимального развития (п = 12 в каждой 
группе) [8]. Эксперимент одобрен этическим комитетом НИИ морфологии человека и проведен в соот­
ветствии с нормами действующего законодательства.

Концентрацию альдостерона и кортикостерона в сыворотке крови крыс определяли методом иммуно­
ферментного анализа с использованием коммерческих наборов (Cusabio, Китай). Гистологическое 
исследование экваториальных срезов органа, окрашенных гематоксилином и эозином, проводили ме­
тодом световой микроскопии на микроскопе Leica DM2500 (LeicaMicrosystems, Германия). Для элект­
ронно-микроскопического исследования надпочечники фиксировали в 2,5 % растворе глутарового 
альдегида с постфиксацией в 1 % растворе тетраокиси осмия. После стандартной проводки заливали 
в смесь эпона и аралдита. Полутонкие и ультратонкие срезы изготавливали с помощью ультрамикро­
тома PowerTome (RMC Boeckeler, США). Срезы исследовали на трансмиссионном электронном микро­
скопе Libra 120 (Carl Zeiss, Германия). Морфометрические и ультраморфометрические исследования 
проводили с использованием программы ImageScope (LeicaMicrosystems).

Статистическую обработку осуществляли с помощью пакета прикладных программ Statistica 7.0 
(StatSoft Inc., США). Центральные тенденции и рассеяния количественных признаков, имеющих при­
ближенно нормальное распределение, описывали средним значением и стандартной ошибкой среднего 
значения (М ± m). Сравнение независимых групп по количественному признаку выполняли с помощью 
t-критерия Стьюдента с учетом значений критерия Левена о равенстве дисперсий и критерия %2 Раз­
личия считали статистически значимыми прир  < 0,01.

Результаты и их обсуждение
У крыс, развивавшихся в условиях воздействия низких доз ДДТ, в периоде полового созревания вы­

явлен пониженный уровень продукции альдостерона (см. таблицу).
Гистологическое исследование экваториальных срезов надпочечников выявило меньшую площадь 

клубочковой зоны по сравнению с контролем (рис. 1; рис. 2, а). Ее клетки имели небольшой размер, 
слабооксифильную просветленную цитоплазму и округлые крупные ядра. Электронно-микроскопиче­
ское исследование показало, что размеры и количество митохондрий в единице площади цитоплазмы 
статистически значимо не отличались от значений контрольной группы. Однако процент митохондрий 
с отеком матрикса и объем липидных включений в цитоплазме были значительно меньше, чем в конт­
роле (рис. 3).

После достижения половой зрелости у крыс контрольной группы отмечалось увеличение продук­
ции альдостерона на фоне уменьшения размеров клубочковой зоны (см. таблицу, рис. 1). В клетках 
наблюдались значительные ультраструктурные изменения, заключающиеся в увеличении числа мито­
хондрий и уменьшении их размера. Отек матрикса митохондрий встречался реже, чем в пубертатном 
возрасте. Содержание липидных включений тоже уменьшилось (см. рис. 3).
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Концентрация минерало- и глюкокортикоидов в сыворотке крови крыс 
контрольной группы и крыс, развивавшихся при воздействии эндокринного дисраптора ДДТ, 

в пубертатном периоде (возраст 42 сут) и после достижения половой зрелости (возраст 70 сут) (M ± т )
Serum concentrations of mineralocorticoid and glucocorticoid hormones 

in pubertal (age 42 d) and postpubertal (age 70 d) control rats and developmentally 
exposed to endocrine disruptor DDT (M ± m)

Гормоны Контрольная группа
Группа животных, развивавшихся 

в условиях низкодозового 
воздействия ДДТ

Альдостерон, пг/мл: 
в пубертатном периоде 
после достижения половой зрелости

138,59 ± 12,11 
264,95 ± 16,93#

41,50 ± 2,02* 
227,34 ± 14,33#

Кортикостерон, нг/мл: 
в пубертатном периоде 
после достижения половой зрелости

402,47 ± 27,64 
261,63 ± 20,42#

520,39 ± 35,64* 
289,89 ± 18,93#

П римечание. * - р < 0,01 при сравнении с контрольной группой; # - р < 0,01 при сравнении с предыдущим
сроком исследования.

У крыс, развивавшихся в условиях воздействия низких доз ДДТ, также выявлены повышение про­
дукции альдостерона и тенденция к нормализации его концентрации в сыворотке крови (см. таблицу). 
Площадь клубочковой зоны увеличилась по сравнению с предыдущим сроком исследования и превы­
сила значения контрольной группы (см. рис. 1). После достижения половой зрелости увеличилось и ко­
личество митохондрий в единице площади цитоплазмы, но в гораздо меньшей степени, чем в контроле. 
При этом размеры митохондрий изменялись незначительно. Процент митохондрий с отеком матрикса, 
как и в пубертатном периоде, был ниже, чем в контрольной группе. Уменьшилось содержание липид­
ных включений в цитоплазме клеток (см. рис. 3).

Концентрация кортикостерона в сыворотке крови крыс, развивавшихся в условиях воздействия 
низких доз ДДТ, в пубертатном периоде была повышенной по сравнению с контролем (см. таблицу). 
Размеры пучковой зоны не отличались от контрольных значений (см. рис. 1), но в ее наружной части 
отмечались расширение капилляров, обтурация их просветов эритроцитами, очаговые кровоизлияния 
и гибель клеток (см. рис. 2, б). Ультраструктурные исследования показали, что в более глубоких участ­
ках пучковой зоны клетки характеризовались увеличением диаметра и количества митохондрий, а также 
процента митохондрий с отеком матрикса (рис. 4).

Клубочковая зона Пучковая зона
■  Контроль ДДТ

Рис. 1. Отличия возрастных изменений размеров клубочковой и пучковой зон 
у крыс, развивавшихся при воздействии эндокринного дисраптора ДДТ 

(M ± m; * - р < 0,01 при сравнении с контрольной группой;
# - р < 0,01 при сравнении с предыдущим сроком исследования)

Fig. 1. Differences in age-dependent changes in sizes of zona glomerulosa 
and zona fasciculata in rats developmentally exposed to endocrine disruptor DDT 

(M ± m; * - р < 0.01 compared to control; * - р < 0.Q1 compared to the previous term of exposure)
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Рис. 2. Структура клубочковой и пучковой зон коркового вещества надпочечников 
крыс пубертатного возраста, принадлежавших к контрольной группе (а) 

и развивавшихся при воздействии эндокринного дисраптора ДДТ (б): 
а -  клубочковая зона (обозначена черной скобкой) хорошо развита и представлена клетками 

с округлыми ядрами и слабооксифильной цитоплазмой, пучковая зона состоит из 
крупных клеток с умеренно оксифильной гетерогенной цитоплазмой; 

б -  клубочковая зона имеет меньшую толщину, ее клетки характеризуются полиморфизмом 
и гиперхромазией ядер, просветлением цитоплазмы, в наружной части пучковой зоны 

наблюдаются клетки с гиперхромными ядрами и выраженной оксифилией цитоплазмы, 
а также группы клеток более крупного размера с просветленной цитоплазмой, слабо окрашенными 

ядрами с нечетким неровным контуром (указаны голубыми стрелками), сосуды микроциркуляторного 
русла расширены, их просветы заполнены эритроцитами (указаны черными стрелками).

Окраска гематоксилином и эозином, увеличение *400
Fig. 2. Histology of adrenocortical zona glomerulosa and zona fasciculata in pubertal control rats (a) 

and rats developmentally exposed to endocrine disruptor DDT (b): 
a -  zona glomerulosa (black bracket) is well developed and is formed by cells with round-in-shape nuclei 

and slightly eosinophylic cytoplasm, zona fasciculata cells demonstrate larger size 
and moderate oxiphylic cytoplasm; b -  narrow zona glomerulosa composed of pleomorphic cells 
with hyperchromatic nuclei and enlightened cytoplasm, the outer zona fasciculata exhibits cells 
with hyperchromatic nuclei and strong eosinophylic cytoplasm as well as groups of bigger cells 

with enlightened cytoplasm, irregularly shaped pale nuclei with fuzzy outline (blue arrow), 
microcirculatory vessels are dilated and erythrocites-filled (black arrow).

Haematoxylin and eosin staining, magnification *400

После достижения половой зрелости концентрация кортикостерона в сыворотке крови крыс конт­
рольной группы уменьшилась, несмотря на значительное увеличение размеров пучковой зоны (см. таб­
лицу, рис. 1). Электронно-микроскопическое исследование выявило уменьшение числа митохондрий 
в клетках наряду с увеличением их размера и снижением процента митохондрий с отеком матрикса 
(см. рис. 4).

У крыс, подвергавшихся воздействию эндокринного дисраптора, концентрация кортикостерона в сы­
воротке крови уменьшилась и не отличалась от контрольных значений крыс аналогичного возраста 
(см. таблицу). Размеры пучковой зоны увеличились по сравнению с предыдущим сроком исследования 
и соответствовали контролю (см. рис. 1). При электронно-микроскопическом исследовании обнару­
жены аналогичные ультраструктурные изменения в клетках. Количество митохондрий в единице пло­
щади цитоплазмы уменьшилось, но превышало контрольные значения. Размеры митохондрий увели­
чились и не отличались от таковых в контрольной группе. А процент митохондрий с отеком матрикса 
не изменился и значительно превышал значения контрольных животных. Отличием было уменьшение 
липидных включений в цитоплазме (см. рис. 4).

Известно, что действие эндокринных дисрапторов может разобщать функциональную связь между 
уровнем продукции альдостерона и концентрацией калия, а также ангиотензина II, что обусловлено 
нарушением транскрипции генов, участвующих в обеспечении регуляции деятельности коркового ве­
щества надпочечников [9; 10]. Это указывает на необходимость изучения не только биохимических, но 
и цитофизиологических механизмов дисрапторного действия. Настоящее исследование показало, что 
снижение продукции альдостерона в пубертатном периоде при развитии организма в условиях низко- 
дозового воздействия эндокринного дисраптора ДДТ обусловлено как отставанием в развитии клубоч­
ковой зоны, так и пониженной функциональной активностью ее клеток. После достижения половой 
зрелости в норме происходило усиление функциональной активности клеток клубочковой зоны, что 
подтверждала реорганизация митохондриального аппарата с увеличением числа митохондрий в цито-
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42 сут 70 сут 42 сут 70 сут

Контроль ДДТ

Рис. 3. Отличия в ультраструктуре клеток клубочковой зоны у крыс, развивавшихся 
при воздействии эндокринного дисраптора ДДТ 

(M ± m; * - р  < 0,01 при сравнении с контрольной группой;
# - р  < 0,01 при сравнении с предыдущим сроком исследования)

Fig. 3. Differences in glomerulosa cells fine structure 
in rats developmentally exposed to endocrine disruptor DDT 

(M ± m; * - р  < 0.01 compared to control;
# - р  < 0.01 compared to the previous term of exposure)

плазме и одновременным уменьшением их размера. Настоящее исследование выявило подобные изме­
нения в контрольной группе. У животных, развивавшихся при воздействии ДДТ, возрастные изменения 
ультраструктуры клеток были выражены в меньшей степени, что отражает их незрелость. Митохонд­
рии являются весьма пластичными органеллами, способными к адаптивной перестройке [11]. Вероят­
но, именно неспособность к перестройке органелл, обеспечивающих секреторный процесс, обуслови­
ла гиперплазию клубочковой зоны. В пользу этого предположения свидетельствует то, что, несмотря 
на большие размеры клубочковой зоны, амплитуда увеличения продукции минералокортикоидов была 
меньше, чем у крыс контрольной группы. Схожие изменения мы наблюдали и в фолликулярном эпите­
лии щитовидной железы при воздействии низких доз ДДТ, когда нормализация секреторных процессов 
достигалась за счет повышения пролиферации, а не экспрессии ключевых молекул, ответственных за 
синтез гормонов, несмотря на повышенный уровень секреции тиреотропного гормона [12]. Эти данные 
подтверждают нарушения биогенеза митохондрий при развитии организма в условиях низкодозового 
воздействия ДДТ и указывают на механизм действия эндокринного дисраптора.

Исследование ультраструктуры клеток пучковой зоны показало, что деструктивные изменения в ее 
наружной части, выявленные в пубертатном периоде, вызывали реактивное усиление стероидогенеза 
в ее более глубоких участках, что полностью подтверждает повышенный уровень глюкокортикоидов. 
После достижения половой зрелости изменения ультраструктуры клеток пучковой зоны у крыс конт­
рольной группы были противоположны таковым в клубочковой зоне. Это связано с активным ростом 
пучковой зоны, т. е. увеличением числа ее клеток, что не требовало перестроек митохондриального 
аппарата для интенсификации функциональной активности. У крыс, подвергавшихся воздействию 
ДДТ, структура пучковой зоны после достижения половой зрелости была восстановлена, ее развитие 
соответствовало контрольным параметрам. Но ультраструктурные характеристики клеток, такие как
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42 сут 70 сут 42 сут 70 сут

Контроль ДДТ

Рис. 4. Отличия в ультраструктуре клеток пучковой зоны у крыс, 
развивавшихся при воздействии эндокринного дисраптора ДДТ 

(M ± m; * - р  < 0,01 при сравнении с контрольной группой;
# - р  < 0,01 при сравнении с предыдущим сроком исследования)

Fig. 4. Differences in fasciculata cells fine structure 
in rats developmentally exposed to endocrine disruptor DDT 

(M ± m; * - р  < 0.01 compared to control; # - р  < 0.01 compared to the previous term of exposure)

количество митохондрий в единице площади цитоплазмы и процент митохондрий с отеком матрикса, 
соответствовали таковым у крыс контрольной группы в пубертатном периоде. Большее число митохон­
дрий в цитоплазме клеток, чаще наблюдаемый отек матрикса и меньшее содержание липидных вклю­
чений по сравнению с возрастным контролем свидетельствуют о необходимости клеток функциониро­
вать более активно, что указывает на возможное снижение активности стероидогенных ферментов под 
воздействием дисраптора как причину ультраструктурных перестроек.

Заключение
Клеточными механизмами нарушения синтеза минералокортикоидов надпочечниками крыс, разви­

вавшихся при пренатальном и постнатальном воздействии эндокринного дисраптора ДДТ, являются 
нарушения функционирования митохондрий и возрастной перестройки митохондриального аппарата, 
происходящей при переходе от пубертатного периода к половой зрелости. Механизмы повышенной 
продукции глюкокортикоидов также связаны с компенсаторной гиперфункцией митохондрий кортико- 
стероцитов.
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БИОСОВМЕСТИМОСТЬ ДЕЦЕЛЛЮЛЯРИЗИРОВАННОГО 
СКАФФОЛДА ПЕЧЕНИ В ИССЛЕДОВАНИЯХ in v itro 1

М. Ю. Ю РКЕВИЧ1, А. Д. ДУБКО1\
Д. Б. НИЖЕГОРОДОВА1'’, М. В. Л О Б А Й \ М. М. ЗАФРАНСКАЯ1'1

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

Создание многокомпонентных тканеинженерных конструкций на основе децеллюляризированного скаффолда -  
перспективная альтернатива органной трансплантации при терминальной стадии печеночной недостаточности. 
Представлена технология децеллюляризации печени крыс, заключающаяся в перфузии 0,1 % раствора додецил- 
сульфата натрия через воротную вену. Установлено отсутствие цитотоксического эффекта децеллюляризирован- 
ного скаффолда на аллогенные культуры спленоцитов и мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки. 
Полученные скаффолды печени обладают биосовместимостью, подтвержденной в культурах клеток, и соответ­
ствуют основным критериям, предъявляемым к клеточным носителям, что позволяет использовать их в тканевой 
инженерии для создания многоклеточных тканеинженерных конструкций печени.

Ключевые слова: децеллюляризация; перфузионно-детергентный метод; скаффолд печени; биосовместимость; 
мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки; спленоциты.
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BIOCOMPATIBILITY OF A  DECELLULARIZED 
LIVER SCAFFOLD IN STUDIES in v itro
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The development of multicomponent threedimensional structures based on decellularized tissue is a perspective al­
ternative for organ transplantation in end-stage liver disease. The technology of rat liver decellularization is presented 
which consist in sequential perfusion of organ through the portal vein and use of 0.1 % sodium dodecyl sulfate as an active 
solution. The absence of the cytotoxic effect o f decellularized scaffolds on allogeneic splenocytes and multipotent me­
senchymal stromal cells was established. The obtained liver scaffolds are biocompatible in cells cultures and correspond 
criteria for cell carriers.

Keywords: decellularization; perfusion-detergent method; liver scaffold; biocompatibility; multipotent mesenchymal 
stromal cells; splenocytes.
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Введение
На сегодняшний день использования стандартных терапевтических подходов при терминальной 

стадии заболеваний печени все еще недостаточно и смертность остается на уровне 80-90 %. Широ­
кое распространение ортотопической и вспомогательной (частичной) пересадки печени ограничено 
дефицитом донорских органов, отсутствием эффективных методик длительного хранения печени, 
плохой приживляемостью трансплантата, а также частым развитием осложнений, связанных с от­
торжением или недостаточным функционированием органа. Использование эфферентных (аппарат­
ных) методов при терминальной печеночной недостаточности обеспечивает лишь временную деток­
сикацию организма и незначительно стимулирует регенеративные процессы [1; 2]. В связи с этим 
актуальной задачей выступает поиск альтернативных подходов, одним из которых является клеточ­
ная терапия [3-8].

Проведены как экспериментальные, так и клинические исследования трансплантации различных ти­
пов клеток (гепатоцитов [5-7], мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток (ММСК) [8] и др.) 
при острой и хронической печеночной недостаточности [5; 6; 8], наследственных метаболических нару­
шениях [7]. Однако практически во всех случаях клеточная терапия не обеспечивала стабильный тера­
певтический эффект: наблюдалась временная нормализация печеночных функций, продолжительность 
которой варьировалась от нескольких дней до 6-18 мес. Кроме того, отмечался крайне низкий уровень 
приживляемости клеток (менее 1 % от всех введенных клеток), что связано с отсутствием условий для 
их прикрепления и контактного взаимодействия с последующим формированием de novo анатомически 
функциональной структуры [1; 5-7].

Современный этап разработок в области терапии заболеваний печени связывают с использованием 
клеточных культур в составе тканеинженерных конструкций (скаффолдов) [9; 10]. Скаффолды должны 
обладать рядом свойств, дающих возможность сформировать полноценную ткань: биосовместимостью 
и отсутствием иммунологического отторжения, адгезивной поверхностью, способствующей прикреп­
лению и пролиферации клеток, пористостью, нетоксичностью [3; 9; 10]. Каркасы из синтетических 
материалов не позволяют повторить необходимые архитектуру, микро- и наноструктурные особенности 
и функциональную активность нативных тканей [11]. В связи с этим в регенеративной медицине преи­
мущество отдается биологическим конструкциям, включающим в себя компоненты нативной ткани, 
полученные различными методами децеллюляризации (экстракция детергентами или ферментами, про­
мывание гипотоническими и гипертоническими растворами, разрушение ультразвуком, механическое 
давление, чередование циклов замораживание -  оттаивание и т. д.) [12-15].

Децеллюляризация целого органа или его части позволяет получить соединительнотканный каркас 
с сохраненными архитектоникой печеночного матрикса и проходимостью сосудистого русла. При этом
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в ткани сохраняются внеклеточные элементы (коллаген, фибронектин, ламинин, гликозаминогликаны, 
протеогликаны), выступающие в роли сайтов прикрепления, а также факторы роста, миграции и диф- 
ференцировки клеток (эндотелиальный фактор роста сосудов, инсулиноподобный фактор роста, фак­
тор роста гепатоцитов и др.) [13]. Важным показателем децеллюляризированных скаффолдов является 
их биосовместимость, оцениваемая в культурах клеток и на экспериментальных моделях у лаборатор­
ных животных [16].

Цель исследования заключалась в модификации технологии децеллюляризации печени перфузионно- 
детергентным методом и оценке биосовместимости полученных скаффолдов в аллогенных культурах 
клеток.

Материалы и методы исследования
Дизайн исследования. Экспериментальное исследование включало следующие этапы: получение 

скаффолда методом децеллюляризации ткани печени, гистологическое исследование конечного про­
дукта, определение содержания остаточной ДНК, оценку биосовместимости в клеточных культурах 
ММСК и спленоцитов.

Материалы и оборудование. В работе использовались гепаринат натрия (РУП «Белмедпрепара- 
ты», Беларусь), 0,9 % раствор натрия хлорида (РУП «Белмедпрепараты»), вода дистиллированная, под­
готовленная по требованиям ГОСТ 6709-72, фиколл-верографин (Sigma, Германия), коллагеназа типа IV 
(Sigma), эмбриональная телячья сыворотка (Capricorn Scientific, Германия), минимальная среда Игла 
с низким содержанием глюкозы, модифицированная по способу Дульбекко (DMEM, Gibco, США), смесь 
антибиотиков и антимикотика (бензилпенициллин натрия, стрептомицина сульфат, неомицина сульфат, 
Lonza, США), L-глутамин (Lonza), додецилсульфат натрия (SDS, Sigma), диметилсульфоксид (Sigma), ге­
матоксилин (Россия), спиртовой раствор эозина (Россия), железный гематоксилин Вейгерта (Россия), 4',6- 
диамидино-2-фенилиндол (DAPI, Sigma), набор Annexin V -  FITC Apoptosis Detection Kit (BD Pharmingem, 
США), культуральные чашки Петри, пробирки культуральные на 15 и 50 мл, медицинские инструменты -  
пинцеты, зажимы, хирургические ножницы, периферический венозный катетер 18G.

Применяемое оборудование: ламинарный бокс класса защиты II (ОДО «Белаквилон», Беларусь), 
СО2-инкубатор СО2CELL 50 (MMM Group, Германия), перистальтический насос, центрифуга лабора­
торная Liston С 2201 (ООО «Листон», Россия), инвертированный флуоресцентный микроскоп BS-2036F 
(BestScope, Китай), проточный цитометр CytoFLEX (Beckman Coulter, США), дозаторы автоматические 
(Thermo Scientific, Россия).

Лабораторные животные. Экспериментальные исследования проводили на половозрелых лабора­
торных крысах (масса тела 220-280 г) с соблюдением положений Европейской конвенции о защите по­
звоночных животных, используемых для экспериментов или в иных научных целях (Страсбург, 1986), 
и в соответствии с Ветеринарно-санитарными правилами по приему, уходу и вскрытию подопытных 
животных в вивариях научно-исследовательских институтов, станциях, лабораториях, учебных заведе­
ниях, а также в питомниках (утверждены постановлением Министерства сельского хозяйства и продо­
вольствия Республики Беларусь от 21 мая 2010 г. № 36).

Клеточные культуры. В работе использовались культуры ММСК, полученные согласно стандартно­
му протоколу ферментативной дезагрегации жировой ткани (0,075 % раствор коллагеназы типа IV) [17], 
а также спленоциты, выделенные путем центрифугирования гомогената селезенки на градиенте плотнос­
ти фиколл-верографина (р = 1,083 г/см3).

Децеллюляризация печени крыс. На фоне тиопенталового наркоза (интракардиальное введение 
45 мг тиопентала натрия на 1 кг веса) проводили срединную и поперечную лапаротомию лабораторных 
животных, края раны фиксировали, катетеризировали нижнюю полую и воротную вены, на остальные 
сосуды накладывали швы. В сосудистую систему печени вводили 2000 ЕД гепарината натрия в охлажден­
ном до 4 °С растворе лактата Рингера. Далее печень отделяли от связочного материала, помещали в ем­
кость с дистиллированной водой и перфузировали 0,1 % раствором SDS. Подачу раствора со скоростью 
25 мл/мин осуществляли с помощью перистальтического насоса через катетер воротной вены. Систему 
отведения подключали к катетеру нижней полой вены. Перфузию останавливали при полной диссоциа­
ции клеток печени, которую оценивали эмпирически на основе изменения окраски и прозрачности ор­
гана. Для очищения сосудистого русла от децеллюляризирующего раствора и тканевого детрита ткань 
перфузировали дистиллированной водой, содержащей 1 % смеси антибиотиков и антимикотика.

Анализ содержания ДНК в децеллюляризированном скаффолде. Образцы децеллюляризирован­
ного скаффолда лизировали в 1 мл буферного раствора, содержащего 100 ммоль/л NaCl, 10 ммоль/л 
трис-HCL, 25 ммоль/л ЭДТА, 0,5 % SDS, в течение 16-18 ч при 37 °С в условиях постоянного поме­
шивания. Далее образцы центрифугировали (1 мин, 3000 об/мин) в 1 мл фенол-хлороформной смеси
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(фенол, хлороформ и изоамиловый спирт в соотношении 25 : 24 : 1, pH 7,5-8,5). Полученные водные фазы 
последовательно центрифугировали в 1 мл раствора 8 моль/л ацетата аммония (20 мин, 14 000 об/мин, 
4 °С) и 1 мл изопропанола (10 мин, 14 000 об/мин, 4 °С). Осадки ДНК отмывали в 0,7 мл 70 % раствора 
этилового спирта (10 мин, 14 000 об/мин, 4 °С). После удаления жидкой части и полного высыхания 
осадка (5-10 мин) к образцам добавляли 0,05 мл деионизированной воды. Измерение концентраций 
ДНК осуществляли на спектрофотометре серии NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) при длинах волн 260 
и 280 нм.

Исследование биосовместимости скаффолда in vitro. На сегменты децеллюляризированного скаф­
фолда размером 10 X 5 мм, помещенные в лунки 24-луночного планшета, вносили ММСК первого пас­
сажа в концентрации 4 • 104 клеток на лунку или суспензию спленоцитов в концентрации 5 • 105 клеток 
на лунку. Культивирование осуществлялось 13 дней при условиях 37 °С и 5 % СО2 в питательной среде 
DMEM, содержащей 10 % инактивированной эмбриональной телячьей сыворотки, 2 ммоль/л L-глутамина 
и 1 % смеси антибиотиков и антимикотика.

Оценка жизнеспособности клеток. Жизнеспособность ММСК оценивали методом флуоресцент­
ной микроскопии с использованием 1 мкг/мл DAPI (спектр возбуждения 360-370 нм, диапазон эмис­
сии 420-470 нм). Спленоциты окрашивали пропидий йодидом и антителами к аннексину V, меченны­
ми флуоресцеином, с регистрацией результатов на проточном цитометре на 50 000 событий.

Рецеллюляризация скаффолда печени. Рецеллюляризация скаффолда осуществлялась путем парен­
химатозного введения суспензии ММСК жировой ткани первого пассажа в полной питательной среде. 
Концентрация ММСК составляла 2,5 • 105 клеток на 1 мл в зависимости от объема используемого сегмен­
та. Рецеллюляризированные скаффолды на 72 ч помещались в среду DMEM (37 °С и 5 % СО2).

Г истологическое исследование. Образцы децеллюляризированной ткани до и после рецеллюляри- 
зации фиксировали в 10 % нейтральном забуференном формалине, обезвоживали в спиртах восходящей 
крепости и фиксировали в парафине. Изготовленные срезы толщиной 5 мкм окрашивали гематокси­
лином и эозином с последующей микроскопической оценкой результатов. Морфометрическое иссле­
дование проводили на микроскопе Leica DMLS (Германия) с цифровой видеокамерой JVC (Япония) 
(разрешающая способность 7 Мп) с помощью программы для анализа и обработки изображений Leica 
QWin (версия 1.56). Количество клеток подсчитывалось в шести неперекрывающихся полях зрения.

Статистическая обработка результатов. Полученные результаты анализировались с использова­
нием стандартного пакета прикладных программ Statistica 8.0. Данные представляли в виде медианы, 
нижнего и верхнего квартилей (25-75-й процентили). Для оценки различий между двумя группами ис­
пользовали непараметрический ^-критерий Манна -  Уитни. Различия считались статистически значи­
мыми при р  < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Процесс децеллюляризации органа направлен на удаление всех антигенных структур (нуклеиновых 

кислот, клеточных мембран, цитоплазматических структур и т. д.) из ткани без повреждения сети экс- 
трацеллюлярного матрикса и нарушения его целостности. Степень удаления клеточных компонентов 
варьирует в зависимости от пути доставки перфузионного раствора в ткани, типа используемого детер­
гента и времени его экспозиции [12-15].

В рамках данного исследования образцы печени лабораторных крыс перфузировали 0,1 % раство­
ром SDS через воротную вену, что обеспечивало эффективную доставку анионного детергента к клет­
кам. При визуальном осмотре децеллюляризированные скаффолды характеризовались прозрачностью 
и однородностью с визуализирующимися в толще контурами сосудов и сохранной капсулой Глиссона 
(рис. 1, а). Согласно данным гистологического исследования взаимная ориентация волокон внекле­
точного матрикса в децеллюляризированной ткани не отличалась от таковой в нативных органах, об­
наруживались лишь единичные разрывы, отсутствовали признаки деградации коллагеновых волокон 
и тканевого отека (см. рис. 1, б -  г). Сохранность сосудистой сети, наличие целостного внеклеточного 
матрикса, формирующего естественную клеточную нишу, а также пространственная архитектоника 
ткани скаффолдов позволяют в дальнейшем осуществлять их успешную рецеллюляризацию различны­
ми типами клеток (ММСК, гепатоцитами, эндотелиальными клетками, непаренхиматозными клетками 
печени и др.).

Децеллюляризированные скаффолды не должны содержать клеток, включая клеточные компоненты -  
цитоплазму и ядра. Их присутствие в матриксе может приводить к нарушению клеточной биосовмести­
мости in vitro и вызывать нежелательные реакции в условиях in vivo. С. Ф. Бадилак с соавторами (2011) 
на основе результатов оценки эффективности применения скаффолдов на клеточном и организменном 
уровнях выделил следующие минимальные критерии для оценки децеллюляризации: содержание
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ДНК менее 50 нг в 1 мг сухого веса внеклеточного матрикса; наличие фрагментов ДНК длиной менее 
200 пар нуклеотидов; отсутствие видимого ядерного материала в срезах ткани, окрашенных гематоксили­
ном и эозином или другими красителями [15]. Г истологическая оценка не выявила ядерного или цитоплаз­
матического окрашивания в полученных децеллюляризированных образцах (см. рис. 1, б -  г) при сохран­
ной пористой структуре ткани. Концентрация ДНК в скаффолдах соответствовала 0,13 (0,08-0,35) нг/мг, 
что составляло менее 1 % от количества ДНК в нативной ткани (529,06 (527,03-541,09) нг/мг, р  < 0,01) 
(см. рис. 1, д).

При культивировании ММСК жировой ткани на подложке из децеллюляризированной ткани клетки 
адгезировались к скаффолду в течение 24 ч, что соответствует степени адгезии к лабораторному плас­
тику. Кроме того, ММСК, культивируемые на децеллюляризированных скаффолдах, сохраняли типич­
ную для монослойных культур веретеновидную морфологию, а также характеризовались сходной с на­
тивными клетками пролиферативной активностью (рис. 2). Жизнеспособность ММСК в присутствии 
скаффолда варьировала от 92 до 99 % (95 (93-99) % по медиане) и не отличалась от аналогичного 
показателя для нативных культур (96 (92-99) %, р  > 0,05). Морфологические особенности, высокая 
жизнеспособность и пролиферативный потенциал сохранялись в ММСК, культивируемых на подложке 
из децеллюляризированной ткани, на протяжении всего периода наблюдения.

Децеллюляризированная ткань не обладала цитотоксичностью в отношении аллогенных сплено- 
цитов (рис. 3). На 4-й день совместного культивирования количество некротических спленоцитов на 
сегментах скаффолда составляло 1-2 % (1,2 (0,8-1,6) %), количество апоптотических клеток не пре­
вышало 13 % (10,6 (7,5-12,0) %), что соответствовало результатам, полученным в нативных культурах 
спленоцитов (1,0 (0,5-1,5) и 8,9 (6,3-11,2) % соответственно, р  > 0,05).

При культивировании ММСК в трехмерных условиях скаффолда также наблюдалось прикрепление 
клеток к соединительнотканным структурам матрикса (рис. 4). Выход клеток из скаффолда через 72 ч 
после его заселения путем паренхиматозной инъекции не превышал 10 % (8,0 (5,6-9,1) % по медиане). 
В гистологических препаратах рецеллюляризированных скаффолдов наблюдалось диффузное располо­
жение клеток, количество которых, по данным морфометрического исследования, варьировалось от 5 
до 17 (8 (6-11) ММСК) в поле зрения.

Представленные данные свидетельствуют о биосовместимости полученных перфузионно-детер- 
гентным методом децеллюляризированных скаффолдов печени с культурами клеток и указывают на 
отсутствие у них цитотоксических свойств, что возможно лишь в случае надлежащей элиминации из 
ткани печени клеточных элементов и детергентов, используемых для перфузии.

Рис. 1. Внешний вид (а) и гистологическая структура скаффолда (б -  нативная ткань, увеличение х20; 
в -  децеллюляризированная ткань, увеличение х20; г -  децеллюляризированная ткань, увеличение х5;

окраска гематоксилином и эозином, световая микроскопия), содержание остаточной ДНК (д)
Fig. 1. The appearance (a) and the histological structure of the scaffold (b -  native tissue, magnification х20; 

c -  decellularized tissue, magnification х20; d -  decellularized tissue, magnification х5; 
hematoxylin eosin staining, light microscopy), residual DNA content (e)
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Рис. 2. Морфология ММСК, культивируемых в стандартных условиях в течение 10 дней 
в отсутствие (а) и в присутствии (б) подложки из децеллюляризированного скаффолда печени. 

Фазово-контрастная микроскопия, увеличение х40
Fig. 2. The morphology of MMSCs in the absence (a) and the presence (b) 

of a decellularized liver scaffold on the 10th cultivation day 
under standard conditions. Phase-contract microscopy, magnification х40

ala 6!b

Annexin V -  FITC

Рис. 3. Репрезентативные диаграммы проточной цитометрии, 
отражающие экспрессию пропидий йодида и аннексина V в спленоцитах, культивируемых 

в отсутствие (а) и в присутствии (б) скаффолда на основе децеллюляризированной ткани печени
Fig. 3. Representative flow cytometry diagrams of propidium iodide 

and annexin V expression in the absence (a) and the presence (b) of decellularized liver scaffold

ala б!Ъ

Рис. 4. Структура децеллюляризированного скаффолда печени, 
заселенного путем паренхиматозного введения аллогенных ММСК жировой ткани: 

а -  увеличение х10; б -  увеличение х40. Окраска гематоксилином и эозином, световая микроскопия
Fig. 4. The structure of the decellularized liver scaffold populated 

by parenchymal administration of allogeneic adipose-derived MMSC: 
a -  magnification х10; b -  magnification х40. Hematoxylin eosin staining, light microscopy
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Заключение
Метод децеллюляризации печени на основе перфузии органа анионным детергентом (SDS) через 

воротную вену обеспечивает практически полное удаление клеточных компонентов из нативной ткани, 
максимально сохраняя целостность внеклеточных волокон. Полученные скаффолды печени обладают 
биосовместимостью, подтвержденной в культурах клеток, и отвечают основным критериям, предъяв­
ляемым к клеточным носителям, что дает возможность использовать их в тканевой инженерии для 
создания многоклеточных тканеинженерных конструкций печени.
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ОСОБЕННОСТИ НАКОПЛЕНИЯ АКТИВНЫХ 
ФОРМ КИСЛОРОДА В ПЕРВИЧНОЙ КУЛЬТУРЕ 

НЕРВНЫХ КЛЕТОК LYM NAEA STAGNALIS1

В. Р  ХАРИТОНОВА1} 2), А. В. СИДОРОВ1

1) Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь
2) Республиканский научно-практический центр детской онкологии, гематологии и иммунологии,

ул. Фрунзенская, 43, 223053, д. Боровляны, Минский район, Беларусь

С использованием флуоресцентного зонда 2',7'-дихлородигидрофлуоресцеин диацетата оценен характер на­
копления активных форм кислорода (АФК) в первичной культуре (72 и 144 ч) нейронов центральных ганглиев 
моллюска Lymnaea stagnalis в условиях острого, индуцированного окислительного стресса. Установлено, что клет­
ки большего размера накапливают большее количество АФК, тогда как высокие значения относительной (на еди­
ницу площади) флуоресценции, свидетельствующие о возрастании количества АФК, приходящихся на единицу 
внутриклеточного пространства, характерны для более мелких нейронов 72-часовой культуры. Изменения относи­
тельной флуоресценции в нейронах 72- и 144-часовой культур с течением времени приобретают отличный друг от 
друга характер: для более возрастной культуры отмечена отрицательная, статистически достоверная взаимосвязь 
(R = -0,31), а в отношении клеток 72 ч культивирования статистически достоверной корреляции выявлено не 
было (R = 0,12). Предполагается, что обнаруженная взаимосвязь между размером (формой) нейрона и его спо­
собностью противостоять накоплению АФК в цитозоле указывает на различия в резистентности нейронов ЦНС 
к окислительному повреждению в зависимости от их позиции в нейронной сети, обеспечивая тем самым избира­
тельную устойчивость нейронных функций в условиях окислительного стресса.

Ключевые слова: свободные радикалы; нейроны; флуоресцентные красители; клеточные культуры.
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PECULARITIES OF REACTIVE OXYGEN SPECIES 
ACCUMULATION IN  THE PRIMARY CULTURE 
OF NERVE CELLS OF LYM NAEA STAGNALIS
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A fluorescent dye 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate was used to characterize an accumulation of reactive 
oxygen species (ROS) in the primary culture (72 and 144 h) of neurons of the central ganglia of the mollusc Lymnaea 
stagnalis under conditions of acute, induced oxidative stress. It was found that larger cells accumulate a greater amount 
of ROS. High values of the relative (per unit area) fluorescence, indicating an increase in the amount of ROS per unit of 
intracellular space, are characteristic of smaller neurons of 72-hour culture. Changes in relative fluorescence over time 
are different from each other in neurons of 72- and 144-hour cultures. For an older culture, a negative, statistically sig­
nificant relationship was noted (R = -0.31), and for cells of 72 h of cultivation, a statistically significant correlation was 
not found (R = 0.12). It is assumed that the discovered relationship between the size (shape) of a neuron and its ability to 
resist the accumulation of ROS in the cytosol indicates differences in the resistance of CNS neurons to oxidative damage 
depending on their place and position in the neural network, thereby ensuring the selective stability of neuronal functions 
under conditions of oxidative stress.

Keywords: free radicals; neurons; fluorescence dyes; cell cultures.
Acknowledgements. This work was supported by state program for scientific research «Convergence-2020» (task 
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Введение
Активные формы кислорода (АФК) определяют течение целого спектра физиологических [1] 

и патофизиологических [2] процессов. Возрастание интенсивности окислительного фосфорилирова­
ния в электронтранспортной цепи митохондрий приводит к увеличению внутриклеточной концентра­
ции АФК, являющихся побочным продуктом (супероксид-анион, ^О2) данного процесса [3]. Высокая 
скорость потребления кислорода особенно характерна для клеток нервной ткани [4], а благодаря насы­
щенности синаптических окончаний митохондриями формируются дополнительные сайты, обеспечи­
вающие продукцию АФК [5]. В результате такое широкое присутствие АФК в нейронах позволяет им 
выступать (в субтоксических концентрациях) в качестве передатчика процессов внутриклеточной сиг­
нализации [6; 7], а с учетом относительно высокой проницаемости для них клеточных мембран -  и в ка­
честве агента межклеточной коммуникации [8; 9], модифицируя тем самым функциональную активность 
нервных клеток [10]. Физиологические эффекты АФК на субклеточном уровне, включая модуляцию 
экспрессии генов, преимущественно опосредованы Ca2+-зависимыми путями внутриклеточной сигна­
лизации и фосфорилированием белков [7]. Очевидно, что адекватное использование АФК в качестве 
сигнальных молекул невозможно без развитой системы антиокислительной защиты (супероксиддис- 
мутаза, каталаза, глутатионпероксидазы, водо- и жирорастворимые низкомолекулярные антиоксиданты), 
предотвращающей неконтролируемое повышение уровня свободных радикалов в клетке, которое может 
привести к ее гибели в ходе некроза или апоптоза [11]. Нейроны относительно чувствительны к окис­
лительному стрессу [12], что лишний раз указывает на сигнальную роль АФК в нервной ткани [13]. 
С другой стороны, такая «уязвимость» к действию достаточно обычного компонента внутренней среды 
создает комплекс проблем для всего организма, принимая во внимание ведущую роль нервной системы 
в управлении его функциями и практическую невозможность или, по крайней мере, сильную ограни­
ченность способности нейронов к восстановлению своего исходного числа посредством клеточных 
делений в ходе взрослого (adult) нейрогенеза.

Нервные клетки беспозвоночных характеризуются высокой степенью устойчивости к действию раз­
личных химических и физико-химических факторов [14; 15]. Вместе с тем по своим функциональным 
характеристикам, связанным со способностью к генерации, проведению и интеграции электрических 
сигналов, они демонстрируют поразительное сходство с нейронами высших позвоночных. Очевидно,
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что понимание клеточных механизмов, определяющих такую резистентность, может быть использовано 
при разработке различных нейропротекторных средств, существенно повышающих вероятность нор­
мального функционирования мозга в условиях стресса различного происхождения, в том числе и окис­
лительного. Кроме того, нейроны беспозвоночных не уступают в разнообразии своих характеристик 
(морфологических, электрофизиологических, нейромедиаторных и т. п.) нервным клеткам позвоноч­
ных [16]. Идентификация (соотнесение той или иной клетки с позицией, занимаемой в нейронной сети, 
ее химизмом и системой связи с другими клетками) центральных нейронов массово применяется в от­
ношении центральной нервной системы (ЦНС) ряда беспозвоночных, выступающих в роли модельных 
объектов нейробиологических исследований, включая и пресноводного легочного моллюска Lymnaea 
stagnalis (прудовик обыкновенный) [14]. Она также открывает перспективы для анализа взаимосвя­
зи между различными морфофункциональными характеристиками нейронов. В частности, крупные 
(диаметр сомы свыше 100 мкм) нейроны центрального кольца ганглиев L. stagnalis -  это в основном 
вставочные нейроны, в то время как мелкие (40-60 мкм) клетки относятся к двигательным [17], хотя 
такую зависимость нельзя считать универсальной даже для этого вида. В ганглиях, управляющих ра­
ботой мышц буккальной массы, обеспечивающей движения радулы при пищедобыче, наиболее круп­
ные клетки представлены мотонейронами [18]. Размеры клеток изменяются и в ходе онтогенеза: одни 
и те же нейроны у молодых животных характеризуются существенно меньшим диаметром сомы и более 
низкой степенью ветвления отростков по сравнению с клетками ЦНС более возрастных животных [19]. 
Однако, в какой степени размеры нейронов связаны с возможностью противостоять окислительному 
стрессу (и связаны ли вообще), отличается ли характер реакции клеток в условиях окислительного 
стресса в зависимости от их функциональных свойств, до конца не установлено.

Таким образом, целью данной работы было оценить взаимосвязь между морфологическими харак­
теристиками (размером) и возрастом культивируемых нейронов моллюска L. stagnalis и их способ­
ностью накапливать и сохранять в цитоплазме АФК в условиях индуцированного кратковременного 
окислительного стресса.

Материалы и методы исследования
В работе использовали моллюсков L. stagnalis лабораторного разведения с высотой раковины от 3,5 

до 4,0 см и массой (3,0 ± 0,5) г. В лаборатории их содержали в аквариумах (на каждую особь прихо­
дилось не менее 1 л воды) при температуре (20 ± 1) °С. Смену воды осуществляли каждую неделю. 
Пищей служили листья салата (питание ad libitum).

Первичная культура нервных клеток. Первоначально удаляли раковину животного и произво­
дили разрез стенки тела, края разреза отводили и закрепляли с помощью препаровальных игл, после 
чего перерезали пищевод и протоки слюнных желез, а также все отходящие от ЦНС нервы и помещали 
изолированное таким образом центральное кольцо ганглиев в нормальный раствор Рингера (1 ЦНС на 
1 мл раствора). Дальнейшие манипуляции с полученными препаратами ЦНС проводили в пределах 
ламинар-бокса. Сначала каждый препарат 30 с промывали в стерильном растворе Рингера (NaCl -  44,0; 
KCl -  1,7; CaCl2 -  4,0; MgCl2 • 6H2O -  1,5; HEp Es -  10,0 ммоль/л, pH 7,60 ± 0,05) с добавлением анти­
биотика (смесь пенициллина и стрептомицина, 100 мкг/мл) в 4-кратной повторности, каждый раз ис­
пользуя новые стерильные эппендорфы со свежим раствором и стерилизуя держатель ЦНС (загнутая 
иголка) в пламени спиртовки. После этого с помощью стерильных пинцетов разрывали соединительно­
тканную оболочку ганглиев, механически высвобождая содержащиеся в них нейроны, и получали сус­
пензию клеток в стерильном физиологическом растворе объемом 100 мкл (для 1 ЦНС). Полученную 
суспензию нейронов переносили в содержащие специальную среду чашки Петри и оставляли в темноте 
при температуре (20 ± 1) °С. Дальнейшие исследования выполнены на клетках 72- или 144-часовой 
(3 и 6 сут соответственно) культуры.

Подготовка чашек Петри, используемые растворы и среды. Дно стерильных пластиковых ча­
шек Петри размером 35 х 10 мм (Sarstedt Group, Германия) предварительно полностью покрывали 
0,1 % раствором поли-Ь-лизина (Sigma-Aldrich, США). По прошествии 24 ч остатки раствора слива­
ли и дважды промывали чашки дистиллированной водой. Затем поверхность дна обрабатывали рас­
твором антибиотика (100 мкг/мл) в течение 1,5 ч, после чего его сливали и дважды промывали чашки 
дистиллированной водой. Далее чашки оставляли в ламинар-боксе при включенном ультрафиоле­
те на 15 мин, подсушивая покрытую поли-Ь-лизином поверхность. Подготовленные чашки Петри 
(по [20] с модификациями) использовали для культивирования клеток не ранее чем через 3 сут после 
обработки.

Для культивирования клеток нервной системы L. stagnalis применяли модифицированную среду 
следующего состава: 50 % -  среда Лейбовица L-15 (L5520 без глутамина, Sigma-Aldrich), 25 % -
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концентрированный (х4), за исключением NaCl, нормальный раствор Рингера (NaCl -  79,9; KCl -  6,7; 
CaCl2 -  11,02; MgCl2 • 6H2O -  6,0; HEPES -  40,0 ммоль/л, рН 7,60 ± 0,05), 25 % -  дистиллированная 
вода (по [20; 21] с модификациями). Дополнительно в среду добавляли 50 мкг/мл смеси антибиотиков 
(пенициллин и стрептомицин), 300 мг/мл глутамина и 0,3 ммоль/л глюкозы (конечная концентрация). 
Отсутствие в среде культивирования различных ростовых факторов компенсировали за счет исполь­
зования кондиционированной среды (по [21] с модификациями). Для ее подготовки выделяли ЦНС по 
описанной выше методике и помещали их (не разрывая соединительнотканную оболочку ганглиев) 
в нормальную культуральную жидкость (см. выше) из расчета 4 ЦНС на 5 мл среды (всего 4 пробирки) 
на срок 72 ч при постоянном перемешивании и комнатной температуре ((20 ± 1) °С). По окончании 
инкубации среду пропускали через антибактериальный фильтр, замораживали (-18 °С), используя по 
мере необходимости. Общий объем культуральной среды на 1 чашку Петри -  2 мл, из которых 1,8 мл при­
ходится на нормальную, а 0,2 мл -  на кондиционированную среду.

Оценка накопления АФК, получение и анализ изображений. Для оценки накопления АФК в цито­
плазме использовали флуоресцентный краситель 2',7'-дихлородигидрофлуоресцеин диацетат (DCFDA, 
lex = 501 нм, 1em = 525 нм (максимумы), Sigma-Aldrich) в конечной концентрации 10 мкмоль/л. Зонд 
добавляли непосредственно к культуральной среде в чашки Петри, выдерживая их в темноте в тече­
ние 1 ч. По окончании инкубации среду с содержащимся в ней зондом удаляли, а чашки Петри с на­
ходящимися на подложке клетками дважды промывали свежим раствором Рингера (2 мл в течение 
5 мин), после чего добавляли новую порцию раствора Рингера (2 мл), закрывали чашку металлической 
фольгой и использовали для последующего микроскопического исследования. Генерацию АФК в среде 
инкубации инициировали добавлением 1 ммоль/л перекиси водорода (конечная концентрация) к на­
ходящемуся в чашке Петри раствору Рингера, в который предварительно (за 15 мин) были добавлены 
FeSO4 • 7 Н2О и ЭДТА (оба в конечной концентрации 10 мкмоль/л). Оценку динамики накопления АФК 
проводили в первые 20 мин наблюдения, до стабилизации уровня флуоресценции. Оценку остаточной 
флуоресценции осуществляли не ранее чем через 30 мин после добавления пероксида водорода в тече­
ние последующих 1-2 ч наблюдения.

Клетки анализировали с помощью инвертированного эпифлуоресцентного микроскопа Nikon Eclipse 
TS100F (входящий фильтр 1ex = 450-490 нм, выходящий фильтр 1em = 680 нм, дихроматическое зеркало -  
505 нм) при 40-кратном увеличении объектива. Для последующей обработки и анализа полученных 
изображений использовали программу ImageJ 1.50i (National Institute o f  Health, США). Определяли 
площадь клеток (оптическое изображение), интенсивность флуоресценции (флуоресцентное изобра­
жение) оценивали по условному показателю -  интенсивности серого цвета, приходящегося на область 
изображения, соответствующую занимаемому клеткой участку. Ввиду шумовой флуоресценции фона 
(подложки или раствора со следами зонда) на каждом изображении оценивали интенсивность серого 
цвета фона для пяти площадок, по площади соответствующих оптическому изображению клетки. По­
лученное среднее значение вычиталось из оцененной величины интенсивности для флуоресцентно­
го изображения клетки. Относительную флуоресценцию определяли в пересчете на единицу площади 
клетки (1 мкм2). Калибровку полученных изображений выполняли с помощью объект-микрометра (цена 
деления 0,1 мм) и специальных возможностей программы ImageJ.

Статистическая обработка. Экспериментальные данные обрабатывали общепринятыми методами 
медико-биологической статистики [22]. Нормальность распределения для каждого ряда эксперимен­
тальных данных предварительно оценивали с помощью W-теста Шапиро -  Уилка. Поскольку для ос­
новных исследованных показателей (площадь клеток, интенсивность флуоресценции) нормальность 
распределения не была подтверждена, использовали непараметрическую статистику. Данные представ­
лены в виде: медиана (верхний; нижний квартили). Для оценки взаимозависимости оцениваемых по­
казателей использовали коэффициент ранговой корреляции Спирмена (R), для сравнения двух неза­
висимых групп применяли С-критерий Манна -  Уитни (Mann -  Whitney C-test, z), для множественного 
сравнения зависимых выборок -  ранговый дисперсионный анализ (Friedman ANOVA). Число наблю­
дений (n) указано для каждой серии опытов отдельно. Данные обрабатывали посредством программы 
Statistica 6.0 (StatSoftInc., США). Достоверными считались результаты приp  < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Динамика изменения относительной флуоресценции нейронов в краткосрочном периоде (20 мин 

после инициации реакции генерации АФК) представлена на рис. 1, а.
Первоначальное усиление интенсивности флуоресценции приходится на первые минуты после воз­

растания уровня АФК, а затем отмечается ее снижение, флуоресцентное свечение участков клетки ос­
тается практически неизменным на протяжении дальнейшего периода наблюдения (см. рис. 1, б -  ж ).
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Рис. 1. Изменение флуоресценции культивируемых нейронов 
L. stagnalis после начала генерации АФК во внешней среде: 

а -  изменение относительной флуоресценции клеток; б -  ж  -  пример изменения флуоресценции 
в отдельных клетках (б -  оптическое изображение; в, г, д, е, ж  -  флуоресцентное изображение, 

полученное через 1, 3, 6, 9 и 18 мин после инициации генерации АФК соответственно).
Интенсивность флуоресценции в начальной точке времени (0 мин) 

условно принимали равной фоновой (не указано на графике). Калибровочная линия -  100 мкм
Fig. 1. Fluorescence in cultured L. stagnalis neurons after initiation of ROS generation: 

a -  relative fluorescence of neurons; b -  g  -  an example of fluorescence change 
in individual neurons (b -  optical image; c, d, e, f ,  g  -  fluorescent image respectively 

obtained 1, 3, 6, 9 and 18 min after initiation of ROS generation).
The fluorescence intensity at the initial time point (0 min) was conventionally assumed 

to be equal to the background one (not indicated in the graph). Calibration bar -  100 pm
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Установлено, что более крупные нейроны накапливают большее количество АФК. В частности, про­
веденный корреляционный анализ (рис. 2, а) выявил наличие относительно небольшой (R = 0,18), но 
статистически достоверной (p = 0,021 6, t = 2,32 при n = 169) взаимосвязи между интенсивностью флуо­
ресценции и размером клетки в отношении 72-часовой культуры клеток нервной системы L. stagna- 
lis. Схожая тенденция была отмечена и для 144-часовой культуры: значение рангового коэффициента 
корреляции Спирмена (R) составило 0,31 (p = 0,000 2, t = 3,81 при n = 139). Сравнение значений R для 
этих двух культур не дает оснований для вывода об их статистически значимых отличиях друг от друга 
(p = 0,231 8), что дополнительно подтверждает зависимость интенсивности флуоресценции от размера 
клеток для культур разного возраста. Вертикальное смещение линии тренда для 144-часовой культуры 
вверх по отношению к таковой для 72-часовой культуры (см. рис. 2, а) фактически отражает различия 
в размерах между нейронами этих двух культур и, следовательно, в интенсивности их флуоресценции. 
В частности, размер клеток 144-часовой культуры почти в 2 раза превышает аналогичный показатель 
для 72-часовой культуры (рис. 3, а). В то же время различия в интенсивности абсолютной флуоресцен­
ции были не столь велики: в 1,6 раза выше у 144-часовой культуры по сравнению с нейронами 72 ч 
культивирования (см. рис. 3, б).

а!а б!Ь

Рис. 2. Зависимость флуоресценции культивируемых нейронов L. stagnalis от размера клетки: 
а -  абсолютная флуоресценция; б -  относительная флуоресценция.

Представлены уравнения линий тренда (линейной (а) и степенной (б)) 
и величина достоверности аппроксимации (R2)

Fig. 2. Fluorescence of cultured L. stagnalis neurons in dependence on cell size: 
a -  absolute fluorescence; b -  relative fluorescence. Equations of trend lines (linear (a) and power-law (b)) 

and the value of the approximation reliability (R2) are presented

Отличная ситуация складывается для относительной (на единицу площади) флуоресценции 
(см. рис. 2, б). Здесь речь идет о ее уменьшении при увеличении площади, занимаемой клеткой. Зависи­
мость носит достоверный характер как для 72-часовой (R = -0,84, p  < 0,000 1, t = 20,01 при n = 169), так 
и для 144-часовой (R = -0,76, p  < 0,000 1, t = 13,64 при n = 139) культуры при статистически значимой 
(p = 0,049 7) разнице между определенными коэффициентами ранговой корреляции (R). Другими слова­
ми, речь идет о снижении количества АФК, приходящихся на единицу внутриклеточного пространства,
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у крупных клеток (рис. 4, в). При этом зависимость хорошо описывается степенной функцией, на что 
указывают относительно высокие (60 и более) значения достоверности аппроксимации. Поскольку 
в пределах 144-часовой культуры отмечается увеличение площади клеток, неудивительно, что значения 
относительной флуоресценции, определенные для составляющих ее клеток, были в 1,4 раза ниже ана­
логичного показателя для нейронов 72 ч культивирования (см. рис. 3, в). Однако даже в случае пример­
но равной площади клеток в нейронах 72-часовой культуры интенсивность флуоресценции была выше 
(ср. рис. 4, а и б).

а/а б/Ь

А
9 -

72 ч 144 ч

0

z = 6,80
р  < 0,0001
г

4,47

и = 169
Серия опыта Серия опыта

Рис. 3. Площадь клетки (а), абсолютная (б) и относительная (в) флуоресценция 
в культурах нейронов L. stagnalis разного возраста.

Представлено значение показателя -  числа рядом со столбиками диаграммы (медиана) 
и планки погрешностей (интерквартильный размах). Приведены число исследованных нейронов (n) 

для каждой серии опыта, значение Н-критерия Манна -  Уитни (z) и соответствующий ему уровень значимости (p)
Fig. 3. Cell area (a), absolute (b) and relative (c) fluorescence in cultures 

of L. stagnalis neurons of different ages. Experimental meaning -  numbers above 
the columns (median) and error bars (lower and upper quartiles). Number of observations (n) for each 

experimental group, meaning of Mann -  Whitney Н-test (z) and the corresponding significance level (p ) are presented

Интересно, что изменения относительной флуоресценции с течением времени приобретают отличный 
(на основании сравнения коэффициентов ранговой корреляции R при p  < 0,000 1) друг от друга характер 
в нейронах 72- и 144-часовой культур (рис. 5). Так, для клеток 72 ч культивирования не было обнаружено 
статистически достоверной корреляции между указанными показателями: R = 0,12, p  = 0,091 0, t = 1,70 
при n = 177 (см. рис. 5, а). В то же время для более возрастной культуры была отмечена отрицательная, 
статистически достоверная взаимосвязь: R = -0,31, p  = 0,000 2, t = 3,84 при n = 142 (см. рис. 5, б). Такая 
зависимость может указывать на снижение уровня АФК с течением времени в более зрелых нейро­
нах 144-часовой культуры при относительной сохранности содержания АФК в цитоплазме клеток 72 ч 
культивирования.

Размер и форма нервных клеток видятся критически значимыми для реализации ими своей важней­
шей функции -  генерации, передачи и интеграции нервных импульсов. В частности, давно известно, что 
такие основополагающие характеристики нейрона, как входное электрическое сопротивление и емкость 
клетки, определяющие значения постоянных времени и длины, зависят от размера и пространственной 
геометрии нейроцита [23]: при одинаковой форме (например, сфера) у более мелких объектов входное 
сопротивление оказывается выше, а емкость ниже, чем у более крупных клеток. Принцип размера (size 
principle) [24], призванный объяснить различия в функциональных свойствах нейронов, впервые был от­
мечен в отношении нервных клеток спинного мозга: клетки малых размеров являются более возбудимы­
ми по сравнению с более крупными нейронами. Уже отмечалось, что с возрастом размеры нервных кле­
ток увеличиваются (характерно и для нейронов L. stagnalis). Диаметр сомы нейрона R.Pe.D.1 L. stagnalis 
значительно больше у животных старшей возрастной группы [19]. В результате у более мелких нейронов,

34



Клеточная биология и физиология
Cell Biology and Physiology

характерных для молодых особей, повышается входное сопротивление, но снижаются постоянная вре­
мени мембраны и ток реобазы, что и является основанием для утверждения о возрастании их возбу­
димости [25]. Соответственно, в ходе нормального (физиологического) старения возбудимость клетки 
снижается.

Наблюдаемые нами различия в занимаемой клетками площади у нейронов 72- и 144-часовой куль­
тур могут быть связаны с тем, что при более продолжительном культивировании нейронов они плотнее 
примыкают к субстрату и, распластываясь, покрывают б0льшую поверхность подложки, т. е. округлая 
клетка принимает овальную форму при неизменности объема ее цитоплазмы. Однако тот факт, что зави­
симость интенсивности флуоресценции (абсолютной и относительной) от размера (площади) клетки 
была выявлена в популяции нейронов как 72-часовой, так и 144-часовой культуры (см. рис. 2), позво­
ляет утверждать, что содержание АФК в цитоплазме (количество и плотность) зависит от линейных 
размеров нейрона. Интересно, что клетки, обнаруживающие тенденцию к формированию отростков, 
более интенсивно накапливают АФК (см. рис. 4, г). Это может указывать на меньшую устойчивость 
к свободнорадикальному повреждению у интенсивно пролиферирующих нейронов ЦНС L. stagnalis 
по аналогии с известными фактами в отношении клеток других видов [26; 27]. Модификация формы, 
в том числе связанная с интенсификацией роста окончаний клетки, в большей мере присуща молодым 
(менее крупным) нейронам, именно для таких клеток выявлено большее относительное содержание 
АФК в цитоплазме (см. рис. 3, б). Интересно, что для клеток 144-часовой культуры отмечено снижение 
относительной флуоресценции с увеличением времени, прошедшего после инициации реакции гене­
рации АФК (использованная АФК-генерирующая смесь обеспечивает «пиковую» продукцию, преж­
де всего гидроксильного радикала, преимущественно в первые 15 мин, утрачивая свои способности 
по наработке новых порций АФК к 30 мин после запуска), что может указывать на активность систем

Рис. 4. Примеры флуоресценции клеток в культуре нейронов L. stagnalis 
после инициации генерации АФК во внешней среде: а -  нейрон (72-часовая культура); 
б -  нейрон (144-часовая культура); в -  нейроны разных размеров (72-часовая культура); 

г -  нейрон с формирующимся отростком (144-часовая культура). Все представленные фотографии 
для флуоресцентного изображения (справа) получены через 30-40 мин после инициации 

генерации АФК при одинаковом времени экспозиции (350 мс) и последующих одинаковых 
модификациях исходного изображения (яркость/контраст, насыщенность цвета) средствами 

графических программ. Калибровочная линия (100 мкм) дана для оптического изображения (слева)
Fig. 4. Examples of cell fluorescence in a culture of L. stagnalis neurons after initiation 

of ROS generation in the external environment: а -  neuron (72-hour culture); b -  neuron (144-hour culture); 
c -  neurons of different sizes (72-hour culture); d  -  neuron with a developing process (144-hour culture). 

All fluorescent images (right) were obtained from 30 to 40 min after initiation of ROS generation 
with the same exposure time (350 ms) and subsequent identical modifications 

of the original image (brightness/contrast, color saturation) by means of special software. 
Calibration bar (100 |xm) is given for the optical image (left)
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Рис. 5. Зависимость относительной флуоресценции культивируемых нейронов L. stagnalis от времени, 
прошедшего после инициации генерации АФК: а -  72-часовая культура; б -  144-часовая культура. 
Представлены уравнения линейной линии тренда и величина достоверности аппроксимации (R2)

Fig. 5. Dependence of the relative fluorescence of cultured L. stagnalis neurons 
on the time elapsed after the initiation of ROS generation: a -  72-hour culture; b -  144-hour culture.

Equations of linear trend lines and the value of the approximation reliability (R2) are presented

антиоксидантной защиты, лучше функционирующих в более зрелых нейронах, как ответ клетки на 
возрастание базального уровня свободных радикалов. В частности, в отношении гранулярных клеток 
мозжечка было показано [28], что при увеличении продолжительности культивирования повышается 
накопление АФК в клетке.

Различия в особенностях накопления и элиминации АФК, источником которых служат процессы, про­
текающие во внеклеточном пространстве, для клеток разного размера (формы) могут лежать в основе 
различий в устойчивости нейронов к окислительному стрессу в зависимости от их функциональных 
свойств. Известно, что в ЦНС L. stagnalis крупные интернейроны оказываются более устойчивыми 
(согласно данным электрофизиологии) к индуцированному окислительному стрессу по сравнению 
с мелкими мотонейронами [29], для которых характерно образование кластеров клеток [17]. Другими 
словами, полифункциональные клетки, к которым относятся вставочные нейроны, оказываются бо­
лее защищенными по сравнению со специализированными двигательными нейронами: даже потеря 
некоторых из них не будет столь критична для функционирования всей нейронной сети. Кроме того, 
использование функционально различными нейронами разных нейромедиаторов [16] открывает пер­
спективы для анализа устойчивости нервных клеток к окислительному повреждению в зависимости от 
их химической природы, что, однако, не входило в непосредственные задачи данной работы.

Таким образом, существует выраженная взаимосвязь между размером (формой) нейрона и его способ­
ностью противостоять накоплению АФК в цитозоле, что указывает на различия в резистентности нейронов 
ЦНС к окислительному повреждению в зависимости от их позиции в нейронной сети, обеспечивая тем 
самым избирательную устойчивость нейронных функций в условиях окислительного стресса.

Библиографические ссылки

1. Droge W. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiological Reviews. 2002;82(1):47-95. DOI: 10.1152/ 
physrev.00018.2001.

2. Beal MF. Aging, energy, and oxidative stress in neurodegenerative diseases. Annals o f  Neurology. 1995;38(3):357-366. DOI: 
10.1002/ana.410380304.

36



Клеточная биология и физиология
Cell Biology and Physiology

3. Turrens JF. Mitochondrial formation of reactive oxygen species. The Journal o f  Physiology. 2003;552(2):335-344. DOI: 
10.1113/jphysiol.2003.049478.

4. Гусев ЕИ, Скворцова ВИ. Ишемия головного мозга. Москва: Медицина; 2001. 328 с.
5. Feniouk BA, Skulachev VP. Cellular and molecular mechanisms of action of mitochondria-targeted antioxidants. Current Aging 

Science. 2017;10(1):41-48. DOI: 10.2174/1874609809666160921113706.
6. Finkel T. Oxygen radicals and signaling. Current Opinion in Cell Biology. 1998;10(2):248-253. DOI: 10.1016/S0955-0674(98) 

80147-6.
7. Suzuki YJ, Forman HJ, Sevanian A. Oxidants as stimulators of signal transduction. Free Radical Biology and Medicine. 1997; 

22(1-2):269-285. DOI: 10.1016/S0891-5849(96)00275-4.
8. Auerbach JM, Segal M. Peroxide modulation of slow onset potentiation in rat hippocampus. The Journal o f  Neuroscience. 1997; 

17(22):8695-8701. DOI: 10.1523/JNEUROSCI.17-22-08695.1997.
9. Sidorov AV. Effect of hydrogen peroxide on electrical coupling between identified Lymnaea neurons. Invertebrate Neuroscience. 

2012;12(1):63-68. DOI: 10.1007/s10158-012-0128-7.
10. Sidorov AV. Neuromodulatory effects of hydrogen peroxide on central neurons in the feeding network of the mollusc Lymnaea 

stagnalis. Journal o f Evolutionary Biochemistry and Physiology. 2017;53(6):493-500. DOI: 10.1134/S0022093017060060.
11. Костюк ВА, Потапович АИ. Биорадикалы и биоантиоксиданты. Минск: БГУ; 2004. 174 c.
12. Kishida KT, Klann E. Sources and targets of reactive oxygen species in synaptic plasticity and memory. Antioxidants & Redox 

Signaling. 2007;9(2):233-244. DOI: 10.1089/ars.2007.9.ft-8.
13. Halliwell B. Reactive oxygen species and the central nervous system. Journal o f  Neurochemistry. 1992;59(5):1609-1623. DOI: 

10.1111/j.1471-4159.1992.tb10990.x.
14. Сидоров АВ. Функциональная активность нервных центров беспозвоночных. Минск: БГУ; 2011. 247 с.
15. Sidorov AV. Coordination of locomotor activity of mollusc Lymnaea stagnalis at nutrition: role of the internal medium acid- 

base balance (pH). Journal o f  Evolutionary Biochemistry and Physiology. 2006;42(1):43-48. DOI: 10.1134/S0022093006010066.
16. S.-Rózsa K. The pharmacology of molluscan neurons. Progress in Neurobiology. 1984;23(1-2):79-150. DOI: 10.1016/0301- 

0082(84)90013-3.
17. Kyriakides M, Mccrohan CR, Slade CT, Syed NI, Winlow W. The morphology and electrophysiology of the neurones of the 

paired pedal ganglia of Lymnaea stagnalis (L.). Comparative Biochemistry and Physiology Part A: Physiology. 1989;93(4):861-876. 
DOI: 10.1016/0300-9629(89)90513-6.

18. Benjamin PR, Staras K, Kemenes G. A systems approach to the cellular analysis of associative learning in the pond snail Lym­
naea. Learning and Memory. 2000;7(3):124-131. DOI: 10.1101/lm.7.3.124.

19. Klaassen LJ, Janse C, van der Roest M. Multiple synaptic connections of a single neuron change differentially with age. Neuro­
biology o f  Aging. 1998;19(4):341-349. DOI: 10.1016/S0197-4580(98)00065-7.

20. Yar T, Winlow W. Isolation and characterization of whole-cell calcium channel currents in cultured, identified neurones of Lym­
naea. EC Neurology. 2016;3(5):459-481.

21. Ridgway RL, Syed NI, Lukowiak K, Bulloch AGM. Nerve growth factor (NGF) induces sprouting of specific neurons of the 
snail, Lymnaea stagnalis. Developmental Neurobiology. 1991;22(4):377-390. DOI: 10.1002/neu.480220406.

22. Glantz SA. Primer o f  biostatistics. 4th edition. New York: McGraw-Hill; 1997. XVI, 473 p.
23. Kandel ER. Cellular basis o f  behavior: an introduction to behavioral neurobiology. San Francisco: W. H. Freeman and Company; 

1976. XX, 727 p.
24. Henneman E, Somjen G, Carpenter DO. Functional significance of cell size in spinal motoneurons. Journal o f  Neurophysiology. 

1965;28(3):560-580. DOI: 10.1152/jn.1965.28.3.560.
25. McComb C, Meems R, Syed N, Lukowiak K. Electrophysiological differences in the CPG aerial respiratory behavior between 

juvenile and adult Lymnaea. Journal o f Neurophysiology. 2003;90(2):983-992. DOI: 10.1152/jn.00263.2003.
26. Fishel ML, Vasko MR, Kelley MR. DNA repair in neurons: so if they don’t divide what’s to repair? Mutation Research/Funda- 

mental and Molecular Mechanisms o f  Mutagenesis. 2007;614(1-2):24-36. DOI: 10.1016/j.mrfmmm.2006.06.007.
27. Kuhn TB. Oxygen radicals elicit paralysis and collapse of spinal cord neuron growth cones upon exposure to proinflammatory 

cytokines. BioMedResearch International. 2014;2014:191767. DOI: 10.1155/2014/191767.
28. Olguin-Albuerne M, Moran J. ROS produced by NOX2 controls in vitro development of cerebellar granule neurons develop­

ment. ASNNeuro. 2015;7(2):1759091415578712. DOI: 10.1177/1759091415578712.
29. Moroz LL, Rubakhin SS, Frolow AA, Kostiuk VA. Free-radical damage of identified neurones in Lymnaea stagnalis. Acta Bio- 

logica Hungarica. 1993;44(1):29-32.

References
1. Droge W. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiological Reviews. 2002;82(1):47-95. DOI: 10.1152/ 

physrev.00018.2001.
2. Beal MF. Aging, energy, and oxidative stress in neurodegenerative diseases. Annals o f  Neurology. 1995;38(3):357-366. DOI: 

10.1002/ana.410380304.
3. Turrens JF. Mitochondrial formation of reactive oxygen species. The Journal o f  Physiology. 2003;552(2):335-344. DOI: 

10.1113/jphysiol.2003.049478.
4. Gusev EI, Skvortsova VI. Ishemiya golovnogo mozga [Ischemia of the brain]. Moscow: Meditsina; 2001. 328 p. Russian.
5. Feniouk BA, Skulachev VP. Cellular and molecular mechanisms of action of mitochondria-targeted antioxidants. Current Aging 

Science. 2017;10(1):41-48. DOI: 10.2174/1874609809666160921113706.
6. Finkel T. Oxygen radicals and signaling. Current Opinion in Cell Biology. 1998;10(2):248-253. DOI: 10.1016/S0955-0674(98) 

80147-6.
7. Suzuki YJ, Forman HJ, Sevanian A. Oxidants as stimulators of signal transduction. Free Radical Biology and Medicine. 1997; 

22(1-2):269-285. DOI: 10.1016/S0891-5849(96)00275-4.
8. Auerbach JM, Segal M. Peroxide modulation of slow onset potentiation in rat hippocampus. The Journal o f  Neuroscience. 1997; 

17(22):8695-8701. DOI: 10.1523/JNEUROSCI.17-22-08695.1997.

37



Журнал Белорусского государственного университета. Биология. 2021;1:28-38
Journal of the Belarusian State University. Biology. 2021;1:28-38

9. Sidorov AV Effect of hydrogen peroxide on electrical coupling between identified Lymnaea neurons. Invertebrate Neuroscience. 
2012;12(1):63-68. DOI: 10.1007/s10158-012-0128-7.

10. Sidorov AV. Neuromodulatory effects of hydrogen peroxide on central neurons in the feeding network of the mollusc Lymnaea 
stagnalis. Journal o f  Evolutionary Biochemistry and Physiology. 2017;53(6):493-500. DOI: 10.1134/S0022093017060060.

11. Kostyuk VA, Potapovich AI. Bioradikaly i bioantioksidanty [Bioradicals and bioantioxidants]. Minsk: Belarusian State Univer­
sity; 2004. 174 p. Russian.

12. Kishida KT, Klann E. Sources and targets of reactive oxygen species in synaptic plasticity and memory. Antioxidants & Redox 
Signaling. 2007;9(2):233-244. DOI: 10.1089/ars.2007.9.ft-8.

13. Halliwell B. Reactive oxygen species and the central nervous system. Journal o f  Neurochemistry. 1992;59(5):1609-1623. DOI: 
10.1111/j.1471-4159.1992.tb10990.x.

14. Sidorov AV. Funktsional’naya aktivnost’nervnykh tsentrov bespozvonochnykh [Nerve centers functional activity in inverte­
brates]. Minsk: Belarusian State University; 2011. 247 p. Russian.

15. Sidorov AV. Coordination of locomotor activity of mollusc Lymnaea stagnalis at nutrition: role of the internal medium acid- 
base balance (pH). Journal o f Evolutionary Biochemistry and Physiology. 2006;42(1):43-48. DOI: 10.1134/S0022093006010066.

16. S.-Rózsa K. The pharmacology of molluscan neurons. Progress in Neurobiology. 1984;23(1-2):79-150. DOI: 10.1016/0301- 
0082(84)90013-3.

17. Kyriakides M, Mccrohan CR, Slade CT, Syed NI, Winlow W. The morphology and electrophysiology of the neurones of the 
paired pedal ganglia of Lymnaea stagnalis (L.). Comparative Biochemistry and Physiology Part A: Physiology. 1989;93(4):861-876. 
DOI: 10.1016/0300-9629(89)90513-6.

18. Benjamin PR, Staras K, Kemenes G. A systems approach to the cellular analysis of associative learning in the pond snail Lym­
naea. Learning and Memory. 2000;7(3):124-131. DOI: 10.1101/lm.7.3.124.

19. Klaassen LJ, Janse C, van der Roest M. Multiple synaptic connections of a single neuron change differentially with age. Neuro­
biology o f  Aging. 1998;19(4):341-349. DOI: 10.1016/S0197-4580(98)00065-7.

20. Yar T, Winlow W. Isolation and characterization of whole-cell calcium channel currents in cultured, identified neurones of Lym­
naea. EC Neurology. 2016;3(5):459-481.

21. Ridgway RL, Syed NI, Lukowiak K, Bulloch AGM. Nerve growth factor (NGF) induces sprouting of specific neurons of the 
snail, Lymnaea stagnalis. Developmental Neurobiology. 1991;22(4):377-390. DOI: 10.1002/neu.480220406.

22. Glantz SA. Primer o f  biostatistics. 4th edition. New York: McGraw-Hill; 1997. XVI, 473 p.
23. Kandel ER. Cellular basis o f behavior: an introduction to behavioral neurobiology. San Francisco: W. H. Freeman and Company; 

1976. XX, 727 p.
24. Henneman E, Somjen G, Carpenter DO. Functional significance of cell size in spinal motoneurons. Journal o f  Neurophysiology. 

1965;28(3):560-580. DOI: 10.1152/jn.1965.28.3.560.
25. McComb C, Meems R, Syed N, Lukowiak K. Electrophysiological differences in the CPG aerial respiratory behavior between 

juvenile and adult Lymnaea. Journal o f  Neurophysiology. 2003;90(2):983-992. DOI: 10.1152/jn.00263.2003.
26. Fishel ML, Vasko MR, Kelley MR. DNA repair in neurons: so if they don’t divide what’s to repair? Mutation Research/Funda- 

mental and Molecular Mechanisms o f Mutagenesis. 2007;614(1-2):24-36. DOI: 10.1016/j.mrfmmm.2006.06.007.
27. Kuhn TB. Oxygen radicals elicit paralysis and collapse of spinal cord neuron growth cones upon exposure to proinflammatory 

cytokines. BioMedResearch International. 2014;2014:1917ó7. DOI: 10.1155/2014/191767.
28. Olguin-Albuerne M, Moran J. ROS produced by NOX2 controls in vitro development of cerebellar granule neurons develop­

ment. ASNNeuro. 2015;7(2):1759091415578712. DOI: 10.1177/1759091415578712.
29. Moroz LL, Rubakhin SS, Frolow AA, Kostiuk VA. Free-radical damage of identified neurones in Lymnaea stagnalis. Acta Bio- 

logica Hungarica. 1993;44(1):29-32.

Статья поступила в редколлегию 29.01.2021. 
Received by editorial board 29.01.2021.



и о х и м и я

IOCHEMISTRY

УДК 577.32571.27

In s ilic o  АНАЛИЗ ДИМЕРИЗАЦИИ PD-L1, 
ИНДУЦИРОВАННОЙ РЕСВЕРАТРОЛОМ1

В. А. УРБАН1, А. И. ДАВИДОВСКИЙ1, В. Г. ВЕРЕСОВ1

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

Активация T-клеток через блокаду взаимодействий PD-1 и PD-L1 рассматривается как одна из наиболее пер­
спективных стратегий в лечении рака. Ряд антител, таргетирую щ их сигнальный путь иммунного чек-пойнта 
PD-1 и PD-L1, были одобрены для применения после успеш ны х клинических испытаний. Однако использование 
антител сопряжено с такими недостатками, как низкая проницаемость в ткани и опухоли, плохие биодеградация 
и оральная биодоступность, высокая стоимость производства. Применение низкомолекулярных соединений м о­
ж ет позволить устранить недостатки, имеющ ие место при использовании антител, ингибирую щ их иммунные 
чек-пойнты. В настоящее время более 20 низкомолекулярных ингибиторов взаимодействия PD-1 и PD-L1, ба­
зовая структура которых основывается на замещ енных группах бифенила, связанного с ароматическим кольцом 
посредством бензилэфирной связи, были идентифицированы и запатентованы компанией Бристол -  Майерс -  
Сквибб (СШ А). Структурные исследования показали, что все эти соединения действую т посредством индукции 
димеризации PD-L1, делая белок PD-L1 некомпетентным для взаимодействия с PD-1. Недавно выявлено, что 
ресвератрол ингибирует взаимодействие PD-1 и PD-L1, такж е индуцируя димеризацию  PD-L1, однако механизмы

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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этого остаю тся неясными. В настоящ ей работе использованы инструменты вычислительной структурной биоло­
гии (построение моделей белок -  белок и  белок -  лиганд в сочетании с методом молекулярной динамики) в целях 
установления структурных механизмов димеризации PD-L1, индуцированной ресвератролом.

Ключевые слова: PD-1; PD-L1; ресвератрол; вычислительная структурная биология.
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T-cell activation through the blockade o f PD-1 -  PD-L1 interactions is recognised at present as one o f  the most promising 
strategies in  the cancer treatm ent and a num ber o f antibodies targeting the PD-1 -  PD-L1 im m une checkpoint pathway 
have been  approved after successful clinical trials. However, the use o f  antibodies suffers from  a num ber o f  shortcom ings 
including poor tissue and tum or penetration, long half-life tim e, poor oral bioavailability , and expensive production 
costs. Small m olecule based therapeutic approaches offer the potential to address the shortcom ings o f  the antibody-based 
checkpoint inhibitors. A t present, more than twenty small m olecular inhibitors o f  the PD-1 -  PD-L1 interactions whose 
scaffold is based on  substituted biphenyl group connected to a further arom atic ring through a benzyl ether bond have been 
identified and patented by Bristol -  Mayers -  Squibb (USA). Structural studies have show n that all these com pounds act 
by inducing the dim erisation o f  PD-L1 that m akes PD-L1 non-com petent for form ing com plex w ith  PD-1. Very recently, 
the dietary polyphenol resveratrol (RSV) has been reported to inhibit the PD-1 -  PD-L1 interactions through the induction 
o f  the PD-L1 dim erisation b u t the mechanism s rem ain unclear. Here, com putational structural biology tools com bining 
protein -  protein and protein -  ligand docking w ith m olecular dynam ics sim ulations were used to gain structural insights 
into the mechanism s o f  the RSV-induced dim erisation o f PD-L1.

Keywords: PD-1; PD-L1; resveratrol; com putational structural biology.
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Introduction
Among different therapeutic options, cancer immunotherapy has emerged most recently as a powerful stra­

tegy for treating various types of cancers [1-3]. Tumor cells express cancer-specific antigens derived from 
genetic alterations, and as such have to be targeted by the immune cells. However, cancer cells have adapted to 
escape this host defense mechanism by exploiting endogenous T-cell immune tolerance pathways, termed im­
mune checkpoints [4; 5]. The major among them is the PD-1 (programmed death 1) and PD-L1 (programmed 
death ligand 1) immune checkpoint signaling pathway. PD-1 protein suppresses T-cell cytolytic function when 
bound to its ligand PD-L1 [4; 5]. PD-L1 is upregulated on antigen-presenting cells in most cancer types via 
induction of PD-L1 expression by yIFN (secreted from tumor infiltrating T-cells) and by constitutive expres­
sion of PD-L1 resulting from oncogene activation [4-6]. Indeed, the presence of PD-L1 in the tumor micro­
environment is generally correlated with poor prognosis in multiple cancer types [7]. Therefore, one may 
expect that antagonising the protein -  protein interactions of PD-1 with its ligands (PD-L1 and PD-L2) can 
revert T-cell phenotypic exhaustion and thus result in the efficient killing of cancer cells. In line with this, anti­
bodies that target PD-1 or its binding to PD-L1 have shown unprecedented rates of durable clinical responses 
in patients with various cancer types [4]. These antibodies have been successful as single agents in numerous 
clinical trials and have revolutionised the field of antitumor immunoterapy. However, due to lower production 
costs, higher stability, improved tumour penetration, amenability for oral administration and elimination of 
immunogenicity, small-molecular weight inhibitors present a more promising option as compared to antibo­
dies as immune check point inhibitors. Despite these potential advantages of small molecule inhibitors (SMIs), 
their discovery has greatly lagged behind mABs. This is likely because PD-1 and PD-L1 proteins are predicted 
to be challenging drug targets for small molecules [8] since the PD-1 -  PD-L1 interaction interface is large 
(1970 A2) and lacks deep hydrophobic pockets traditionally found in more druggable proteins [9]. In spite of
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this, to date, more than twenty small molecule antagonists that directly and selectively disrupt the association 
between PD-1 and PD-L1 have been identified and disclosed in several patents authored by Bristol -  Mayers -  
Squibb (BMS) [10]. The affinities of these compounds towards PD-L1 determined with the use of the homo­
genous time-resolved fluorescence assay and application of the europium cryptate-labeled anti-Ig were in the 
range of 0.6 nmol/L up to 20 ^mol/L for IC50 values. Recently, the dietary polyphenol resveratrol, a natural 
polyphenolic phytoalexin that is present in red wine, red grape skin, berries, peanuts, and other natural sources, 
has been shown to enhance anti-tumor T-cell immunity, supposedly also by the stabilisation of inactive trimeric 
structure, including two PD-L1 molecules and small molecular ligand, thus using indirect way of the PD-1 -  
PD-L1 axis inhibition [11], however the structural insights into this process is absent. Here, computational 
structural biology tools combining protein -  protein and protein -  ligand docking with molecular dynamics 
simulations were used to gain structural insights into the mechanisms of the resveratrol induced dimerisation 
of PD-L1 as well as the elucidation of structural determinants of its high inhibiting activity.

Materials and methods
Predicting the 3D structures of the PD-L1 -  resveratrol complex. First, the coarse-grained model of the 

PD-L1 dimer -  resveratrol structure complex was predicted using the Glide program of the protein -  ligand 
docking [12]. In doing so, the protein was considered as rigid, whereas the ligand was treated as flexible. 
Because the known experimental PD-L1 dimer structures when complexed with different BMS-ligands (PDB 
codes: 5j8o, 5j89, 5n2d, 5n2f, 5niu, 5nix, 6nm7, 6nm8) differ from one another, all these dimers were prelimi­
nary analysed using Glide in terms of their interaction with resveratrol, and the lowest-energy configuration 
including the protein dimer and ligand was selected to be used in subsequent molecular dynamics (MD) simu­
lations. Because BMS-ligands are known to bind to PD-L1 in extracellular environment [12], whereas the 
membrane parts of PD-L1 monomers are positioned far apart and therefore do not interact, the similar situation 
was proposed for PD-L1 interaction with resveratrol. Taking this into account and for the sake of simplicity, 
membrane parts of PD-L1 were omitted from MD simulations. MD simulations were performed using the 
GROMACS software [14] with the CHARMM36 all-atom force field [15]. The protein was solvated using 
the TIP3P water model [16] in a dodecahedron box of 44 * 37 * 34 A and counterions were added to keep 
systems neutral. Periodic boundary conditions were applied and Lennard-Jones interactions were truncated 
at 12 A with a force switch smoothing function from 10 to 12 A. The integration time step was 2.0 fs. The 
non-bonded interaction lists were generated with a cutoff distance of 16 A. The V-rescale thermostat [17] was 
used to maintain the temperature at 300 K and the Parrinello -  Rahman barostat for maintaining the pressure 
at 1 bar [18]. Electrostatic interactions were calculated explicitly at a distance smaller than 1.0 nm, long-range 
electrostatic interactions were treated by particle mesh Ewald summation at every step [19]. After 500 steps 
steepest descent minimisation with the protein fixed and another 200 steps without the protein fixed, the sys­
tems were first heated to 300 K and then subjected to a 100 ps canonical ensemble (NVT) simulation followed 
by a 100 ps isothermal -  isobaric ensemble (NPT) simulation. After a subsequent 1 ns NPT simulation as 
equilibration, the production simulations were run for 300 ns in the NVT ensemble with the Verlet leap-frog 
algorithm coupled with mesh Ewald method for long-range electrostatics and Verlet cut-off with the distance 
of 1 nm for short-range interactions [20]. GPU-acceleration was used in all MD simulations. The estimation of 
the binding affinity of resveratrol to PD-L1 or the PD-L1 dimer was carried out using three different metrics: 
Glide score [12], Prodigy-Lig affinity [21] and Kdeep affinity [22]. General characterisation of protein -  ligand 
interactions was carried out using protein -  ligand interaction profiler (PLIP) [23].

Modeling PD-L1 -  PD-L1 interaction within the PD-L1 dimer -  resveratrol complex. The modeling of 
PD-L1 -  PD-L1 interaction was performed in a stepwise fashion using a four-staged computational molecular 
docking protocol ((PIPER [24] + GRAMM-X [25] + HDock [26]) -  RosettaDock [27; 28] -  GalaxyRefine- 
Complex [29] -  RosettaDock (abbreviated by (P + G + H)RdGrcRd)), where PIPER performs exhaustive glo­
bal rigid-body search of rigid-body docking decoys, GRAMM-X and HDOCK combine free rigid-body search 
with the template-based one. Next the top-ranked decoys were first refined by the GalaxyRefineComplex ap­
proach during the second stage, followed by the refinement using the RosettaDock approach in the third stage. 
When employing GalaxyRefineComplex in the second stage of the full protocol of the decoy set generation, 
the refinement procedure was applied to a set of several top-scored protein complexes that had been obtained at 
the first stage using the P + G + H combination. To discriminate the near-native complexes among the decoys, 
the binding affinities together with the RosettaDock energy funnels and the total energy score decrease upon 
binding were used in consensus manner. We estimated the binding affinities by two different ways: as interface 
score of RosettaDock [27; 28] and as AG provided by the Prodigy server [30]. In addition, we estimated buried 
surface area (BSA), geometric complementarity (interface van der Waals energy), number of salt bridges and 
hydrogen bonds as main determinants of binding affinity [31; 32]. The Rosetta3 [33] interface analyser was
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used to evaluate BSA, whereas the PPCheck server [34] was used to estimate van der Waals energy, number of 
salt bridges and hydrogen bonds. All these metrics, which are based on essentially different physical concepts, 
were used in consensus manner to strengthen the reliability of functional conclusions based on affinity esti­
mates. Since the availability of a low-energy template-based hit upon template-based docking can be viewed as 
an equivalent of the knowledge of the binding site location, we considered the similarity between the relative 
positions of proteins-partners in the final model and those in the highest-ranked rigid-body decoy obtained by 
the template-based docking as an additional and important indication of the successful prediction.

Results and discussion
The evaluation of the affinities between resveratrol and PD-L1 dimers from atomistic complexes of 

BMS-ligands with PD-L1. To establish the structure of the PD-L1 -  resveratrol protein -  ligand complex, the 
structures of the aPD-L1 and bPD-L1 dimers from 5j8o, 5niu, 5nix, 5j89, 6nm7, 6nm8 were subjected to ligan- 
ding by resveratrol using the Glide program of the protein -  ligand docking [12]. In doing so, the protein was 
considered as rigid, whereas the ligand was treated as flexible. Next, the affinities of the PD-L1 dimers -  resve­
ratrol complexes were estimated using two different metrics: Glide score [12], and Prodigy-Lig affinity [21]. 
The consensus lowest-energy structure was saved to be used in subsequent MD refinements. The results of this 
preliminary analysis is shown in table 1.

T a b le  1
Free energy estimates of the interactions between PD-L1 dimers 
from 5j8o, 5niu, 5j89, 5n2d, 5n2f, 6nm7, 6nm8, 6r3k atomistic 

structures and resveratrol, kcal/mol

PDB code 
of the PD-L1 dimer 

structure used
^ GGlide AGpr ^ Gab ^ GPr,trimer

5j8o(1) -7 .95 -13 .7 -7 .3 -21 .0
5j8o(2) -7 .90 -13 .8 -7 .3 -21 .1

5niu(1) -8 .19 -14 .0 -7 .5 -21 .5
5niu(2) -7 .56 -13 .9 -7 .5 -21 .4
5niu(3) -7 .33 -13 .9 -7 .5 -21 .4

5n2d(1) -7 .59 -13 .8 -7 .1 -20 .9
5n2d(2) -7 .55 -13 .8 -7 .1 -20 .9
5n2d(3) -7.53 -13 .8 -7 .1 -20 .9

5n2f(1) -8 .54 -13 .7 -7 .6 -21 .3
5n2f(2) -8 .46 -13 .8 -7 .6 -21 .4
5n2f(3) -8 .45 -13 .7 -7 .6 -21 .3

6r3k(1) -7 .21 -13 .7 -6 .4 -20 .6
6r3k(2) -7 .15 -13 .7 -6 .4 -20 .6
6r3k(3) -7 .09 -13 .7 -6 .4 -20 .6

5)89(1) -7 .48 -13 .9 -7 .9 -21 .8
5189(2) -7 .45 -13 .9 -7 .9 -21 .8
5189(3) -7 .35 -13 .9 -7 .9 -21 .8
5j89(4) -7 .32 -13 .8 -7 .9 -21 .7

6nm7(1) -8 .98 -14 .1 -8 .0 -22.1
6nm7(2) -8 .81 -14 .1 -8 .0 -22.1

6nm8(1) -8 .06 -13 .8 -7 .7 -21 .5
6nm8(1) -8 .00 -13 .8 -7 .7 -21 .5

N o te . AGGlide, AGPr are binding affinities obtained using Glide and Prodigy respectively; AGab is 
the interprotein binding affinities between PD-L1 monomers A and B; AGPrtrimer = AGp  + AGab.

From the results that have been obtained the complex of resveratrol with the PD-L1 dimer that was adopted 
from 6nm7(1) structure was saved to be used in further refinement.

The refinement of the PD-L1 dimer -  resveratrol complex using MD simulations. The best-scored 
PD-L1 dimer -  resveratrol structure obtained by Glide (with PD-L1 dimer structure adopted from 6nm7) was 
next subjected to MD simulations as described in the section «Materials and methods». The root mean square 
deviation (RMSD) and the root mean square fluctuation (RMSF) were employed to characterise the motions 
of the ligand in respect to the protein and the stabilisation of the trimeric complex. The plots depicting RMSD 
and RMSF are shown in fig. 1 and 2 respectively.
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The plot depicts structural stability, positioning and motion of resveratrol upon the formation of the com­
plex with the PD-L1 dimer.

Our findings show that the systems converged and attained stability early in the production run after 
50 ns for the PD-L1 dimer -  resveratrol complex. The final structure of the MD simulations was considered 
as the structure of the complex (fig. 3). A comparison between the predicted structure and that obtained by 
docking with Glide has shown a significant change both in the conformation and orientation of PD-L1 mole­
cules in all cases with RMSD of 1.122 A. The analysis of the PD-L1 dimer -  resveratrol complex structure 
using the PLIP [23] revealed the formation of 16 hydrophobic contacts and five hydrogen bonds (see fig. 3, 
table 2).

The analysis of the protein -  ligand binding affinity by Prodigy-Lig [21] resulted in binding affinity values 
between the PD-L1 dimer and resveratrol of -14.2. The most important results of simulations are given in table 3. 
The modeling has shown a rather high intermolecular shape and polar complementarity in the PD-L1 -  PD-L1 -  
resveratrol complex thus explaining the induction of PD-L1 dimerisation and inhibition of PD-1 -  PD-L1 interac­
tion. Of note, AGGlide for interaction with resveratrol is higher than that for interaction with BMS-ligands, whereas 
with AGPr the lowest value takes places namely with resveratrol. Nearly the same value (-9.252 kcal/mol) has 
been earlier obtained with AutoDock [35]. This discrepancy can be explained by more accurate account of van 
der Waals interactions by Prodigy as compared with Glide or AutoDock [35].

0

0

0

0

0

50 100 150 200 250 300
Time, ns

Fig. 1. Resveratrol atoms RMSD during MD simulations

Fig. 2. RMSF of resveratrol atoms 
upon the formation of complexes with the PD-L1 dimer
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a

c

Resveratrol

Gln66B

Serll7A
Alal21A Ile54AIle54A

HB1

Val55A

Fig. 3. Structure of the PD-L1 dimer -  resveratrol complex: 
a -  chemical structure of resveratrol; b -  predicted 3D structure 

of the extracellular part of PD-L1 dimer in complex with resveratrol 
after 300 ns MD simulations (resveratrol arrangement between 

two PD-L1 immunoglobulin domains is shown); c -  the closer view 
of the PD-L1 dimer -  resveratrol interface. Hydrogen bonds (HB1, HB2 and HB3) 
are shown as blue lines. The hydrophobic contacts are shown as dotted black lines
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T a b l e  2

Hydrophobic and polar contacts between resveratrol and PD-L1 dimer

Index Residue AA(atom) Distance, A Ligand atom

Hydrophobic contacts
1_H PH * 54A Ile(C D 2) 3.55 C11

2_H PH * 54B Ile(C G 2) 3.32 H 21

3_H PH 56A T yr(C G ) 3.33 C13

4_H PH 56B T yr(C D 1) 2 .72 C11

5_H PH 56B T yr(C G ) 3.28 C6

6_H PH 66A G ln(H G 2) 2.89 H 25

7_H PH 115A M et(C B ) 3.59 C9

8_H PH 115B M et(C B ) 3.79 C6

9_H PH 116B Ile(H G 12) 3.71 H 25

10_H PH 117A S er(H B 2) 3.74 H 20

11_H PH 117B Ser(C B ) 3.70 H 28

12_H PH 121A A la(C B ) 3.54 C3

13_H PH 121B A la(C B ) 3.40 C11

14_H PH 122A A sp(N ) 3.52 H 24

15_H PH 123B T yr(C B ) 3.31 H 26

16_H PH 122B A sp(H B 2) 3.52 H 27

Hydrogen bonds
1_H B** 56B T yr(O H ) 3.61 O 16

2_H B 66B G ln(N ) 3.43 O 7

3_H B 117A Ser(N ) 3.57 O 16

4_H B 122B A sp(H ) 3.97 O 7

5_H B 123B Tyr(H B 2) 2.32 O 16

*HPH stands for hydrophobic contacts. **HB stands for hydrogen bonds.

T a b l e  3
The most important results of interactions between resveratrol, BMS-8, BMS-37,

BMS-200, BMS-202, BMS-1001, BMS-1166, BMS-105 and PD-L1 dimer

Protein -  ligand complexes IC 50,
nmol/L

AGPr,
kcal/mol

AGGlide,
kcal/mol

AGab,
kcal/mol

AG **AGPr,tr
kcal/mol nHPH nHB nSB nn-st

PD-L1
dimer RMSD 

from (PD-L1)2, 
in complex 

with b M s -8

PD -L 1 d im er -  resvera tro l 1 -10 -1 4 .1 -9 .0 -8 .0 -2 2 .2 15 5 0 0 1.12

PD -L 1 d im er -  B M S-8* 146 -1 0 .8 -1 1 .9 -7 .2 -1 8 .0 9 0 0 2 0

PD -L 1 d im er -  B M S-37* OA 1 О О -1 1 .0 -1 2 .0 -7 .1 -1 8 .1 9 0 0 1 0.97

PD -L 1 d im er -  B M S-105* OA 1 О О -1 0 .9 -1 1 .8 -7 .8 -1 8 .6 6 1 0 1 0.56

PD -L 1 d im er -  B M S-200* 80 -1 1 .5 -1 2 .7 -7 .8 -1 9 .3 6 2 0 1 1.17

PD -L 1 d im er -  B M S-202* 18 -1 2 .1 -1 3 .5 -7 .3 -1 9 .4 8 2 0 1 1.08

PD -L 1 d im er -  B M S-1001* 2 -1 5 -1 2 .5 -1 3 .9 -7 .2 -1 9 .7 9 3 0 0 1.26

PD -L 1 d im er -  B M S-1166* 1.4 -1 2 .9 -1 4 .2 - 6 .9 -1 9 .8 9 3 1 1 1.22

N o t e .  AGPr trimer = AGPr + AGab; nHPH -  number of hydrophobic contacts; nHB -  number o f hydrogen bonds; nSB -  number o f salt 
bridges; nn-st -  number o f п-stacking pairs; * -  complexes o f PD-L1 dimer with BMS-8 (PDB code: 5j8o), BMS-37 (PDB code: 5n2d), 
BMS-105 (PDB codes: 6nnv, 6nmv), BMS-200 (PDB code: 5n2f), BMS-202 (PDB code: 5j89), BMS-1001 (PDB code: 6r3k), BMS- 
1166 (PDB code: 5niu); ** -  AGPrtr stands for AGPrtrimer.
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Small molecules targeting the PD-1 -  PD-L1 interaction are actively sought by academic institutions and 
pharmaceutical companies with the hope of surpassing the success of antibodies due to expected better efficacy 
of small molecules as compared to antibodies because of their better tumor penetration and oral availability. 
Although this field is only in its initial stage, several small molecule immunomodulatory compounds at the 
stage of preclinical development have been reported to date [13]. Whereas atomic-level structures of their 
complexes with PD-L1 are known for a number of them, high-resolution structures for some of them posses­
sing IC50 values in low nanomolar range are not determined to date, thus hampering the rational structure based 
development of efficient drugs. In the present study, based on known X-ray structures (PDB codes: 5j8o, 5j89, 
5n2d, 5n2f, 5niu, 5nix, 6nm7, 6nm8), the prediction of the atomistic 3D structure of PD-L1 dimer with resve­
ratrol was carried out. As in known X-ray structures of PD-L1 -  BMS-ligand complexes, PD-L1 interacts simul­
taneously with two monomers of PD-L1. The analysis of the receptor -  ligand complexes allowed the detection 
of the residues involved in dimer stabilisation. As in all previously characterised structures of the complexes of 
PD-L1 with BMS-SMIs, resveratrol interacts with same key interaction residues, namely with Ile54A, Tyr56A, 
Gln66A, Met115A, Ser117A, Ala121A, Asp122A and Ile54B, Tyr56B, Met115B, Ser117B, Ala121B, Tyr123B. 
Overall, the inhibition of PD-L1 immunosuppressive action occurs through multiple hydrophobic and electro­
static interactions that stabilise the trimeric complex including ligand and two monomers. Our studies show that 
resveratrol stabilises the (PD-L1)2 -  ligand trimeric complex more efficiently than known BMS-ligands and as 
such can be seen as the promising hit compound for drug design of therapeutics for the suppression of PD-1 -  
PD-L1 interaction.

Conclusion
Cancer immunomodulation involves the use of synthetic or natural agents capable of activating the immune 

response to impede tumor cell dissemination. The nutraceutical resveratrol, a natural polyphenolic phytoalexin 
that is present in red wine, red grape skin, berries, peanuts, and other natural sources, has recently been pro­
posed as a cancer immunomodulatory molecule by either acting on immune cells or by sensitising tumor cells 
to the cytotoxic effects of immune cells [37]. Our computer-aided simulations combining docking with MD 
have shown that resveratrol locates at the center of the PD-L1 homodimer, filling a deep hydrophobic pocket 
that contributes multiple additional interactions between the PD-L1 monomers. Resveratrol almost perfectly 
duplicate the target space of BMS-SMIs, which have a common scaffold and interact with the cavity formed 
by two PD-L1 monomers and with key interactions with Ile54, Tyr56, Met115, Ile116, Ala121, and Tyr123, 
thereby blocking the PD-1 -  PD-L1 interaction by inducing PD-L1 dimerisation. Due to its special structure 
features, very strong binding takes place between PD-L1 monomers and ligands as well as between protein 
monomers. This results in much higher stabilisation energy of trimeric complex of resveratrol with PD-L1 
dimer as compared with the case of BMS-ligands, suggesting resveratrol as a promising hit-candidate for the 
design of powerful drugs for immunological therapy.
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ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ БЕЛКА КАПСИДА 
ЦИРКОВИРУСА СВИНЕЙ 2-го ТИПА В БАКТЕРИАЛЬНЫХ КЛЕТКАХ
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Для улучшения экспрессии белка капсида цирковируса свиней 2-го типа (ЦВС-2) в клетках E. coli проведе­
на оптимизация соответствующего гена и сконструированы два варианта открытой рамки считывания, которые 
кодировали полноразмерный и укороченный белки капсида в составе вектора экспрессии. При этом заменены 
редко встречающиеся кодоны, а в случае укороченного гена удален участок, соответствующий N -концевому до­
мену белка. Установлено, что наибольший уровень экспрессии в бактериальных клетках достигается при одно­
временной оптимизации кодонов и удалении начального (N-концевого) участка гена размером 108 пар нуклеоти­
дов (п. н.), содержащего сигнал ядерной локализации.

Ключевые слова: цирковирус свиней 2-го типа; открытая рамка считывания; белок капсида; сигнал ядерной 
локализации; N -концевой участок белка; синонимические кодоны; оптимизация кодонов; гетерологичный хозяин; 
экспрессия гена; индекс адаптации кодонов.
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PROPERTIES OF EXPRESSION OF PROTEIN CAPSIDE 
PORCINE CIRCOVIRUS TYPE 2 IN BACTERIAL CELLS
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To improve expression of the porcine circovirus type 2 (PCV2) capsid protein in E. coli cells, the corresponding gene 
was optimized and two variants of the open reading frame were constructed, which encoded the full-sized and shortened 
capsid proteins as part of the expression vector. Rare codons were replaced, and in the case of a shortened version of the 
gene, the region corresponding to the N-terminal domain of the protein was deleted. A comparison was made of the ex­
pression level of the studied proteins. It was established that the highest level of expression in bacterial cells is achieved 
by simultaneously optimizing the codons and removing the initial (N-terminal) 108 base pair (bp) portion of the gene, 
which contains the nuclear localization signal.

Keywords: porcine circovirus type 2; open reading frame; capsid protein; nuclear localization signal; N-terminal por­
tion of the protein; synonymous codons; codon optimization; heterologous host; gene expression; codon adaptation index.

Введение
Цирковирус свиней 2-го типа (ЦВС-2) -  это небольшой икосаэдрический безоболочечный вирус [1], 

принадлежащий к роду Circovirus семейства Circoviridae [2]. ЦВС-2 является возбудителем целого ряда 
синдромов, клинические проявления которых обозначаются общим термином «цирковирусные болезни 
свиней» (ЦВБС). К ЦВБС относятся синдром послеотъемного мультисистемного истощения (СПМИ), 
синдром дерматита и нефропатии свиней (СДНС), связанные с ЦВС пневмония, энтерит и репродук­
тивная дисфункция [3]. Данные заболевания наносят значительный ущерб свиноводству [4]. Наиболее 
эффективным средством борьбы с ЦВС-2 являются вакцины [5]. Все известные современные вакцин­
ные препараты основаны на антигенных свойствах капсидного белка вируса генотипа ЦВС-2а [6] и не 
всегда способны обеспечить достаточный уровень защиты при эпизоотиях, вызванных другими штам­
мами вируса [7]. В связи с этим необходима разработка вакцин на основе превалирующих на сегодняш­
ний день штаммов подвида ЦВС-2Ь [8].

Геном ЦВС-2 представлен ковалентно замкнутой кольцевой одноцепочечной ДНК размером 1767 ну­
клеотидов [1] и имеет по крайней мере три открытые рамки считывания (ОРС) с известными функция­
ми. ОРС2 длиной 702 нуклеотида кодирует единственный белок капсидной оболочки вируса [9]. Размер 
белка капсида составляет 233 аминокислоты, масса -  около 27,8 кДа [9-11]. При разработке генно­
инженерных вакцин против цирковируса именно этот белок используется в качестве антигена [12; 13]. 
В различных исследованиях идентифицированы антигенные детерминанты капсидного белка, важные 
для распознавания иммунной системой. Они находятся в пределах 47-62; 65-87; 113-147; 157-183; 
165-200; 193-207 и 230-233 аминокислотных остатков (а. о.) [14; 15]. N-концевой участок размером 
29 а. о. (координаты 12-41 а. о.) белка капсида обусловливает сигнал ядерной локализации [16].

Эффективная продукция гетерологичных белков в клетках бактерий, как правило, требует модифика­
ции экспрессируемого гена. Наличие редких синонимических кодонов зачастую является препятствием 
для успешной экспрессии гена в гетерологичном хозяине, вследствие чего может быть необходимо из­
менение нуклеотидного состава гена [17]. Подобные затруднения возникают и с экспрессией гена белка 
капсида цирковируса, в связи с чем проводятся эксперименты по оптимизации данного гена, в частности 
изменение или удаление фрагмента гена, кодирующего N-концевой домен данного белка [18-20].

Цель настоящей работы -  создание оптимизированных вариантов гена белка капсида ЦВС-2 для по­
вышения уровня его экспрессии в клетках E. coli.

Материалы и методика исследования
Бактериальные штаммы и плазмиды. В работе использовали плазмиду pET-24b(+) (Novagen®) 

и плазмиду pET-TP3 из коллекции кафедры микробиологии биологического факультета БГУ, вклю­
чающую укороченный ген белка капсида штамма ЦВС-2Ь M1 [20]. Клонирование рекомбинантных 
плазмид проводили в клетках штамма E. coli XL1-Blue (recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 
lac [F' proAB lacIqZAM15 Tn10 (Tetr )]) из коллекции кафедры молекулярной биологии биологическо­
го факультета БГУ. Продуцентами рекомбинантных белков служили бактерии штамма E. coli BL21- 
CodonPlus(DE3)-RIPL (E. coli B F- ompT hsdS(rB mB-) dcm+ Tetr gal 1(DE3) endA Hte [argUproL Camr] 
[argUileYleuW Strep/Specr]) фирмы Stratagene (США).
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Генно-инженерные методики и ферменты. Конструирование, выделение, рестрикцию, C a^-зави- 
симую трансформацию и электрофорез ДНК осуществляли в соответствии с общепринятыми экспе­
риментальными протоколами [21]. Нуклеотидные последовательности генов согласно разработанному 
дизайну синтезированы фирмой Integrated DNA Technologies Inc. (США), а специфические праймеры 
для амплификации -  ОДО «Праймтех» (Беларусь). Плазмидную ДНК выделяли с помощью наборов 
реактивов QIAquick® Gel Extraction Kit и QIAprep® Spin Miniprep Kit UAB (Qiagen, Германия). В работе 
использовали ферменты и буферные системы фирмы Thermo Fisher Scientific Inc. (США): рестриктазы 
XhoI и HindIII с 10-кратным буфером FastDigest; ДНК-лигазу T4 с соответствующим 10-кратным бу­
фером; ДНК-полимеразы Pfu и Taq с 10-кратными Pfu- и Taq-буферами соответственно, смесью дНТФ 
и деионизированной водой в концентрациях, указанных производителем; маркер длины ДНК GeneRuler 
DNA Ladder Mix. Для определения молекулярной массы полученных белков применяли маркер Protein 
Marker VI (10-245) prestained от компании ITWReagents (Испания).

ПЦР проводили в смеси стандартного состава [22] с использованием программируемого амплифи- 
катора Veriti™ фирмы Applied Biosystems (США). Параметры циклов амплификации: первичная дена­
турация -  5 мин при 94 °С, затем 30 циклов, включавших в себя такие операции, как денатурация -  30 с 
при 94 °С, отжиг праймеров -  30 с (температура для каждой пары праймеров рассчитывалась как ми­
нимальная температура отжига из пары минус 5 °C), элонгация -  72 °С (время элонгации определялось 
из расчета 1 мин на 1000 пар нуклеотидов (п. н.) для Taq-полимеразы и 1 мин на 500 п. н. для Pfu- 
полимеразы), заключительная полимеризация -  7 мин при 72 °С.

Индукцию экспрессии рекомбинантных белков в клетках штамма E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL 
проводили по методу автоиндукции Стьюдера [23]. В качестве отрицательного контроля выступали 
клетки BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL без плазмиды. Результаты экспрессии оценивали путем электрофо­
реза белков в полиакриламидном геле по Лэммли [21]. Денситометрические изображения окрашенных 
полиакриламидных гелей анализировали с помощью программного пакета ImageJ 1.46r [24]. Статисти­
ческий анализ (сравнение уровня экспрессии и вычисление стандарнной ошибки среднего) проводили 
в программе SOFA Statistics (версия 1.5.3).

Результаты и их обсуждение
Анализ и оптимизация полноразмерной кодирующей последовательности гена капсида ЦВС-2.

Анализ кодирующей последовательности ДНК структурной части гена белка капсида показал, что 
первичная структура вирусного гена насыщена редкими кодонами, которые практически не читаемы 
в бактериальных клетках. Один из участков ДНК (координаты 555-588 п. н.) содержит подряд 11 трудно­
читаемых кодонов (рис. 1). Имеется большое количество кодонов, нехарактерных для тРНК прока­
риот1 [25] (например, кодоны для аргинина (AGG -  8 триплетов, AGA -  9 триплетов), пролина (ССС -  
12 триплетов), лейцина (CTA -  3 триплета) и изолейцина (ATA -  2 триплета)). Подобный нуклеотидный 
состав затрудняет экспрессию целевого продукта в бактериях. Интактная ДНК гена белка капсида 
ЦВС-2 даже при наличии эффективного прокариотического промотора обусловливает крайне низкий 
уровень экспрессии целевого белка после индукции клонированного гена [20].

С целью увеличить продукцию целевого белка последовательность ДНК структурной части гена 
капсида ЦВС-2 в процессе синтеза модифицировали для оптимизации экспрессии в клетках прокариот, 
при этом замены нуклеотидов в гене не привели к изменениям в последовательности аминокислот в соот­
ветствующем белке (см. рис. 1). Анализ последовательности в программе JCat [26; 27] выявил, что индекс 
адаптации кодонов для E. coli у исходной, неоптимизированной последовательности [28] равен 0,196 1, 
тогда как для оптимизированной полноразмерной последовательности он составляет 0,709 8.

Создание генетической конструкции для экспрессии полноразмерного оптимизированного гена бел­
ка капсида ЦВС-2. Полноразмерную модифицированную рамку считывания амплифицировали с помощью 
праймеров CapsP1 и CapsP2 (см. таблицу). Соответствующий ампликон (717 п. н.) введен в вектор pET-24b(+) 
по сайтам рестрикции XhoI и HindIII. Полученная генетическая конструкция названа pET-LOP (рис. 2). Ис­
следуемый ген, кроме кодирующей последовательности гена белка капсида, содержит последовательности 
N-концевой Т7-метки и C-концевой O-His-метки для более удобного обнаружения и очистки белка. Молеку­
лярная масса предполагаемого белкового продукта, названного LOP, составляет 31,23 кДа.

Экспрессия полноразмерного оптимизированного гена белка капсида ЦВС-2. Полноразмерный 
ген капсида в составе плазмиды pET-LOP демонстрирует индуцибельную экспрессию после передачи 
плазмиды в клетки штамма E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL, о чем свидетельствуют результаты 
электрофореза белков в полиакриламидном геле (рис. 3). Анализ изображений окрашенных полиакрил­
амидных гелей показал, что оптимизированный полноразмерный белок LOP вырабатывается в клетках 
в пропорции (13,01 ± 0,75) % (n = 22) по отношению к общей массе синтезируемого белка.

1Codon usage database [Electronic resource]. URL: http://www.kazusa.or.jp/codon/ (date of access: 16.12.2013).
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atg|acgtat асаagg I B c g t ta c  egg aga aga aga cac cgc|cc|cgc age catett ggc cap ate etc cgc cgc| 
atg |acg tat acc cgt cgt cgt tac ege cgt cgt cgt cat ege ccg ege age cat ctg ggc cag ate ctg ege cgc|

C a p s P  M |t y t  r r r y r r  r  r h r p  r  s h l g q i  l r r |

O R IP

L O P

O R IP

L O P

|csc ccc teg etc gtc cac ccc| cgc cac cgt tac cgc| tgg aga agg aaa aat ggc ate ttc aac acc cgc etc tec 
|cgc ccg tgg ctg gtg cat ccg cgc cat cgt tac cgc |tgg cgt cgt aaa aac ggc ate ttc aac acc cgc ctg tee

C a p s P  [ R P W L V H P R H R Y R |  W R R K  N G I F N T R  L S

O R IP  cgc acc ttc gga tat act ate aag ega асе аса gtc aaa aeg ccc tee tgg geg gtg gac atg atg ttc aat
L O P  cgc acc ttc ggc tat acc ate aag cgt acc acc gtg aaa acc ccg tec tgg geg gtg gat atg atg cgt ttc aac

C a p s P  R T F G Y T I  K R T  T V K T P  S W A V  D M M R F  N

O R IP  att aat gac ttt ett cca gga ggg ggc tea aac cgc tet gtg ttt gaa tac tac aga ata aga aag
L O P  att aac gat ttc ctg ccg ccg ggc ggc ggc tea aac ccg cgt tet gtg ccg ttc gaa tac tac cgt ate cgt aaa

C a p s P  I N D F L P P  G G G S N  P R S V P F  E Y Y R I R  К

O R IP  gtt aag git gaa ttc tgg ■  tgc tee ccg ate acc cag ggt gac agg gga gtg ggc tee agt get gtt att eta
L O P  gtt aaa gtt gaa ttc tgg ccg tgc tee ccg ate acc cag ggc gat cgt ggc gtg ggc tee age geg gtt att ctg

C a p s P  V K V E  F W P  C S P  I T Q  G D R  G V  G S  S A V I  L

O R IP  gat gat aac ttt gta аса aag gee аса gee etc acc tat gac tat gta aac tac tee tee cgc cat acc ■
L O P  gat gat aac ttc gtg acc aaa gee acc gee ctg acc tat gat ccg tat gtg aac tac tee tee cgt cat acc ate

C a p s P  D D N F V T  K A T A  L T Y D P Y V N Y S S R  H T I

O R IP  acc cag ttc tee tac cac tee cgc tac ttt acc ■  aaacct gtc ■  gat tee act att gat tac ttc caa
L O P  acc cag ccg ttc tee tac cat tec cgc tac ttc acc ccg aaa ccg gtg ctg gat tee acc ate gat tac ttc cag

C a p s P  T Q P F S Y H S R Y F T  P К P V L D S T  I D Y F Q

O R IP  cca aac aac aaa gga aat cag ctg tgg ctg cła caa act act gga aat gta gac cac gta ggc etc ggc act
L O P  ccg aac aac aaa cgt aac cag ctg tgg ctg cgt ctg cag acc acc ggc aac gtg gat cat gtg ggc ctg ggc acc

C a p s P  P N N  K R N Q  L W L R L Q  T T  G N V D H V  G L G  T

O R IP  geg ttc gaa aac agt ata tac gac cag gaa tac aat ate cgt gta acc atg tat gta caa ttc Щ | gaa ttt aat
L O P  geg ttc gaa aac age ate tac gat cag gaa tac aac ate cgt gtg acc atg tat gtg cag ttc cgt gaa ttc aac

C a p s P  A F E  N S  I Y D  Q E Y N  I R V T  M Y V  Q F R E F N

O R IP  ett aaa gac ccc cca c tta tcccttaa  
L O P  ctg aaa gat ccg ccg ctg ate ccg

75
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300

375

450

525

600

675

C a p s P L К D P P L I P

Рис. 1. Сравнение оригинальной (ORIP) и оптимизированной (LOP) нуклеотидных последовательностей. 
Указана последовательность белка капсида ЦВС-2 (CapsP). Серым цветом выделены измененные 

при оптимизации кодоны, темно-серым -  редкие кодоны для аргинина, лейцина, 
изолейцина и пролина в оригинальной последовательности. Рамкой обозначены 

отсутствующие в укороченной последовательности кодоны (см. ниже)
Fig. 1. Comparison of the original (ORIP) and the optimized (LOP) nucleotide sequences.
The sequence of the protein capsid PCV2 (CapsP) is shown. The codons changed during 

optimization are highlighted in gray. Rare codons for arginine, leucine, isoleucine and proline 
in the original sequence are highlighted in dark gray. The codons removed 

from the truncated sequence are framed (see below)
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Рис. 2. Карты плазмид, полученных в работе: 
а -  pET-LOP (плазмида для экспрессии полноразмерного белка капсида); 

б -  pET-SOP (плазмида для экспрессии укороченного белка капсида (см. ниже)) 
Fig. 2. Maps of plasmids obtained in the work: 

а -  pET-LOP (plasmid for expressing the full-length capsid protein); 
b -  pET-SOP (plasmid for expression of the truncated capsid protein (see below))

Рис. 3. Результаты ПААГ-электрофореза:
1 -  отрицательный контроль; 2 -4  -  LOP (полноразмерный белок капсида, 31,23 кДа); 

5-7 -  SOP (укороченный белок капсида, 26,35 кДа (см. ниже));
8 -  маркер молекулярной массы с указанием размеров белков;
9-11 -  TP (укороченный неоптимизированный белок, 25 кДа).

Стрелками показаны целевые белки
Fig. 3. Results of PAGE electrophoresis:

1 -  negative control; 2 -4  -  LOP (full-length capsid protein, 31.23 kDa);
5-7 -  SOP (truncated capsid protein, 26.35 kDa (see below));

8 -  molecular weight marker with protein sizes;
9-11 -  TP (truncated unoptimized protein, 25 kDa).

Arrows indicate the target proteins
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Последовательности праймеров, использованных в работе 
Sequences of primers used in the work

Праймер Сиквенс 5' ^  3' Рестриктазы Размер, п. н. Температура 
плавления, °С GC-состав, %

CapsPshort AAAAAGCTTATGTGGCGTCGTAAAA HindIII 25 56,0 36

CapsP1 AAAAAGCTTATGACGTATACCCGTC HindIII 25 55,1 40

CapsP2 TTTCTCGAGCGGGATCAGCG X hol 20 59,8 60

П р и м е ч а н и е .  Подчеркнуты сайты для указанных рестриктаз.

Создание генетической конструкции для экспрессии укороченного оптимизированного гена бел­
ка капсида ЦВС-2. Ранее установлено, что присутствие нуклеотидной последовательности N-концевого 
домена белка капсида затрудняет нормальную трансляцию белка капсида в бактериальных клетках [19]. 
В целях повышения уровня экспрессии сконструирована укороченная оптимизированная последова­
тельность гена. Удаленный участок из 108 п. н. (см. рис. 1) соответствует N-концевому домену белка 
и не затрагивает его основные антигенные эпитопы [14; 15]. Индекс адаптации кодонов для укорочен­
ной и оптимизированной последовательностей равен 0,736 8 [26], что на 3,8 % превышает таковой для 
полноценного гена.

Укороченная генетическая последовательность амплифицирована из последовательности полно­
размерного оптимизированного гена с помощью праймеров CapsP2 и CapsPshort (см. таблицу, рис. 4). 
Ампликон размером 609 п. н. клонирован в вектор pET-24b(+) по сайтам рестрикции Xhol и HindIII. 
Полученная конструкция названа pET-SOP (см. рис. 2). Ожидаемая молекулярная масса белкового про­
дукта, названного SOP, составляет 26,35 кДа.

Экспрессия укороченного оптимизированного гена белка капсида ЦВС-2. Анализ результатов 
электрофореза белков в полиакриламидном геле (см. рис. 3) показал, что укороченный оптимизирован­
ный белок SOP составляет (28,98 ± 0,70) % (n = 21) от общей массы клеточного белка.

Сравнение экспрессии различных вариантов модифицированных генов белка капсида ЦВС-2.
Чтобы определить влияние оптимизации редких кодонов и удаления начального участка гена на уро­
вень экспрессии, было проведено сравнение содержания вышеописанных белковых продуктов и бел­
ка TP, экспрессируемого с конструкции pET-TP3 [20]. Анализ результатов электрофореза показал, что 
укороченный неоптимизированный белок TP составлял (20,49 ± 1,05) % (n = 19) от общей массы белка 
в клетке. Тест для парных сравнений (^-критерий Манна -  Уитни) установил статистически значимую 
разницу в экспрессии исследуемых генов. Укороченный белок SOP нарабатывается в 2,23 раза эффек­
тивнее по сравнению c LOP (p < 0,01) и в 1,41 раза эффективнее, чем укороченный, но неоптимизиро­
ванный белок TP (p < 0,01). Сравнение уровня экспрессии различных модифицированных вариантов 
белка капсида ЦВС-2 наглядно представлено в виде диаграммы на рис. 5. Таким образом, и оптими­
зация кодонов, и удаление N-участка положительно влияют на экспрессию гена белка капсида ЦВС-2, 
причем для достижения наиболее высокого уровня экспрессии следует использовать оба метода.

Значение полученных результатов и перспектива дальнейших исследований. Уровень экспрессии 
немодифицированного гена белка капсида относительно невысок для генно-инженерных штаммов -  про­
дуцентов целевых рекомбинантных белков [18; 20], в связи с чем необходим поиск эффективных мето­
дов оптимизации. Другими авторами проводились эксперименты по замене редких кодонов [20; 29; 30] 
и удалению 5'-концевого участка гена белка капсида цирковируса [18-20; 30]. Однако изучение экс­
прессии укороченной и оптимизированной версии гена белка капсида белорусского штамма вируса ра­
нее не выполнялось, к тому же обычно осуществлялась замена относительно небольшого числа редких 
кодонов [20; 29]. Именно этот пробел и заполняет данная работа. Полученные конструкции демонстри­
руют статистически значимое повышение уровня экспрессии модифицированного гена белка капсида, 
что является важным этапом в создании улучшенной вакцины против отечественного варианта ЦВС-2.

В дальнейшем, помимо уровня экспрессии белка в клетке, необходимо изучить и другие факторы. 
Хотя удаленный фрагмент в укороченном варианте гена белка SOP и не затрагивает его основных анти­
генных доменов, следует учитывать потенциальное влияние данного участка на образование правиль­
ной конформации белка и сборку вирусных частиц, что, в свою очередь, может влиять на иммунизацию 
хозяина. Так, показано, что N-концевой участок белка капсида необходим для димеризации этого белка 
и сборки вирусоподобных частиц, похожих по структуре на частицы интактного вируса [31]. В связи 
с этим требуются дальнейшие исследования различных вариантов модифицированного гена в целях 
установления их влияния на иммунизацию свиней и выявления наиболее подходящего кандидата для 
создания вакцины против наиболее распространенных в Беларуси штаммов ЦВС-2.
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Рис. 4. Открытая рамка считывания оптимизированного гена белка капсида цирковируса. 
Показаны праймеры, которыми проводилась амплификация: 

а -  схематичное изображение последовательности; 
б -  5'-конец генетической последовательности с праймерами 

для полноразмерного и укороченного гена
Fig. 4. Open reading frame of the optimized circovirus capsid protein gene.

The primers used for amplification are shown: а -  schematic representation of the sequence; 
b -  5'-end of the genetic sequence with primers for the full-length and the truncated gene
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Рис. 5. Сравнение уровня экспрессии исследуемых белков. 
Высота столбцов соответствует среднему уровню экспрессии;

усы показывают стандартную ошибку среднего 
Fig. 5. Comparison of the expression level of the studied proteins. 

The height of the columns indicates the average level of expression; 
the whiskers show the standard error of the mean
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Заключение
Таким образом, показано, что для эффективной экспрессии вирусного белка в клетках E. coli, по­

мимо удаления N-концевого домена белка капсида, необходимо дополнительное повышение уровня 
продукции этого гетерологичного белка за счет оптимизации кодирующей последовательности гена.
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ВЛИЯНИЕ ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОРА 
БЕНГАЛЬСКОГО РОЗОВОГО НА ПРОДУКТИВНОСТЬ 

И ПИГМЕНТНЫЙ СОСТАВ H AEM ATO CO CCU S PLUVIALIS1

Е. И. ПЕЧЕНКИНА1), Т. В. САМОВИЧ1), Н. В. КОЗЕЛ1

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

Установлена стимуляция синтеза астаксантина в клетках Haematococcus pluvialis светом высокой интенсив­
ности в сочетании с действием фотосенсибилизатора бенгальского розового. Выявлено, что при использовании 
бенгальского розового в качестве дополнительного индуктора каротиногенеза на свету высокой интенсивности 
происходит увеличение сухого веса гематококка, а также диаметра клеток в суспензии по сравнению с эффектом 
действия на клетки водоросли только света высокой интенсивности. Наблюдаемые приросты сухого веса суще­
ственны: превышение над контролем достигает 40 %. Высказано предположение, что увеличение сухого веса, 
диаметра клеток гематококка и выхода астаксантина при добавлении в среду инкубации H. pluvialis фотосен­
сибилизатора на фоне действия света высокой интенсивности связано не с усилением стрессового воздействия 
(так как использованные концентрации бенгальского розового слишком малы для индукции фотоокислительно­
го стресса), а с сигнальными свойствами генерируемого бенгальским розовым синглетного кислорода, который 
может являться первичным агентом в трансдукции сигнала, запускающего повышенный синтез астаксантина 
в клетках H. pluvialis.

Ключевые слова: Haematococcus pluvialis; каротиногенез; астаксантин; окислительный стресс; активные формы 
кислорода; бенгальский розовый; синглетный кислород.

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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THE INFLUENCE OF ROSE BENGAL PHOTOSENSITIZER 
O N THE PRODUCTIVITY AND PIGMENT COMPOSITION

OF H AEM ATO CO CCU S PLUVIALIS

E. I. PECHENKINAa, T. V. SAMOVICHa, N. V. KOZEE

aInstitute o f  Biophysics and Cell Engineering, National Academy o f  Sciences o f  Belarus,
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The stimulation of astaxanthin synthesis in Haematococcus pluvialis cells under high-intensity light in the combined 
action of Rose Bengal photosensitizer has been established. It was revealed that when Rose Bengal was used as an ad­
ditional inducer of carotenogenesis in high-intensity light, the dry weight of the Haematococcus and the diameter of the 
cells in suspension increase compared to the action of only high-intensity light on algae cells. The observed increases in 
dry weight are significant and reach 40 % excess over control. We suggest that the increase in dry weight, Haematococ- 
cus cell diameter and astaxanthin yield when H. pluvialis photosensitizer is added to the incubation medium against the 
background of high-intensity light is not associated with increased stress (since the used concentrations of Rose Bengal 
are too small to induce photo-oxidative stress), but the signaling properties of the generated Rose Bengal singlet oxygen, 
which may be the primary agent in the transduction of a signal that triggers increased synthesis of astaxanthin in H. plu­
vialis cells.

Keywords: Haematococcus pluvialis; carotenogenesis; astaxanthin; oxidative stress; reactive oxygen species; Rose 
Bengal; singlet oxygen.

Введение
Микроводоросль Haematococcus pluvialis является одним из наиболее перспективных натураль­

ных источников кетокаротиноида астаксантина (3,3'-дигидрокси-Р,Р-каротин-4,4'-диона) -  красного 
пигмента, широко используемого в сельском хозяйстве, пищевой и фармакологической промышлен­
ности, а также косметологии благодаря его чрезвычайно высокой антиоксидантной активности [1; 2]. 
Содержание астаксантина в клетках H. pluvialis составляет 2-5 % от сухой массы водоросли [3; 4]. Хи­
мически синтезированный астаксантин, представляющий собой смесь трех стереоизомеров, отличается 
от натурального структурно и обладает гораздо меньшей биоактивностью, чем природный пигмент [5-7]. 
Значительно возросший в последние годы интерес к H. pluvialis связан с его промышленным производ­
ством, поиском способов увеличения общей продуктивности и выхода астаксантина, а также с желанием 
познать природу механизмов, контролирующих эти процессы.

Астаксантин, один из наиболее эффективных среди известных на сегодняшний день природных 
антиоксидантов, относится к каротиноидам. Установлено, что антиоксидантная активность астаксан­
тина в определенных условиях на порядок выше, чем у Р-каротина и а-токоферола [2; 8; 9]. В отличие 
от Р-каротина астаксантин не является провитамином А, поэтому норму его суточного потребления по 
медицинским показаниям можно увеличивать до 20 мг без угрозы побочных эффектов, характерных 
для высоких концентраций витамина А [2; 10; 11]. Кроме того, астаксантин обладает ярко выражен­
ным противовоспалительным действием, а также способностью проникать через гематоэнцефаличе­
ский барьер, что определяет его эффективность при профилактике и лечении заболеваний центральной 
нервной системы [2].

В нормальных условиях клетки гематококка имеют зеленую окраску и являются достаточно подвиж­
ными. Однако при попадании в неблагоприятные, стрессовые условия они прекращают рост, превра­
щаясь в неподвижные цисты, и начинают накапливать астаксантин для защиты от повышения внутрикле­
точного окислительного потенциала, которое обусловлено индуцированным стрессом. При этом клетки 
водоросли приобретают насыщенно-красный цвет. В нормальных условиях астаксантин накапливается 
в хлоропластах, в стрессовых условиях -  в липидных везикулах в цитозоле.

Наиболее важной проблемой при культивировании гематококка в промышленных масштабах 
является повышение эффективности продукции клетками микроводоросли астаксантина. Есть два 
основных подхода к решению этой проблемы -  изменение клеточного метаболизма путем генетиче­
ской модификации (чаще всего речь идет о мутагенезе), а также увеличение выхода астаксантина за счет 
оптимизации условий культивирования водоросли с применением определенных химических агентов. 
Первый способ хотя и более эффективен, но крайне трудоемок и длителен, поэтому в своем исследовании
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мы обратились к регуляции метаболизма клеток гематококка путем внесения в культуральную среду 
красителя-фотосенсибилизатора бенгальского розового (БР или RB), способного на свету генерировать 
молекулярный синглетный кислород [12] и тем самым вызывать накопление в клетках водоросли аста- 
ксантина [13]. Исследование этого процесса, а именно влияния фотосенсибилизатора БР на накопление 
астаксантина в клетках микроводоросли H. pluvialis, стало целью данной работы.

Материалы и методы исследования
Объектом исследований служила альгологически чистая культура одноклеточной зеленой жгутико­

вой микроводоросли H. pluvialis (штамм IBCE H-17) из коллекции водорослей Института биофизики 
и клеточной инженерии НАН Беларуси [14]. Культуру гематококка стерильно пересевали на чашки 
Петри с твердой питательной средой ВВМ [15]. Чашки выносили на свет, подращивали культуру ге­
матококка в течение 5-7 дней при температуре (23 ± 2) °С. После этого клетки водоросли смывали 
с чашек Петри стерильной средой Рудика [16] объемом 250-300 мл, выращивали в накопительном ре­
жиме при освещении светодиодными лампами белого дневного света (цветовая температура 4000 К) 
с интенсивностью 20 микромолей квантов на квадратный метр за секунду (далее -  мкмоль • м-2 • с-1) 
и фотопериодом 14 ч света /10 ч темноты в течение суток. Температура в световом периоде (23 ± 1) °С. 
Культуру гематококка барботировали (продували воздухом) с помощью компрессора для аквариумов 
ACO-9903 (Hailea, Китай), подающего 4,2 л воздуха в минуту. Через 4-5 сут выращивания суспензию 
гематококка, находящуюся в стадии активного роста и содержащую около 80 % подвижных клеток, ис­
пользовали в экспериментах. Для подсчета количества клеток гематококка в суспензии использовали 
камеру Горяева. Продуктивность H. pluvialis определяли по изменению биомассы, которую оценивали 
по поглощению и светорассеянию суспензий водоросли в красной области спектра при 680 и 750 нм 
на спектрофотометре Solar PB 2201 (ЗАО «Солар», Беларусь). Поглощение при 680 нм соответствует 
максимуму поглощения хлорофиллов, а поглощение при 750 нм определяется в основном светорассея­
нием на клетках H. pluvialis. Для количественного расчета сухой массы H. pluvialis (в миллиграммах 
на миллилитр) использовали формулу, описанную Т. Кацудой (T. Katsuda) с соавторами в работе [17]:

ОП750 -  ОП680
Сухой вес = (3,04--------— ---------- + 1,4) • ОП680,

ОП680
где ОП680 и ОП750 -  оптическая плотность при 680 и 750 нм соответственно.

Отметим, что нами была проведена оценка корректности применения этой формулы для исследуе­
мого штамма H. pluvialis и спектрофотометра Solar PB 2201, заключавшаяся в сопоставлении расчет­
ных величин и фактических значений сухой массы H. pluvialis после высушивания водоросли. Прове­
денный анализ подтвердил высокую точность расчета сухого веса водоросли согласно такому подходу. 
Диаметр клеток гематококка определяли на персональном компьютере программным методом с по­
мощью микроскопа Nikon Eclipse TS100 с камерой Nikon DS-Fi2 (после проведения предварительной 
калибровки), используя программное обеспечение NIS-Elements v.4.40 (Nikon, Япония). Для получения 
статистически достоверных значений устанавливали диаметр не менее 50 клеток, после чего рассчиты­
вали среднее арифметическое и стандартное отклонение среднего арифметического.

Пигментный состав клеток H. pluvialis определяли методом высокоэффективной жидкостной хрома­
тографии (ВЭЖХ или HPLC), модифицированным в лаборатории биофизики и биохимии раститель­
ной клетки Института биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси согласно работам [17-21].

При проведении ВЭЖХ использовали следующие реактивы и растворы: 100 % ацетон; раствор А, 
содержащий 90 % ацетонитрила, 9,9 % фильтрованной дистиллированной воды (фильтр -  нейлоновая 
мембрана с диаметром пор d = 0,45 мкм), 0,1 % триэтиламина; раствор В, представляющий собой 100 % 
этилацетат. ВЭЖХ осуществляли с помощью хроматографа серии LC-20 Prominence (Shimadzu, Япо­
ния), используя хроматографическую колонку типа C18 Nucleodur C18 Gravity (размер частиц 5 мкм, 
длина колонки 15 см) производства компанииMacherey-Nagel (Германия).

Для извлечения фотосинтетических пигментов клетки H. pluvialis осаждали 10 мин при 17 000 g 
на центрифуге Heraeus Pico 17 (Thermo Fisher Scientific Inc., США). Осадок помещали в охлажден­
ные (4 °С) фарфоровые ступки, добавляли 100 мг кварцевого песка, приливали 0,5 мл 100 % ацетона 
и растирали до гомогената. Полученный гомогенат переносили в эппендорфы объемом 2 мл. Ступки 
смывали 1,5 мл 100 % ацетона. Если объем супернатанта был менее 2 мл, то его доводили до 2 мл 
100 % ацетоном. Гомогенат центрифугировали в течение 10 мин при 17 000 g. Супернатант переносили 
в мерные пробирки. Осадок ресуспендировали с ацетоном и центрифугировали 10 мин при 17 000 g. 
Процедуру повторяли до получения бесцветного супернатанта и осадка. Фиксировали конечный объем 
раствора пигментов.
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Для извлечения астаксантина клетки H. pluvialis осаждали 10 мин при 17 000 g на центрифуге 
Heraeus Pico 17. Осадок ресуспендировали с добавлением кварцевого песка и 2 мл метанола в течение 
5 мин, после чего центрифугировали 10 мин при 17 000 g. Процедуру повторяли до получения бесцвет­
ного супернатанта и осадка. Фиксировали конечный объем раствора пигментов. Астаксантин с жирны­
ми кислотами образует большое количество эфиров, в связи с чем для количественного определения 
пигмента требуется проведение процедуры сапонификации. После сапонификации жирные кислоты 
отщепляются и астаксантин выходит в виде нескольких стереоизомеров, среди которых преобладает 
транс-астаксантин [22]. Для сапонификации к 1,0 мл суммарного экстракта добавляли 20 мкл 1 моль/л 
KOH и оставляли в темноте на 6 ч при комнатной температуре. Полученный экстракт использовали для 
хроматографии.

В виалы для хроматографии вносили по 0,5 мл супернатанта и помещали их в камеру хроматографа. 
Объем инъекции составлял 50 мкл. Разделение пигментов в колонке проводили с использованием рас­
творов А и В с потоком 0,5 мл/мин согласно программе (табл. 1).

Т а б л и ц а  1

Программа изменения концентрации растворителей 
для разделения фотосинтетических пигментов 

на хроматографической колонке Nucleodur C18 Gravity
T a b l e  1

The program for changing of the concentration 
of solvents for separation of photosynthetic pigments 

on a Nucleodur C18 Gravity chromatographic column

Время, мин Скорость 
потока, мл/мин Раствор А ,% Раствор B, % Режим

0,01 0,5 100 0 Л инейный градиент

15,0 0,5 0 100 И зократический реж им

18,0 0,5 0 100 Л инейный градиент

19,0 0,5 100 0 И зократический реж им

25,0 0,5 100 0 Остановка

Пигменты регистрировали спектрофотометрическим детектором с диодной матрицей SPD-M20A 
(Shimadzu) в диапазоне 200-800 нм. Для визуализации профиля хроматограммы выделяли спектр по­
глощения при 440 и 650 нм (для фотосинтетических пигментов), а также 475 нм (для астаксантина). 
Для количественного определения пигментов применяли стандарты пигментов неоксантина, виола- 
ксантина, лютеина, астаксантина, Р-каротина, хлорофилла a и хлорофилла b .

В работе 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 фотосинтетических пиг­
ментов производства Sigma-Aldrich (Германия). В ходе обработки экспериментальных данных вычис­
ляли среднее, стандартное отклонение среднего. Достоверность различий между вариантами определя­
ли с учетом коэффициента Стьюдента для принятого уровня значимости (р < 0,05) и соответствующего 
числа степеней свободы. Представлены результаты 3 опытов в 3-кратной биологической повторности. 
При проведении морфометрических исследований и определении сухого веса количество независимых 
повторностей было больше десяти. Для статистической обработки экспериментальных данных исполь­
зовали пакеты программ Excel 2019, SigmaPlot 12.0 и статистические методы, принятые в области био­
логических исследований [23].

Результаты и их обсуждение
Как известно, БР имеет один из самых высоких квантовых выходов генерации синглетного кисло­

рода среди существующих фотосенсибилизаторов и при этом наиболее благоприятный с точки зрения 
индукции фотоокислительного стресса в растительных системах спектр поглощения с максимумом 
в зеленой области. Однако в предварительных экспериментах по индукции каротиногенеза этим фото­
сенсибилизатором было установлено, что высокие концентрации БР в среде инкубации водоросли, вы­
зывающие фотоокислительный стресс, приводят не только к индукции синтеза астаксантина в клетках 
гематококка, но и к существенному уменьшению количества клеток. Такая стимуляция каротиногене­
за оказалась менее эффективной по сравнению с наиболее распространенным способом -  действием
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света высокой интенсивности (более 100 мкмоль • м-2 • с-1). Однако нами было также выявлено, что 
использование малых концентраций фотосенсибилизатора на фоне действия света высокой интенсив­
ности (120 мкмоль • м-2 • с-1) приводит к увеличению продукции астаксантина гематококком, что видно 
по интенсивности окраски суспензии водоросли (рис. 1). В последующих экспериментах исследовали 
именно такой способ запуска синтеза астаксантина в клетках гематококка, выдвинув предположение, 
что стимуляция накопления каротиноидов связана не с фототоксичными свойствами БР, а с сигнальной 
функцией синглетного кислорода, который эффективно генерируется на свету в присутствии фотосен­
сибилизатора.

Для индукции накопления астаксантина в клетках гематококка мы использовали схему, состоящую 
из двух этапов. На первом этапе добивались максимального прироста биомассы водоросли при нор­
мальных условиях культивирования с последующим переходом клеток в неподвижное состояние (ста­
дия активного роста). На втором этапе выносили полученную культуру на свет высокой интенсивности 
для индукции накопления астаксантина в клетках водоросли. Фотосенсибилизатор вводили непосред­
ственно в суспензию перед помещением культуры на свет высокой интенсивности. Контролем служи­
ла культура с фотосенсибилизатором или без него, находившаяся под нормальным освещением, либо 
культура без фотосенсибилизатора, выращенная на свету высокой интенсивности.

Рис. 1. Суспензия H. pluvialis после инкубации на свету высокой 
интенсивности (120 мкмоль • м-2 • с-1, варианты 4 -6 ) и при нормальном освещении (варианты 1-3) 

с предварительным добавлением в культуральную среду фотосенсибилизатора БР в разной концентрации: 
варианты 1 и 4 -  0 мкмоль/л (контроль); варианты 2 и 5 -  0,25 мкмоль/л; варианты 3 и 6 -  0,5 мкмоль/л 

Fig. 1. Suspension of H. pluvialis after incubation under high-intensity light (120 pmol • m-2 • s-1, options 4 -6 ) 
and under normal lighting (options 1-3) with preliminary addition of RB photosensitizer in different concentrations 

to the culture medium: options 1 and 4 -  0 pmol/L (control); options 2 and 5 -  0.25 pmol/L; options 3 and 6 -  0.5 pmol/L

Далее при исследовании действия БР как индуктора накопления астаксантина в клетках гематококка 
определяли количество и размер клеток H. pluvialis, а также сухой вес водоросли. Эксперименталь­
ные данные представлены в табл. 2. Выявлено увеличение сухого веса гематококка при использовании 
фотосенсибилизатора БР в качестве дополнительного к свету высокой интенсивности индуктора каро­
тиногенеза. Превышение над контролем варьировало в зависимости от концентрации фотосенсибили­
затора и количества клеток в исходной суспензии от 21 до 41 % (см. табл. 2).

Т а б л и ц а  2

Влияние БР на продуктивность, 
диаметр и количество клеток микроводоросли H. pluvialis

T a b l e  2
The effect of RB on the productivity, 

diameter and number of cells of the microalgae H. pluvialis

Варианты
опыта

Интенсивность
света

Концентрация БР, 
мкмоль/л Сухой вес, мг/мл Количество клеток, 

тыс. ед./мл Диаметр клеток, мкм

Начало
эксперимента Н изкая - 0,47 491,89 ± 39,76 17,97 ± 0,37

1 Н изкая 0 (контроль) 0,37 ± 0,02 320,95 ± 17,27 24,74 ± 0,34

2 Н изкая 0,25 0,37 ± 0,01 
(100)

314,33 ± 21,03 
(98)

22,63 ± 0,29* 
(92)

3 Н изкая 0,5 0,36 ± 0,04 
(97)

335,65 ± 50,72 
(105)

24,34 ± 0,32 
(98)
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О к о н ч а н и е  т а б л .  2 
E n d i n g  t a b l e  2

Варианты
опыта

Интенсивность
света

Концентрация БР, 
мкмоль/л Сухой вес, мг/мл Количество клеток, 

тыс. ед./мл Диаметр клеток, мкм

4 Высокая 0 (контроль) 0,24 ± 0,03 249,33 ± 35,28 26,44 ± 0,42

5 Высокая 0,25 0,34 ± 0,03* 
(141)

235,17 ± 14,90 
(94)

27,34 ± 0,44* 
(103)

6 Высокая 0,5 0,29 ± 0,05* 
(121)

225,28 ± 31,99 
(90)

24,18 ± 0,30* 
(92)

П р и м е ч а н и е .  * -  достоверные различия по сравнению с контролем, p  < 0,05. В скобках указан процент к контролю.

Установлено увеличение размера клеток H. pluvialis в процессе культивирования как при низкой, так 
и при высокой освещенности, что указывает на переход их в стадию образования цист. Из особенностей 
стоит отметить несколько меньшие размеры клеток водоросли при использовании БР на свету низкой 
интенсивности относительно соответствующего контроля и разнонаправленное изменение диаметра 
клеток для разных концентраций фотосенсибилизатора на свету высокой интенсивности (добавление 
0,25 мкмоль/л БР приводило к достоверному увеличению диаметра клеток, а 0,5 мкмоль/л -  к умень­
шению (см. табл. 1)). Достоверного изменения количества клеток в опытных вариантах по сравнению 
с контролем не установлено (см. табл. 1).

Таким образом, исследование влияния БР на сухой вес и морфометрические показатели клеток во­
доросли дает основания считать целесообразным использование данного фотосенсибилизатора для 
повышения продукции астаксантина клетками гематококка. Об этом свидетельствует увеличение под 
действием БР сухого веса и диаметра клеток в суспензии. Отметим, что наблюдаемый при добавлении 
фотосенсибилизатора на свету высокой интенсивности эффект указывает не на усиление стрессового 
воздействия через индукцию БР фотоокислительного стресса, а на сигнальные свойства синглетного 
кислорода, который, видимо, является первичным агентом в трансдукции сигнала, запускающего за­
щитные механизмы в клетках водоросли.

Далее из клеток в полученных суспензиях извлекли фотосинтетические пигменты, разделили по­
следние с помощью ВЭЖХ и определили их содержание. Анализ пигментных экстрактов позволил 
выявить в клетках исходной культуры H. pluvialis наличие пигментов, участвующих в фотосинтезе, -  
неоксантина, виолаксантина, лютеина, хлорофиллов a и b, b-каротина. На рис. 2 представлена хромато­
грамма экстракта пигментов суспензии H. pluvialis, выращенной в нормальных условиях освещения 
без добавления фотосенсибилизатора, с ярко выраженными пиками неоксантина (пик 1), виолаксанти- 
на (пик 2), лютеина (пик 3), хлорофилла b (пик 4), хлорофилла a (пик 5) и b-каротина (пик 6).

На рис. 3 представлены нормированные на единицу спектры выделенных пигментов, зарегистриро­
ванные спектрофотометрическим детектором с диодной матрицей.

Хроматограммы экстрактов пигментов из клеток гематококка, накопивших астаксантин, существенно 
отличаются от таковых для исходной культуры как до сапонификации (рис. 4), так и после нее (рис. 5). 
Исходя из первой хроматограммы, до сапонификации пики, принадлежащие эфирам астаксантина, накла­
дываются на пики хлорофилловых пигментов. На второй хроматограмме видны две формы астаксантина 
(транс-, цис-) и b-каротин.

Для более точного определения содержания хлорофиллов a и b в условиях повышенного накопле­
ния астаксантина, эфиры которого экранируют хлорофилл, дополнительно проводили визуализацию 
пиков хроматограммы при 650 нм, исключая таким образом из профиля хроматограммы каротиноиды, 
которые в этой области не поглощают свет (рис. 6). На рис. 6 видны только две полосы, принадлежа­
щие хлорофиллу b (время удержания 7,90 мин) и хлорофиллу а (время удержания 8,55 мин). Пигменты 
были идентифицированы по спектрам поглощения (см. рис. 3).

Анализ содержания фотосинтетических пигментов в клетках гематококка показал, что на свету низ­
кой интенсивности добавление БР в концентрации 0,25 и 0,5 мкмоль/л (в среде инкубации) приводит 
к увеличению содержания практически всех фотосинтетических пигментов -  хлорофилла и кароти­
ноидов (табл. 3). Однако на свету высокой интенсивности мы наблюдали противоположный результат: 
введение БР в среду инкубации вызывало существенное снижение количества хлорофилла и кароти­
ноидов (см. табл. 3). Причем наибольшее (для некоторых пигментов 3-кратное) снижение мы наблюда­
ли при использовании БР в концентрации 0,25 мкмоль/л. В литературе есть многочисленные сведения, 
указывающие на редукцию фотосинтетических пигментов, таких как хлорофилл, ксантофилловые ка­
ротиноиды неоксантин, виолаксантин и лютеин, а также b-каротин, в ответ на запуск сверхпродукции 
клетками водоросли астаксантина. Поэтому далее мы проанализировали содержание в эксперимен­
тальных образцах разных изомеров астаксантина.
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Рис. 2. Хроматограмма экстракта пигментов суспензии H. pluvialis (исходная культура): 
пик 1 -  неоксантин (время удержания 3,90 мин); пик 2 -  виолаксантин (время удержания 4,45 мин);

пик 3 -  лютеин (время удержания 5,90 мин); пик 4 -  хлорофилл b (время удержания 7,90 мин); 
пик 5 -  хлорофилл a (время удержания 8,55 мин); пик 6 -  b-каротин (время удержания 10,45 мин) 

Fig. 2. Chromatogram an extract of pigments of a suspension of H. pluvialis (source culture): 
peak 1 -  neoxanthin (retention time 3.90 min); peak 2 -  violaxanthin (retention time 4.45 min);

peak 3 -  lutein (retention time 5.90 min); peak 4 -  chlorophyll b (retention time 7.90 min); 
peak 5 -  chlorophyll a (retention time 8.55 min); peak 6 -  b-carotene (retention time 10.45 min)

Лютеин .............Р-Каротин -----°—  Неоксантин
—>----Виолаксантин----------Астаксантин

Рис. 3. Спектры поглощения пигментов, выделенных из клеток H. pluvialis 
(спектры нормированы на единицу по основному максимуму поглощения) 

Fig. 3. Absorption spectra of pigments extracted from H. pluvialis cells 
(the spectra are normalized according to the main absorption maximum)
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Рис. 4. Хроматограмма экстракта пигментов из клеток H. pluvialis до сапонификации: 
пик 1 -  лютеин (время удержания 5,90 мин); пик 2 -  хлорофилл b (время удержания 7,90 мин); 

пик 3 -  хлорофилл a (время удержания 8,55 мин); пики 4 -6  -  эфиры астаксантина 
Fig. 4. Chromatogram of the extract of pigments from H. pluvialis cells before saponification: 

peak 1 -  lutein (retention time 5.90 min); peak 2 -  chlorophyll b (retention time 7.90 min), 
peak 3 -  chlorophyll a (retention time 8.55 min); peaks 4 -6  -  astaxanthin esters

Рис. 5. Хроматограмма экстракта пигментов из клеток H. pluvialis после сапонификации: 
пик 1 -  транс-астаксантин (время удержания 4,95 мин); 

пик 2 -  цис-астаксантин (время удержания 5,45; 5,65; 5,85 и 6,10 мин); 
пик 3 -  b-каротин (время удержания 10,45 мин)

Fig. 5. Chromatogram of the extract of pigments from H. pluvialis cells after saponification: 
peak 1 -  trans-astaxanthin (retention time 4.95 min); 

peak 2 -  cis-astaxanthin (retention time 5.45; 5.65; 5.85 and 6.10 min); 
peak 3 -  b-carotene (retention time 10.45 min)
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Рис. 6. Хроматограмма экстракта пигментов из клеток H. pluvialis 
до сапонификации, визуализированная при 650 нм 

Fig. 6. Chromatogram of the extract of pigments from H. pluvialis cells 
before saponification, visualized at 650 nm

Влияние БР на содержание фотосинтетических пигментов в клетках H. pluvialis

Т а б л и ц а  3

T a b l e  3

Effect of RB on the content of photosynthetic pigments in H. pluvialis cells

Пигменты

Содержание в опытных образцах, мкг/мл

Свет низкой интенсивности Свет высокой интенсивности

0 мкмоль/л БР 
(контроль) 0,25 мкмоль/л БР 0,5 мкмоль/л БР 0 мкмоль/л БР 

(контроль) 0,25 мкмоль/л БР 0,5 мкмоль/л БР

Н еоксан ти н 0,011 ±  0,004
0,051 ±  0,012* 

(464)
0 ,046 ±  0,011* 

(418)
0,017 ±  0,001 Н . о. Н . о.

В и олаксан ти н 0,010 ±  0,005
0,039 ±  0,009* 

(390)
0 ,026 ±  0,007* 

(260)
0,017 ±  0,003 Н . о. Н . о.

Л ю теин 0,258 ±  0,061
0,340 ±  0,017* 

(132)
0 ,430 ±  0,021* 

(167)
0,245 ±  0,061

0,112 ±  0,018* 
(46)

0 ,227 ±  0,100 
(93)

Х л ороф и л л  b 0,374 ±  0,054
0,482 ±  0,022* 

(129)
0 ,626 ±  0,034* 

(167)
0,313 ±  0,038

0,111 ±  0,002* 
(32)

0 ,266 ±  0,101 
(85)

Х л ороф и л л  a 1,248 ±  0,201
1,632 ±  0,218* 

(131)
1,985 ±  0,166* 

(159)
1,133 ±  0,111

0,381 ±  0,018* 
(36)

0 ,950  ±  0,344 
(84)

b -К ароти н 0,266 ±  0,053
0,217 ±  0,044 

(82)
0 ,390  ±  0,032* 

(146)
0,313 ±  0,031

0,162 ±  0,076* 
(52)

0,248 ±  0,104 
(73)

П р и м е ч а н и е .  * -  достоверные различия по сравнению с контролем, p  < 0,05; н. о. -  не обнаружено. В скобках указан
процент к контролю.

А н а л и з  с о д е р ж а н и я  а с т а к с а н т и н а  в  к л е т к а х  H. pluvialis  п о к а з а л  с у щ е с т в е н н о е  у в е л и ч е н и е  к о л и ч е с т в а  
э т о г о  п и г м е н т а  т о л ь к о  п р и  и с п о л ь з о в а н и и  с в е т а  в ы с о к о й  и н т е н с и в н о с т и .  У с т а н о в л е н о , ч т о  в д а н н о м  
с л у ч а е  д о б а в л е н и е  ф о т о с е н с и б и л и з а т о р а  Б Р  о б е с п е ч и в а е т  п о в ы ш е н и е  п р о д у к ц и и  а с т а к с а н т и н а  к л е т ­
к а м и  г е м а т о к о к к а  п р и м е р н о  н а  2 0  % . В  т о  в р е м я  к а к  п р и м е н е н и е  Б Р  н а  с в е т у  н и з к о й  и н т е н с и в н о с т и  
л и ш ь  у м е н ь ш а л о  с о д е р ж а н и е  э т о г о  к а р о т и н о и д а  в  к л е т к а х  в о д о р о с л и  о т н о с и т е л ь н о  к о н т р о л я  ( с у с п е н ­
з и я  б е з  Б Р ) , ч т о  с о о т в е т с т в у е т  у в е л и ч е н и ю  в н и х  х л о р о ф и л л а  и  д р у г и х  ф о т о с и н т е т и ч е с к и х  п и г м е н т о в  
и  п о д т в е р ж д а е т  п р е д п о л о ж е н и е  о б  о т с у т с т в и и  т о к с и ч н о г о  д е й с т в и я  Б Р  в  и с п о л ь з у е м ы х  к о н ц е н т р а ц и я х  
н а  к л е т к и  H. pluvialis. Р е з у л ь т а т ы  и с с л е д о в а н и я  п р е д с т а в л е н ы  в т а б л . 4.
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Т а б л и ц а  4
Результаты проведения ВЭЖХ пигментов H. pluvialis после воздействия 

на клетки водоросли света высокой интенсивности 
в присутствии фотосенсибилизатора Б Р  и без него (контроль)

T a b l e  4
The results of the HPLC of H. pluvialis pigments after exposure to light algae cells 
of high intensity in the presence of RB photosensitizer and without RB (control)

Концентрация БР, 
мкмоль/л

Содержание пигментов, мкг/мл

транс-Астаксантин цис-Астаксантин Суммарный
астаксантин b-Каротин

0 (контроль) 3,99 ± 0,15 
(100)

1,09 ± 0,06 
(100)

5,08 ± 0,21 
(100)

0,033 ± 0,002 
(100)

0,25 5,00 ± 0,21* 
(125,2)

1,23 ± 0,02* 
(113,0)

6,23 ± 0,23* 
(122,6)

0,041 ± 0,005* 
(122,8)

0,5 4,36 ± 0,12* 
(109,3)

1,14 ± 0,03 
(105,3)

5,51 ± 0,15* 
(108,4)

0,044 ± 0,006* 
(133,3)

П р и м е ч а н и е .  * -  до стоверные различия по сравнению с контролем, p  < 0,05. В скобках ука­
зан процент к контролю.

Заключение
Таким образом, установлена 20 % стимуляция синтеза астаксантина в клетках H. pluvialis штамма 

IBCE H-17 светом высокой интенсивности в сочетании с действием фотосенсибилизатора БР. Выявле­
но, что при использовании БР в качестве дополнительного индуктора каротиногенеза на свету высокой 
интенсивности происходит увеличение сухого веса гематококка, а также диаметра клеток в суспензии 
по сравнению с результатом воздействия на клетки водоросли только света высокой интенсивности. 
Наблюдаемые приросты сухого веса существенны и достигают 40 % по отношению к контролю. Мы 
предполагаем, что увеличение сухого веса, диаметра клеток гематококка, а также выхода астаксантина 
при добавлении в среду инкубации H. pluvialis фотосенсибилизатора на фоне действия света высокой 
интенсивности связано не с усилением стрессового воздействия (так как использованные концентра­
ции БР слишком малы для индукции фотоокислительного стресса), а с сигнальными свойствами ге­
нерируемого БР синглетного кислорода, который может являться первичным агентом в трансдукции 
сигнала, запускающего повышенный синтез астаксантина в клетках H. pluvialis.
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ПЕРСПЕКТИВЫ ПРИМЕНЕНИЯ ОТХОДОВ 
АЛКОГОЛЬНОЙ ПРОМЫШЛЕННОСТИ В ФОТОВЫДЕЛЕНИИ 

ВОДОРОДА ПУРПУРНОЙ БАКТЕРИЕЙ RHODOBACTER SPHAEROIDES1

Л. С. ГАБРИЕЛЯН1

1 Ереванский государственный университет, ул. Алека Манукяна, 1, 0025, г. Ереван, Армения

В настоящее время рассматриваются возможности использования различных промышленных отходов при 
производстве биотоплива, что не только обеспечит новые, эффективные и дешевые источники молекулярного 
водорода (Н2), но и поможет решить проблему утилизации отходов. Исследованы перспективы применения от­
ходов алкогольной промышленности, таких как пивная дробина и зерновая барда, для получения H2 из пурпурной 
бактерии Rhodobacter sphaeroides MDC6522. Представленные данные указывают на возможность использования 
зерновой барды и пивной дробины в качестве источников углерода для производства H2. Продемонстрировано, 
что предварительная обработка отходов, их разведение и нейтрализация необходимы для обеспечения эффектив­
ного роста и выделения H2 у R. sphaeroides. Скорость роста и выход H2 при выращивании бактерий на разбав­
ленной в 2 раза зерновой барде увеличивались в 2 и 4 раза соответственно по сравнению с таковыми у культуры, 
выращенной на стандартной среде Ормерода. Тогда как скорость роста и фотовыделение H2 при использовании 
разбавленной в 10 раз пивной дробины превышали в 2 раза рост и выход H2 в контрольном образце. Таким обра­
зом, результаты проведенного исследования свидетельствуют о том, что данные отходы алкогольной промышлен­
ности могут служить перспективными субстратами для получения биоводорода.

Ключевые слова: Rhodobacter sphaeroides; фотоброжение; биоводород; отходы алкогольной промышленности.
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THE PROSPECTS OF ALCOHOL INDUSTRY WASTES APPLICATION 
IN PHOTOPRODUCTION OF HYDROGEN 

BY THE PURPLE BACTERIA RHODOBACTER SPHAEROIDES

L. S. GABRIELYANa

aYerevan State University, 1 AlexManoukian Street, Yerevan 0025, Armenia

The possibilities of using various industrial wastes to produce biofuel are currently being considered. It will provide 
not only novel, efficient and cheap sources of hydrogen (H2), but will also help to solve the problem of waste disposal.
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T he cu rren t w o rk  p resen ts  the p ro spec ts o f  ap p lica tio n  o f  a lcoho l industry  w astes, such  as d istille rs g rains an d  b rew ery  
spen t g rains, fo r  p ro d u c tio n  o f  H 2 by  the pu rp le  b ac te ria  Rhodobacter sphaeroides M D C 6522 . T he d a ta  ob ta ined  show ed 
th e  p ossib ility  o f  u sin g  d istille rs g rains and  b rew ery  spen t g ra ins as effective ca rb o n  sources fo r  p rod u c in g  H 2. I t w as 
show n  th a t p re -trea tm en t o f  w astes, th e ir  d ilu tio n  and  n eu tra liza tion  are necessary  to  ensure th e  effective b ac te ria l g row th  
an d  H 2 p rod u c tio n  by  R. sphaeroides. T he g ro w th  rate  and  H 2 y ie ld  d u ring  the cu ltiv a tio n  o f  b ac te ria  o n  a  2 -fo ld  d ilu ted  
d istille rs g ra ins m ed iu m  inc reased  2- and  4-fo ld , respectively , com pared  w ith  a  cu ltu re , g ro w n  o n  standard  O rm erod  
m edium . A t th e  sam e tim e, the g ro w th  rate  and  pho to p ro d u c tio n  o f  H 2 on  a  10-fold  d ilu ted  b rew ery  spen t g rains m ed ium  
w ere  2 -fo ld  higher, in  co m p ariso n  w ith  the contro l. T hus, the resu lts  ob ta ined  ind ica te  th a t these  a lcoho l industry  w astes 
can  b e  u sed  as p ro m is in g  substra tes fo r  b io h y d ro g en  production .

Keywords: Rhodobacter sphaeroides; pho to ferm en ta tion ; b iohyd rogen ; a lcoho l industry  w astes.
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Введение
Пурпурные несерные бактерии имеют весьма разнообразный метаболизм, поскольку способны рас­

ти как анаэробно при освещении (фототрофия), так и аэробно в темноте (хемотрофия), используя или 
органические соединения (гетеротрофия), или CO2 (автотрофия) в качестве источника углерода [1-4]. 
Не менее сложен и многообразен водородный метаболизм пурпурных бактерий: одновременно в них 
протекают различные реакции с поглощением или выделением водорода (H2) [2; 4; 5]. Водородный 
метаболизм пурпурных несерных бактерий обусловлен деятельностью двух ферментов -  нитрогеназы 
и гидрогеназы [2; 4-6].

В последнее время возрос интерес к пурпурным несерным бактериям как эффективным продуцен­
там H2, являющегося перспективным видом экологически чистого биотоплива [2; 4-7]. Пурпурные 
бактерии выделяют H2 в результате фотоброжения (photofermentation) органических соединений в про­
цессе аноксигенного фотосинтеза [5-8].

Ранее нами было показано, что пурпурные несерные бактерии Rhodobacter sphaeroides, выделенные 
из минеральных источников Армении, способны к фотовыделению H2 в анаэробных условиях [8; 9]. 
При этом выход H2 может стимулироваться добавлением экзогенных органических источников углерода, 
азота и микроэлементов [10-13].

Одним из актуальных направлений водородной биотехнологии является создание оптимальных 
условий для более эффективного производства биоводорода. Выбор источника углерода -  ключевой 
фактор для данного процесса. Крайне важно подобрать такие субстраты, которые могут эффективно 
усваиваться бактериями и обеспечивать высокие выход и продолжительность производства H2, являясь 
при этом экономически выгодными. Не менее важно определить их оптимальные концентрации и не­
обходимость предварительной обработки.

В настоящее время рассматриваются возможности использования различных промышленных от­
ходов для получения биотоплива, что, с одной стороны, обеспечит новые, эффективные и недорогие 
источники Н2, а с другой -  поможет решить проблему утилизации отходов [4; 14; 15]. Главные отходы 
алкогольной промышленности -  зерновая барда (отход производства этанола) и пивная дробина (ос­
новной отход пивоварения) -  являются экономически выгодными источниками белков, углеводов, ор­
ганических и жирных кислот, аминокислот, а также витаминов [16-19]. Элементный состав указанных 
отходов отличается высоким содержанием важных микроэлементов (фосфора, калия, магния, кальция, 
натрия, железа).

Отходы спиртового и пивоваренного производства в мире составляют около 30 и 40 млн т в год 
соответственно (в Армении -  в сумме около 5 млн т в год), из которых, по разным данным, перера­
батывается примерно 10-15 % [14; 15]. При этом единственным практическим направлением пере­
работки, например, зерновой барды является производство кормовых добавок из твердой фазы, 
а жидкая фаза (около 80-90  %) остается невостребованной и сбрасывается в окружающую среду, 
загрязняя ее вследствие содержания лабильных веществ, таких как белки, аминокислоты, сахара 
и углеводы, которые в разбавленной водной среде могут подвергаться процессам окисления, бро­
жения и гниения [20]. Такой подход к использованию сырья, безусловно, нельзя считать рацио­
нальным.

В данной работе исследованы перспективы применения зерновой барды и пивной дробины для по­
лучения H2 из пурпурной бактерии R. sphaeroides MDC6522.
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Материалы и методы исследования
Штамм, условия культивирования и характеристика роста. В работе использовали пурпурную 

бактерию R. sphaeroides MDC6522 (Центр депонирования микробов Национальной академии наук Ре­
спублики Армения, WDCM803), выделенную из минерального источника Джермук в Армении [8; 9]. 
Бактерии R. sphaeroides выращивались в анаэробных условиях в термостате типа ТПС-3 при темпера­
туре (30,0 ± 0,2) °С и освещении 2000 лк (50 Вт/м2) в течение 96 ч на жидкой питательной среде Орме- 
рода, содержащей KH2PO4 (0,9 г/л), K2HPO4 (0,6 г/л), MgSO4 • 7H2O (0,2 г/л), CaCl2 • 2H2O (0,075 г/л), 
FeSO4 • 7H2O (0,012 г/л), ЭДТА (0,02 г/л), сукцинат (30 ммоль/л) в качестве источника углерода, дрож­
жевой экстракт (2 г/л) в качестве источника азота и витаминов, а также микроэлементы [8-10]. Для 
освещения использовали галогеновые лампы (мощность 60 Вт). Интенсивность света измеряли люкс­
метром LM37 (Carl Roth, Германия) [9; 10].

За ростом бактерий следили по изменению оптической плотности (ОП) суспензии с помощью спектро­
фотометра Spectro UV-Vis Auto (Labomed, США) при длине волны 660 нм (ОП660) [8-10]. Удельную ско­
рость роста (р) определяли как частное от деления 0,693 (ln2) на время удвоения ОП (т) в интервале, 
когда изменение ОП во времени носило линейный характер, и выражали в часах в минус первой степени:

р = [8; 10]. Для получения спектров поглощения бактериальной суспензии в диапазоне длин волн

400-1000 нм использовали тот же спектрофотометр [9]. Величину рН определяли с помощью рН-метра 
селективным электродом типа HJ1131B (Hanna Instruments, Португалия). Начальное значение pH росто­
вой среды поддерживали на уровне 7,5 ± 0,1 [8-10].

Определение окислительно-восстановительного потенциала (ОВП) среды и выделения H2. 
Величину ОВП определяли с помощью цифровых иономеров И-160МП (ОАО «Гомельский завод из­
мерительных приборов», Беларусь) с использованием платинового электрода ЭПВ-01, как описано 
ранее [10; 14; 15]. Потенциал данного электрода (относительно электрода сравнения) в контрольном 
растворе, содержащем смесь ферро- и феррицианидов калия, составлял (254 ± 5) мВ при температуре 
25 °С. После стабилизации показаний платинового электрода рассчитывали выход H2 на основе изме­
нения величины ОВП и выражали в миллимолях на литр, как описано ранее [8; 9].

Характеристики зерновой барды и пивной дробины, предварительная обработка отходов. Барда 
из обыкновенной (хлебной) пшеницы Triticum aestivum L. была предоставлена ликеро-водочным за­
водом «Алекс Григ» (Армения). Зерновая барда -  полидисперсная система желто-коричневого цвета 
с дрожжевым ароматом, в которой компоненты растворены и суспендированы. Она получается при 
производстве этанола с использованием дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Необработанную барду 
фильтровали через вату и бумажный фильтр. Поскольку pH барды составлял ~ 3,5, до автоклавирования 
его уровень доводили до 7,5 ± 0,1 с помощью NaOH. Затем фильтрат стерилизовали автоклавированием 
при 121 °С в течение 20 мин и использовали во время экспериментов [15].

Пивная дробина была предоставлена ЗАО «Ереванское пиво» (Армения). Первый этап обработки 
пивной дробины включал кислотный гидролиз содержащейся в ней лигноцеллюлозы с использованием 
0,7 % раствора серной кислоты и автоклавирование при 121 °С, после чего гидролизат фильтровали, 
доводили уровень рН до 7,5 ± 0,1 и снова стерилизовали [14]. В работе использовались отходы, раз­
бавленные в 2, 5, 10 и 20 раз.

Использованные реактивы и статистический анализ. При проведении исследования применяли 
реактивы аналитической чистоты производства компаний Carl Roth (Германия) и Sigma-Aldrich (США). 
Статистическую обработку опытных данных выполняли с помощью компьютерной программы Excel. 
В статье приводятся средние арифметические значения из не менее 4 независимых экспериментов со 
среднеквадратическим отклонением результатов измерений и критерием достоверности Стьюдента для 
разницы результатов различных серий экспериментов [8; 10]. Данные считаются достоверными при 
p  < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Использование отходов спиртового и пивоваренного производства в биотехнологии микроорганиз­

мов экономически более выгодно, чем применение дорогостоящих источников углерода и азота. Зер­
новая барда и пивная дробина содержат необходимые для роста бактерий органические кислоты, угле­
воды, аминокислоты и витамины [16-19]. Возможность использования данных отходов для получения 
Н2 из пурпурных бактерий обеспечит дешевые источники Н2 и поможет решить проблему утилизации 
промышленных отходов.
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Рост R. sphaeroides MDC6522 контролировали в средах, содержащих зерновую барду, разбавленную 
в 2 и 5 раз, и пивную дробину, разбавленную в 5 и 10 раз. В качестве контроля использовали культуру 
бактерий, выращенных на стандартной среде Ормерода с сукцинатом (30 ммоль/л) в качестве источни­
ка углерода. Cукцинат является одним из самых перспективных источников углерода для пурпурных 
бактерий [10; 12; 13]. Он присутствует в различных органических отходах, и анализ их утилизации 
может объяснить применение отходов при производстве Н2 [16-18].

Как видно из рис. 1, удельная скорость роста R. sphaeroides, выращенной на зерновой барде и пивной 
дробине, примерно в 1,5 раза превышала скорость роста контрольных клеток бактерии, выращенной 
на стандартной среде Ормерода. Максимальный рост бактерий был зафиксирован в среде, содержащей 
барду, разбавленную в 2 раза, и дробину, разбавленную в 10 раз. На неразбавленных отходах роста 
бактерий не наблюдалось, что может быть связано с высокой концентрацией органических кислот и са­
харов [16; 17; 19]. Как известно, высокое содержание сахаров может подавлять рост бактерий и об­
разование Н2 [21]. Таким образом, разбавление отходов необходимо для оптимизации концентрации 
органических соединений и обеспечения роста бактерий.

Известно, что в процессе фототрофного роста пурпурных бактерий происходит синтез фотосинтети­
ческого аппарата, который представлен двумя светособирающими комплексами -  B800-850 и B875 [9]. 
В состав этих комплексов входят фотосинтетические пигменты (бактериохлорофилл а (Бхл а) и кароти­
ноиды). В работе были получены спектры поглощения клеточных суспензий R. sphaeroides MDC6522, 
выращенных на средах, содержащих отходы алкогольной промышленности (рис. 2). Как видно из 
рис. 2, во всех спектрах поглощения в диапазоне длин волн 400-1000 нм наблюдаются несколько мак­
симумов, типичных для пурпурных бактерий [9]. Эти максимумы указывают на наличие Бхл a (590; 
800; 850 и 875 нм) и каротиноидов (450; 478 и 510 нм) соответственно. При культивировании бактерии 
на разбавленной в 2 раза барде и разбавленной в 10 раз дробине отмечается рост максимумов по­
глощения, типичных для каротиноидов, и уровня комплекса B800-850 (см. рис. 2). Данный комплекс 
участвует в аккумуляции и передаче световой энергии реакционному центру, тем самым и способствуя 
синтезу водорода [9].

Как известно, ОВП является важным параметром, определяющим рост бактерий. В работе была 
исследована кинетика ОВП при анаэробном росте R. sphaeroides MDC6522 на различных средах. 
Рост контрольных клеток R. sphaeroides на среде Ормерода сопровождался падением величины ОВП 
от положительных значений (+(130 ± 10) мВ) в начале лаг-фазы до низких отрицательных значений 
(-  (550 ± 10) мВ) по истечении 72 ч (рис. 3). При росте бактерии на отходах наблюдалось более резкое

1 2 3 4 5
Образцы

Рис. 1. Удельная скорость роста R. sphaeroides MDC6522 
при культивировании на средах, содержащих отходы алкогольной промышленности.

Здесь и далее: образец 1 -  контроль (стандартная среда Ормерода); 
образец 2 -  разбавленная в 2 раза зерновая барда; образец 3 -  разбавленная в 5 раз зерновая барда; 

образец 4 -  разбавленная в 5 раз пивная дробина; образец 5 -  разбавленная в 10 раз пивная дробина 
Fig. 1. The specific growth rate of R. sphaeroides MDC6522 

cultivated on alcohol industry wastes containing media.
Here and after: sample 1 -  control (standard Ormerod medium); 

sample 2 -  2-fold diluted distillers grains medium; sample 3 -  5-fold diluted distillers grains medium; 
sample 4 -  5-fold diluted brewery spent grains medium; sample 5 -  10-fold diluted brewery spent grains medium
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снижение ОВП. Максимальное падение ОВП (до -  (715 ± 20) мВ) было зарегистрировано при выра­
щивании бактерий на разбавленной в 2 раза барде (см. рис. 3). Такое падение ОВП свидетельствует об 
усилении восстановительных процессов, что характерно для бактериального метаболизма в анаэроб­
ных условиях, а также о выделении Н2 [8; 10; 14].

В нашей лаборатории установлена связь между падением ОВП и выделением Н2 у R. sphaeroides [8-10]. 
Как известно, пурпурные бактерии выделяют Н2 при участии нитрогеназы, тогда как гидрогеназа от­
ветственна за поглощение (окисление) Н2 [2]. Согласно полученным результатам, несмотря на то что 
сукцинат является наиболее эффективным источником углерода при производстве биоводорода, выход 
H2 на разбавленной в 2 раза барде превышал в 4 раза выход H2 в R. sphaeroides MDC6522, выращенной 
на среде Ормерода (рис. 4). Выделение Н2 при использовании разбавленной в 10 раз пивной дробины 
возрастало в 2,5 раза по сравнению с контрольным образцом. При остальных разбавлениях отходов вы­
ход Н2 был значительно ниже, чем у бактерии, выращенной на среде Ормерода (не показано).

X, нм

Рис. 2. Спектры поглощения R. sphaeroides MDC6522, выращенной на средах, 
содержащих отходы алкогольной промышленности.

Контроль -  культура бактерий, выращенных на стандартной среде Ормерода 
Fig. 2. Absorption spectra of R. sphaeroides MDC6522 grown on alcohol industry wastes containing media. 

Control was bacteria grown on standard Ormerod medium

Образцы
1 2 3 4 5

-800 - 
V

Рис. 3. Изменение ОВП среды при росте R. sphaeroides MDC6522 
Fig. 3. Changes of medium redox potential during growth of R. sphaeroides MDC6522
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1 2 3 4 5
Образцы

Рис. 4. Выход Н2 в R. sphaeroides MDC6522 при росте на средах, 
содержащих отходы алкогольной промышленности

Fig. 4. H2 yield in R. sphaeroides MDC6522 grown 
on alcohol industry wastes containing media

Увеличение выхода H2 может быть связано с активацией различных метаболических путей, что при­
водит к усиленному росту бактерий и выделению Н2. Отходы алкогольной промышленности, кроме 
сахаров и органических кислот, содержат значительное количество аминокислот, которые являются 
источниками азота, необходимого в производстве H2, и могут влиять на активность нитрогеназы -  клю­
чевого фермента, катализирующего выделение Н2 пурпурными бактериями [2; 5; 8].

Заключение
Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что отходы алкогольной промыш­

ленности могут служить перспективными субстратами для получения биоводорода. Это не только обе­
спечит эффективные и дешевые источники Н2, но и поможет решить проблему утилизации отходов. 
Проблема производства Н2 является комплексной, но при разработке новых подходов и использовании 
промышленных отходов она может получить принципиально новые решения, важные как с фундамен­
тальной, так и с практической точки зрения.
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ОСОБЕННОСТИ ФОРМИРОВАНИЯ ПОПУЛЯЦИОННОЙ  
СТРУКТУРЫ PICEA ABIES (L.) KARST. НА ТЕРРИТОРИИ БЕЛАРУСИ

В. Е. ПАДУТОВ1

^Институт леса НАН Беларуси, ул. Пролетарская, 71, 246001, г. Гомель, Беларусь

Одним из основных лесообразующих древесных видов Беларуси является ель европейская (Picea abies (L.) 
Karst.), формирование популяционно-генетической структуры которой происходило под влиянием миграцион­
ных потоков из разных рефугиумов в постледниковый период. Для геногеографического исследования Р. abies 
использованы 25 изоферментных генов (Aat-1, Aat-2, Adh , Gdh, Idh-1, Idh-2, Mdh-1, Mdh-2, Mdh-3, Skdh, 6-Pgd-1, 
6-Pgd-2, 6-Pgd-3, Lap-1, Lap-2, Sdh, Gpi, Hk, Me, Dia-1, Dia-2, Dia-4, Pgm-1, Pgm-2, Fl-Est) ядерной ДНК (ана­
лиз проведен в 10 популяциях), 3 микросателлитных локуса (Pt63718, Pt26081, Pt71936) хлоропластной ДНК 
(рассмотрены 57 популяций) и 1 микросателлитный локус (mt15-D02) митохондриальной ДНК (изучены 56 попу­
ляций). Выявлены 82 аллельных варианта изоферментных генов, 19 аллельных вариантов локусов хлоропластной 
ДНК и 2 аллельных варианта локуса митохондриальной ДНК. Установлено географическое распространение ал­
лелей и рассмотрены региональные особенности геногеографической дифференциации еловой формации. Под­
тверждено наличие в Беларуси представителей двух миграционных потоков -  южного и северного. Показано, что 
основная концентрация деревьев P abies южного (карпатского) происхождения наблюдается на юго-западе страны. 
Выявлена клинальная изменчивость для ряда маркеров в направлениях с юга на север и с запада на восток. По­
лученные данные в целом согласуются с результатами исследований, основанных на анализе распространения 
фенов чешуй шишек.

Ключевые слова: ель европейская; Picea abies; изоферменты; микросателлитный анализ; хлоропластная ДНК; 
митохондриальная ДНК; интрогрессия.
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FEATURES OF PICEA ABIES (L.) KARST. POPULATION STRUCTURE 
FORMATION O N THE TERRITORY OF BELARUS

V. E. PADUTOVa

3Forest Institute, National Academy o f Sciences o f  Belarus,
71 Praletarskaja Street, Homie^ 246001, Belarus

One of the main forest forming tree species in Belarus is the European spruce (Picea abies (L.) Karst.). The formation 
of European spruce forest population genetic structure took place under the influence of migration flows from different 
refugia during the postglacial period. For the genogeographic study of P abies 25 isozyme genes (Aat-1, Aat-2, Adh, Gdh, 
Idh-1, Idh-2, Mdh-1, Mdh-2, Mdh-3, Skdh, 6-Pgd-1, 6-Pgd-2, 6-Pgd-3, Lap-1, Lap-2, Sdh, Gpi, Hk, Me, Dia-1, Dia-2, 
Dia-4, Pgm-1, Pgm-2, Fl-Est) of nuclear DNA (analysis was carried out in 10 populations), 3 microsatellite loci (Pt63718, 
Pt26081, Pt71936) of chloroplast DNA (57 populations were considered) and 1 microsatellite locus (mt15-D02) of mito­
chondrial DNA (56 populations were studied) were used. As a result, 82 allelic variants of isozyme genes, 19 allelic 
variants of chloroplast DNA loci and 2 allelic variants of mitochondrial DNA locus were found. The spatial distribution 
of the alleles was defined and the regional features of the genogeographic differentiation of the spruce forest were con­
sidered. The presence of two migration flows representatives (southern and northern) in Belarus was confirmed. It was 
shown that the highest concentration of P. abies trees with southern (Carpathian) origin is observed in the southwest of 
the country. Clinal variability was revealed for a number of markers in the directions from south to north and from west to 
east. In general the data obtained are consistent with the results o f studies based on the analysis of the spatial distribution 
of the cone scales traits.

Keywords: European spruce; Picea abies; isozymes; microsatellite analysis; chloroplast DNA; mitochondrial DNA; 
introgression.

Введение
Ель европейская (Picea abies (L.) Karst.) является одним из основных лесообразующих видов Бела­

руси, выполняя важные экономические, экологические и социальные функции. Еловая формация за­
нимает 9,4 % лесопокрытой площади территории страны и характеризуется сложной историей форми­
рования своей популяционно-генетической структуры.

Как известно, P  abies произрастает на Европейском континенте, где ее ареал, занимающий обширную 
территорию, разделен на три изолированные между собой области [1] -  альпийскую (альпийско-балкан­
скую), карпатскую (герцинско-карпатскую) и бореальную (восточноевропейскую, северобалтийскую), 
восточную границу которой точно определить затруднительно из-за широкой зоны интрогрессивной гиб­
ридизации между елью европейской и елью сибирской. Бореальная область сплошного распространения 
Р. abies отделена от Карпатского региона так называемой польской дизъюнкцией, или «безъельным ко­
ридором» [2]. Выявление на территории Беларуси типов шишек [3; 4], различающихся по форме чешуй 
и характерных либо для Карпатского региона Украины, либо для северо-восточной области европейской 
части России, позволило предположить, что в среднем голоцене данный «безъельный коридор» от­
сутствовал. Вследствие этого распространение ели европейской на территорию Беларуси могло проис­
ходить со стороны двух центров [2] -  карпатского (P abies subsp. acuminata) и бореального (P. abies 
subsp. abies). Реконструкция исторически возможных путей распространения P  abies карпатского проис­
хождения на территорию Беларуси [5] показала, что наиболее вероятным является юго-западный миг­
рационный путь, который был направлен из Восточных Карпат в Полесье через Волыно-Подольскую 
возвышенность. Кроме того, В. П. Зерницкая1 в своей диссертации предполагает, что юго-западное от­
ветвление пути (в сторону Беловежской пущи) проходило также и через Люблинскую возвышенность.

Изучение внутривидового разнообразия и дифференциации популяций лесообразующих видов, осо­
бенно в зоне внутри- и межвидовой интрогрессивной гибридизации, является важным направлением ис­
следований в области популяционной генетики и ботаники. До недавнего времени для получения ин­
формации о процессах, происходящих в популяциях P. abies, как уже отмечалось выше, использовались 
фенотипические признаки, позднее в качестве маркеров генов применялись изоферменты [6; 7]. В по­
следние годы в связи с разработкой специфических праймеров значительно увеличилось число генети­
ческих исследований хвойных, в которых ДНК-маркерами выступают микросателлитные локусы [8-15].

1 Зерницкая В. П. Палеогеография Белорусского Полесья в позднеледниковье и голоцене (по данным спорово-пыльцевого 
анализа) : автореф. дис. ... канд. геогр. наук : 11.00.04. М инск : Белорус. ордена Трудового Красного Знамени гос. ун-т 
им. В. И. Ленина, 1991.
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Наиболее часто микросателлиты используются в популяционных и экологических исследованиях для 
изучения генного потока, миграционных процессов, внутривидового распределения генетической из­
менчивости, степени дифференциации популяций. Наряду с маркерами ядерной ДНК в генетических 
исследованиях широкое распространение получили методы, основанные на применении маркеров ми­
тохондриальной ДНК (у хвойных наследуются по материнской линии) и хлоропластной ДНК (у хвой­
ных наследуются по отцовской линии), что позволяет получать дополнительную информацию о гене­
тическом родстве популяций.

Цель данного исследования заключалась в изучении геногеографической структуры белорусских 
популяций ели европейской на основе анализа изменчивости трех различных типов генетических 
маркеров (изоферментов, хлоропластных и митохондриальных микросателлитов).

Материалы и методы исследования
Объектами исследования для изоферментного анализа были 416 деревьев из 10 природных популя­

ций (Национальный парк «Беловежская пуща», Барановичский лесхоз, Национальный парк «Припят- 
ский», Гомельский лесхоз, Белыничский лесхоз, Могилёвский лесхоз, Бегомльский лесхоз, Глубокский 
лесхоз, Полоцкий лесхоз, Городокский лесхоз), для микросателлитного анализа хлоропластной ДНК -  
610 деревьев из 57 природных популяций (Брестская область -  9, Гродненская -  8, Гомельская -  8, 
Минская -  12, Могилёвская -  8, Витебская -  12), для микросателлитного анализа митохондриальной 
ДНК -  596 деревьев из 56 природных популяций (Брестская область -  10, Гродненская -  8, Гомель­
ская -  8, Минская -  13, Могилёвская -  6, Витебская -  11). Экспериментальным материалом для анализа 
изоферментов являлись семена, для выделения ДНК -  хвоя или почки без признаков повреждения. 
В случае невозможности сбора хвои или почек отбирали образцы наружного слоя древесины (до 7 мм) 
путем сверления шнековым сверлом (d = 10 мм) при скорости вращения ротора не более 300-350 об/мин. 
Отобранный материал (=100 мг) помещали в микропробирки с 70 % этанолом.

Изоферментный анализ проводился методом электрофореза в крахмальном геле. Гомогенизация 
образцов осуществлялась в фарфоровых ступках при температуре 5 °С с использованием экстраги­
рующего буфера следующего состава: сахароза -  0,81 г; ЭДТА -  1,5 мг; дитиотреитол -  1,6 мг; аскор­
биновая кислота -  1,76 мг; альбумин -  11 мг; НАД -  2,7 мг; НАДФ -  2,2 мг; пиридоксаль -  0,5 мг; 
b-меркаптоэтанол -  0,066 мл; PVP -  0,8 г на 10 мл дистиллированной воды (pH доводится до 6,7 1 моль/л 
раствором трис-(оксиметил)-аминометана). Гелевые блоки для электрофоретического фракционирова­
ния включали буферный раствор, 13-14 % гидролизованный крахмал и 10 % сахарозу. Оптимальным 
для анализа всех используемых в работе изоферментов является применение трех буферных систем:

• А (трис-ЭДТА-боратная, рН 8,6) -  электродный буфер содержит 900 ммоль/л трис-(оксиметил)- 
аминометан, 500 ммоль/л борную кислоту, 20 ммоль/л ЭДТА, 40 ммоль/л MgCl2, гелевый буфер гото­
вится путем разведения 50 мл электродного буфера до 1 л дистиллированной водой;

• B (трис-цитрат, рН 6,2/трис-НО, рН 8,0) -  электродный буфер включает 233 ммоль/л трис- 
(оксиметил)-аминометан и 86,15 ммоль/л лимонную кислоту, гелевый буфер содержит 500 ммоль/л 
трис-(оксиметил)-аминометан гидрохлорид, рН доводится 1 н NaOH;

• С (трис-цитратная, рН 6,2) -  электродный буфер включает 233 ммоль/л трис-(оксиметил)-амино- 
метан и 86,15 ммоль/л лимонную кислоту, гелевый буфер готовится путем разведения 35 мл электродного 
буфера до 1 л дистиллированной водой.

Гистохимическое окрашивание изоферментов выполнено по стандартным методикам [16-19]. Анализ 
проведен на основе 15 генферментных систем (буферная система А -  алкогольдегидрогеназа, КФ 1.1.1.1, 
аспартатаминотрансфераза, КФ 2.6.1.1, гексокиназа, КФ 2.7.1.1, глутаматдегидрогеназа, КФ 1.4.1.2, 
лейцинаминопептидаза, КФ 3.4.11.1, малик-энзим, КФ 1.1.1.40, сорбитолдегидрогеназа, КФ 1.1.1.14, 
флуоресцентная эстераза, КФ 3.1.1.2, фосфоглюкомутаза, КФ 2.7.5.1; буферная система В -  диафораза, 
КФ 1.6.4.3, изоцитратдегидрогеназа, КФ 1.1.1.42, шикиматдегидрогеназа, КФ 1.1.1.25; буферная система 
С -  глюкозофосфатизомераза, КФ 5.3.1.9, малатдегидрогеназа, КФ 1.1.1.37, 6-фосфоглюконатдегидроге- 
наза, КФ 1.1.1.44), которые кодируются 25 изоферментными генами (Aat-1, Aat-2, Adh, Gdh, Idh-1, Idh-2, 
Mdh-1, Mdh-2, Mdh-3, Skdh, 6-Pgd-1, 6-Pgd-2, 6-Pgd-3, Lap-1, Lap-2, Sdh, Gpi, Hk, Me, Dia-1, Dia-2, Dia-4, 
Pgm-1, Pgm-2, Fl-Est).

Выделение ДНК осуществлено модифицированным СТАВ-методом [20]. Полученные препараты 
ДНК растворяли в 100 мкл бидистиллированной воды для последующего хранения при -4  °С. Гене­
тический анализ хлоропластной ДНК проведен по 3 микросателлитным локусам (Pt63718, Pt26081, 
Pt71936), которые ранее были использованы при анализе ели европейской и ели сибирской [21; 22], 
с применением следующих пар праймеров: локус Pt63718 -  F: 5'-CCCGTATCCAGAtAtACTTCC-3', 
R: 5'-TGGTTTGATTCATTCGTTCAT-3'; локус Pt26081 -  F: 5'-CACAAAAGGATTTTTTTTCAGTG-3',
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R: 5'-CGACGTGAGTAAGAATGGTTG-3'; локус Pt71936 -  F: 5'-TTCATTGGAAATACACTAGCCC-3', 
R: 5'-AAAACCGTACATGAGATTCCC-3'. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) выполнена по програм­
ме: длительная денатурация (3 мин, 94 °С); 30 циклов -  денатурация (15 с, 94 °С), отжиг (15 с, 60 °С), 
элонгация (30 с, 72 °С); длительная элонгация (5 мин, 72 °С). Электрофоретическое фракционирование 
и детекцию меченых продуктов амплификации проводили в генетическом анализаторе ABI Prism 310 
или ABI 3500 (Applied Biosystems, США) в соответствии с прилагаемой инструкцией. Для анализа ре­
зультатов использовали программный пакет GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems).

Генетический анализ митохондриальной ДНК осуществлен по локусу mt15-D02 (номер в GenBank -  
AY897577) с применением праймеров F: 5'-TATCTGACTTGCCTTATC-3', R: 5'-ATCCGAATACATACACC-3'. 
Для проведения ПЦР использована программа: длительная денатурация (10 мин, 94 °С); 40 циклов -  
денатурация (1 мин, 94 °С), отжиг (1 мин, 54 °С), элонгация (2 мин, 72 °С); длительная элонгация (10 мин, 
72 °С). Электрофоретическое фракционирование продуктов амплификации выполнено в электрофорети­
ческих камерах с использованием 2 % агарозных гелей с последующим окрашиванием в растворе этидия 
бромида.

Математическая обработка данных проведена с помощью пакета программ PopGene Version 1.32, 
Statistica 6.0, GenAlEx 6.5 и Microsoft Excel.

Результаты и их обсуждение
В ходе анализа 25 изоферментных генов были выявлены 82 аллельных варианта, частоты встречае­

мости которых представлены в табл. 1. Из данных таблицы следует, что все гены у ели европейской 
оказались полиморфными, при этом в большинстве популяций практически для каждого гена преоб­
ладает наиболее общий (доминантный) аллель. Только для 6-Pgd-2 и Dia-4 в некоторых популяциях 
частота альтернативного аллеля выше, чем доминантного (для Беларуси в целом) варианта. Для таких 
генов, как Mdh-3, Lap-2, 6-Pgd-2, Me, Dia-4 и Gpi, различия в частотах некоторых аллелей между от­
дельными популяциями составляют более 20 %.

Т а б л и ц а  1

Аллельные частоты по 25 изоферментным генам у P  abies в Беларуси
T a b l e  1

Allelic frequencies of 25 isozyme genes of P  abies in Belarus

Аллель
Популяции В целом 

по БеларусиБП б р Пр Гм Бл Мг Бг Гл Пл Гр

Aat-1

1,00 0,971 0,939 0,968 0,962 1,000 0,952 0,948 0,974 0,917 0,946 0,964

1,10 0,029 0,061 0,032 0,038 0 0,048 0,052 0,026 0,083 0,054 0,036

Aat-2

0,30 0,013 0,015 0 0 0 0 0,017 0 0 0 0,006

0,65 0,563 0,500 0,581 0,520 0,586 0,532 0,586 0,513 0,583 0,554 0,548

1,00 0,425 0,485 0,419 0,480 0,414 0,468 0,397 0,487 0,417 0,446 0,446

Adh

0,90 0,025 0 0 0,025 0,017 0 0 0,006 0 0 0,011

1,00 0,975 1,000 1,000 0,975 0,983 1,000 1,000 0,994 1,000 1,000 0,989

Gdh

0,75 0,068 0,061 0,081 0,200 0,138 0,145 0,103 0,130 0,125 0,179 0,111

1,00 0,932 0,939 0,919 0,800 0,862 0,855 0,897 0,870 0,875 0,821 0,889

Idh-1

0,70 0 0 0 0 0 0 0,017 0 0 0 0,001

0,90 0,005 0 0,024 0 0 0 0 0 0 0 0,003

1,00 0,951 0,944 0,976 0,962 1,000 0,903 0,966 1,000 1,000 0,982 0,967

1,10 0,044 0,056 0 0,038 0 0,097 0,017 0 0 0,018 0,029
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П р о д о л ж е н и е  т а б л .  1 
C o n t i n u a t i o n  t a b l e  1

Аллель
Популяции В целом 

по БеларусиБП б р Пр Гм Бл Мг Бг Гл Пл Гр

Idh-2

0 ,70 0 0,015 0 0 0 0 0 0,013 0 0 0,004

1,00 1,000 0,985 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,987 1,000 1,000 0,996

Mdh-1

0,95 0 0 0 0 0 0 0 0,006 0 0 0,001

1,00 0,996 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,994 1,000 1,000 0,998

1,10 0,004 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,001

Mdh-2

0 ,80 0,004 0,015 0 0 0,017 0 0 0 0 0 0,004

1,00 0,996 0,985 1,000 1,000 0,983 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,996

Mdh-3

0 0,013 0,015 0 0,019 0 0,016 0,017 0,007 0,042 0 0,011

0 ,90 0,212 0,121 0,226 0,135 0,034 0,210 0,207 0,201 0 0,107 0,172

1,00 0,674 0,803 0,726 0,827 0,948 0,661 0,707 0,746 0,917 0,804 0,748

1,15 0,068 0,030 0,032 0,019 0,017 0,097 0,052 0,045 0,042 0,054 0,051

1,30 0,034 0,030 0,016 0 0 0,016 0,017 0 0 0,036 0,019

Skdh

0 ,80 0,004 0 0 0 0 0 0,034 0 0 0 0,004

1,00 0,950 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,948 1,000 1,000 1,000 0,981

1,05 0,046 0 0 0 0 0 0,017 0 0 0 0,015

Lap-1

0 0,025 0,015 0 0 0,052 0 0,086 0,045 0 0 0,026

0 ,94 0,067 0,091 0,113 0,058 0,034 0,065 0,121 0,097 0,042 0,036 0,076

0 ,97 0 0,015 0 0,058 0 0 0 0 0 0,071 0,010

1,00 0,808 0,758 0,726 0,827 0,793 0,742 0,690 0,669 0,708 0,786 0,755

1,04 0,100 0,121 0,129 0,058 0,034 0,145 0,052 0,156 0,208 0,107 0,111

1,10 0 0 0,032 0 0,086 0,048 0,052 0,032 0,042 0 0,023

Lap-2

0,95 0,021 0,030 0,016 0,019 0,017 0,103 0,069 0,019 0,042 0,036 0,031

1,00 0,763 0,727 0,613 0,827 0,776 0,776 0,569 0,786 0,708 0.768 0,744

1,05 0,150 0,182 0,290 0,135 0,207 0,086 0,293 0,149 0,083 0,143 0,169

1,10 0,050 0 0,081 0,019 0 0,034 0,069 0,032 0,167 0,054 0,043

1,05/1,10 0,017 0,061 0 0 0 0 0 0,013 0 0 0,012

Sdh

0 0 0,015 0 0 0 0 0 0 0 0 0,001

0,95 0,050 0,030 0,032 0,021 0 0,016 0,034 0,013 0 0 0,026

1,00 0,950 0,955 0,968 0,979 1,000 0,952 0,966 0,968 1,000 1,000 0,966

1,05 0 0 0 0 0 0,032 0 0,019 0 0 0,006
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П р о д о л ж е н и е  т а б л .  1 
C o n t i n u a t i o n  t a b l e  1

Аллель
Популяции В целом 

по БеларусиБП б р Пр Гм Бл Мг Бг Гл Пл Гр

6-Pgd-1
0,90 0 0,015 0 0,038 0 0 0,052 0,019 0 0 0,011

1,00 1,000 0,970 1,000 0,962 1,000 1,000 0,948 0,981 1,000 0,946 0,984

1,10 0 0,015 0 0 0 0 0 0 0 0,054 0,005

6-Pgd-2

0,65 0,346 0,379 0,452 0,435 0,517 0,468 0,483 0,474 0,458 0,429 0,427

0,85 0 0,015 0 0,022 0 0 0 0,006 0,042 0,036 0,008

1,00 0,654 0,591 0,548 0,522 0,448 0,532 0,517 0,519 0,500 0,518 0,559

1,20 0 0,015 0 0,022 0,034 0 0 0 0 0,018 0,006

6-Pgd-3

0,50 0,394 0,288 0,238 0,295 0,362 0,242 0,259 0,312 0,333 0,321 0,323

1,00 0,602 0,712 0,762 0,705 0,638 0,758 0,741 0,688 0,667 0,679 0,676

1,15 0,005 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,001

Fl-Est

0 0 0 0 0 0 0 0 0,009 0 0 0,001

0,70 0 0 0,081 0,038 0 0 0 0,009 0 0 0,010

1,00 0,967 0,955 0,806 0,923 1,000 0,984 0.948 0,983 1,000 0,982 0,956

1,30 0,030 0,045 0,113 0,038 0 0,016 0,052 0 0 0,018 0,032

Me

0 0,004 0 0 0,020 0,100 0,016 0 0,039 0,250 0 0,022

0,10 0,030 0 0 0,040 0 0,048 0,026 0,024 0 0,018 0,024

0,60 0,026 0,045 0 0,020 0,100 0,032 0,026 0,070 0,042 0,018 0,036

1,00 0,901 0,940 1,000 0,920 0,800 0,855 0,947 0,859 0,708 0,964 0,898

1,20 0,039 0,015 0 0 0 0,048 0 0,008 0 0 0,020

Dia-1

0 0,004 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,001

0,80 0 0 0,016 0 0 0,016 0 0 0 0 0,002

1,00 0,996 1,000 0,984 1,000 1,000 0,984 1,000 1,000 1,000 1,000 0,996

Dia-2

0 0 0 0 0 0 0 0 0,007 0 0 0,001

0,70 0 0 0 0 0 0 0 0,007 0 0 0,001

1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,987 1,000 1,000 0,998

Dia-4

1,00 0,530 0,515 0,484 0,481 0,750 0,468 0,534 0,546 0,375 0,393 0,517

1,10 0,470 0,485 0,516 0,519 0,200 0,532 0,466 0,454 0,625 0,607 0,480

1,15 0 0 0 0 0,050 0 0 0 0 0 0,002

Hk

0,90 0,059 0 0,048 0,042 0 0 0,026 0,032 0,042 0 0,036

1,00 0,937 1,000 0,952 0,938 1,000 1,000 0,974 0,968 0,958 0,971 0,960

1,10 0,004 0 0 0,021 0 0 0 0 0 0,029 0,004
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О к о н ч а н и е  т а б л .  1 
E n d i n g  t a b l e  1

Аллель
Популяции В целом 

по БеларусиБП б р Пр Гм Бл Мг Бг Гл Пл Гр

Pgm-1
0 ,90 0,004 0,015 0 0 0 0 0 0,013 0 0,036 0,007

1,00 0,996 0,985 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,987 1,000 0,964 0,993

Pgm-2
0,85 0,004 0 0,032 0 0,052 0,016 0,017 0,013 0,042 0 0,013

1,00 0,928 1,000 0,903 0,886 0,897 0,984 0,948 0,968 0,958 0,929 0,942

1,15 0,067 0 0,065 0,114 0,052 0 0,034 0,019 0 0,071 0,045

Gpi
0 ,80 0,106 0,167 0,129 0,038 0,190 0,129 0,052 0,084 0,208 0,125 0,112

1,00 0,818 0,773 0,677 0,808 0,759 0,774 0,914 0,818 0,708 0,857 0,802

1,15 0,063 0,045 0,194 0,154 0,017 0,032 0,017 0,078 0,083 0 0,068

1,25 0,013 0,015 0 0 0,034 0,065 0,017 0,019 0 0,018 0,018

П р и м е ч а н и е .  БП -  Национальный парк «Беловежская пуща»; Бр -  Барановичский лесхоз; Пр -  Национальный парк 
«Припятский»; Гм -  Гомельский лесхоз; Бл -  Белыничский лесхоз; М г -  Могилёвский лесхоз; Бг -  Бегомльский лесхоз; Гл -  
Глубокский лесхоз; Пл -  Полоцкий лесхоз; Гр -  Городокский лесхоз.

Обращает на себя внимание большое количество аллелей, выявленных у ели европейской практиче­
ски в каждом локусе (см. табл. 1). При этом основная их часть была представлена в подавляющем числе 
популяций. Наряду с часто встречающимися аллелями в ельниках обнаружены 22 редких (их частота 
для вида на территории республики составляет менее 1 %). Интересно отметить, что 10 из 22 редких 
аллелей присутствовали только в какой-либо одной популяции, т. е. оказались уникальными. Это яв­
ляется отражением микроэволюционных процессов, протекающих в настоящий момент в популяциях 
ели европейской.

Для большинства генов не выявлено каких-либо тенденций в распределении частот встречаемости 
аллелей. Исключение составляют гены Gdh, 6-Pgd-2 и Dia-4, у которых частота встречаемости альтер­
нативных аллелей (0,75; 0,65 и 1,10 соответственно) увеличивается в направлении с юго-запада на се­
веро-восток, а частота доминантных аллелей (1,00) снижается. Следует отметить, что указанные гены 
входят в группу из 6 генов (Gdh, Dia-4, 6-Pgd-2, 6-Pgd-3, Gpi, Lap-1), которые, как было показано ранее, 
проявляют клинальную изменчивость на территории от Карпат до Сибири [7]. Отсутствие каких-либо 
региональных особенностей в Беларуси по генам 6-Pgd-3, Gpi и Lap-1, по-видимому, связано с тем, 
что площадь нашей страны на этой территории составляет небольшую долю и случайные отклонения 
(на локальном уровне) в популяционной структуре затушевывают целостную картину.

Интересно, что при анализе природных популяций елей комплекса P  abies -  Р. obovata (разделены 
на 5 групп -  карпатские, белорусско-балтийские, предуральские, зауральские, центральносибирские) 
для 4 генов (Gpi, Dia-4, 6-Pgd-2 и 6-Pgd-3) отмечалось постепенное увеличение или уменьшение часто­
ты встречаемости ряда аллельных вариантов от Карпат до Алтая [7]. Полученные результаты по этим 
генам хорошо согласуются с предположениями о том, что в голоцене произошло воссоединение ареа­
лов ели европейской и ели сибирской, ранее (до оледенений) представлявших собой единый макровид, 
с образованием клины с запада на восток (особенно хорошо это видно на примере семенных чешуй 
шишек) [1].

Однако по генам Gdh (аллель 0,75) и Lap-1 (аллель 1,10) наблюдается более сложная ситуация, по­
скольку максимальную концентрацию указанные аллельные варианты имели не в Карпатах или на Ал­
тае, а на территории около Урала, в то время как на запад и на восток их частота плавно снижалась. 
Эти данные поддерживают высказанную еще в 1940-50-х гг. гипотезу о том, что во время последнего 
оледенения ель сохранялась в центральных районах европейской части России, в так называемом Ко­
стромском рефугиуме [23; 24]. В этом смысле особого внимания заслуживает предположение о том, что 
основу Костромского рефугиума составила ель, образовавшаяся в результате контакта чистой Р. abies 
и чистой P obovata еще около 100 тыс. лет назад в микулинское межледниковье [24]. В голоцене ель 
европейская и ель сибирская вошли в соприкосновение не друг с другом, а с елью из Костромского 
рефугиума, которая начала быстро расширять свой ареал после отступления ледника, и в результате
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возникли вторичные зоны гибридизации, одной из которых, по-видимому, является территория Бела­
руси. При этом ель в Костромском рефугиуме могла по одним аллельным вариантам сохранить частоты 
встречаемости, образовавшиеся в первичной зоне гибридизации в последнее межледниковье, а по дру­
гим -  накопить различия, что проявляется в виде клин от Предуралья на запад и восток.

Проведенные ранее исследования показали наличие клинальной изменчивости также по встречае­
мости острочешуйчатых форм шишек (характерный признак для особей subsp. acuminata) и тупо­
чешуйчатых форм шишек (отличительная особенность представителей subsp. abies), которые являются 
фенами, т. е. генотипически обусловленными вариантами определенных признаков, чье проявление 
зависит от генетического материала обеих родительских форм на уровне ядерной ДНК. В направлении 
с юга на север и с запада на восток долевое участие представителей subsp. acuminata в еловой форма­
ции Беларуси постепенно уменьшается, а особей subsp. abies -  увеличивается [4]. На юге республики 
(подзона широколиственно-сосновых лесов) распространение subsp. acuminata достигает 85 %, в то 
время как в центральной (подзона грабово-дубово-темнохвойных лесов) и северной (подзона дубово­
темнохвойных лесов) частях Беларуси составляет 17-24 и 5-7 % соответственно [4; 25]. Но и на тер­
ритории Полесья данные таксоны произрастают неравномерно, хотя ввиду существующей в ареале 
дизъюнкции центром вторичного расселения subsp. acuminata на Европейской равнине, как отмечает 
в своей диссертации В. И. Парфенов2, является Полесье. Участие subsp. acuminata в лесах восточной 
половины Брестской области (Столинский, Житковичский, Лельчицкий лесхозы) в составе фитоцено­
зов в отдельных экотопах достигает 84 %, в то время как в Национальном парке «Беловежская пуща», 
Брестском и Кобринском лесхозах составляет 30 % [26].

В отличие от маркеров ядерной ДНК (изоферменты) несколько иная ситуация по распространению 
представителей subsp. acuminata и subsp. abies выявлена при анализе митохондриальной ДНК (насле­
дование происходит по материнской линии с помощью семян). На основании результатов изучения 
локуса mt15-D02 (табл. 2) установлено, что в северной (Витебская область), центральной (Минская 
область) и восточной (Могилёвская и Гомельская области) частях Беларуси в древостоях P  abies встре­
чается только митотип mt15-D02753, в юго-западной (Брестская и частично Гродненская области) -  
митотипы mt15-D02753 и mt15-D021249. Частота встречаемости последнего варианта снижается в север­
ном направлении от 100 % в островных ельниках Брестской области до 40 % в Слонимском лесхозе 
и 20 % в Волковысском лесхозе Гродненской области.

Т а б л и ц а  2

Аллельные частоты по митохондриальному локусу mt15-D02 у P  abies в Беларуси
T a b l e  2

Allelic frequencies of mitochondrial locus mt15-D02 of P  abies in Belarus

Лесхоз, лесничество Возраст, лет Состав насаждения
Частота встречаемости 

митотипов mt15-D02, %

1249 753

Брестская область

Брестский, М еднянское 110 4Е3С2О лч1Д 100 0

Брестский, Каменецкое 80 6Е4С 80 20

Дрогичинский, Антопольское 75 8Е1Б1Олч+Д 100 0

М алоритский, Великоритское 115 9С1Е+Б 100 0

М алоритский, М алоритское 75 7Е2Ос1Олч 100 0

М алоритский, П ожежинское 90 6Е3Ос1Б 90 10

Пинский, Бродницкое 75 6Е2С1Б1Ос 60 40

Пружанский, Березовское - - 100 0

Пружанский, Ружанское 100 9Е1С+Б,Д,Е 60 40

Столинский, Столинское 30 8Е2Б+Д,С 100 0

Гродненская область

Волковысский, Волковысское 95 9Е1С+Б,Д,Е 20 80

Дятловский, Гезгаловское 80 8Е2С 0 100

2Парфенов В. И. Исследование еловых лесов и внутривидовой изменчивости ели обыкновенной на юге ареала (в Полесье) : 
дис. ... канд. биол. наук. Минск : Ин-т эксперим. ботаники и микробиологии, 1964.

85



Журнал Белорусского государственного университета. Биология. 2021;1:78-91
Journal of the Belarusian State University. Biology. 2021;1:78-91

П р о д о л ж е н и е  т а б л .  2 
C o n t i n u a t i o n  t a b l e  2

Лесхоз, лесничество Возраст, лет Состав насаждения
Частота встречаемости 
митотипов mt15-D02, %

1249 753

Лидский, Лидское 90 5Е4С1Ос 0 100

Сморгонский, Сморгонское 75 8Е1Ос1Б 0 100

Щ учинский, Дембровское 90 8Е2Ос 0 100

Слонимский, Альбертинское 100 7Е2С1Д+Ос,Б 60 40

Гродненский, Индурское 80 5Е2С2Ос1Б 0 100

Ивьевский, Ивьевское 80 6Е2С1Б1Ос 0 100

Гомельская область

Н П  «Припятский», Симоничское 80 6Е3С1Б 0 100

Лельчицкий, Замошское 65 7Е1Б2Ос 0 100

Ж итковичский, М илевичское 70 5Е2С2Ос1Б 0 100

Петриковский, Лучицкое 65 5Е5С 0 100

Октябрьский, Ш кавское - - 0 100

Калинковичский, Клинское 85 6Е1С2Олч1Б 0 100

Речицкий, Бело-Болотское 95 6Е2С2Д+Ос 0 100

Рогачевский, Сверженское 60 8Е2С 0 100

М инская область

Борисовский, Пригородное 90 9Е1С 0 100

Воложинский, Ивенецкое 79 10Е+Б,Олч,С 0 100

Клецкий, Несвижское 80 7Е1Д1Г1С 0 100

Копыльский, Копыльское 55 10Е+С,Б 0 100

Крупский, Крупское 90 6Е3С1Б 0 100

Логойский, Каменское 90 8Е2С 0 100

М олодечненский, М олодечненское 70 8Е1С1Б 0 100

П уховичский, Светлоборское 100 9Е1С 0 100

Слуцкий, Ж илин-Бродское 60 7Е1С2Б+Ос 0 100

Старобинский, Краснослободское 85 6Е2С2Г+Д,Б,Олч,Ос 0 100

Стародорожский, Ф аличское 50 4Е1С3Б2Ос 0 100

Столбцовский, Окинчицкое 110 5Е3С2Б+Д,Е 0 100

Узденский, Валерьяновское 65 6Е2Б2Ос+Олч,Кл 0 100

М огилёвская область

Белыничский, Кругловичское 65 7Е1С1Б1О с+Д 0 100

Быховский, Ворониновское 100 6Е4С+Б,Ос 0 100

Горецкий, Темнолесское 55 8Е2Д+С,Ос 0 100

Ж орновская ЭЛБ, Лапичское 70 5Е3Б2Ос+Г,Д 0 100

Кличевский, Кличевское 60 6Е2С2Б+Ос,Д 0 100

Костюковичский, Костюковичское - - 0 100

Витебская область

Верхнедвинский, Верхнедвинское 100 8Е2С 0 100

Витебский, Лосвидское 120 7Е1С2Е+Б 0 100

Городокский, Езерищ енское 60 7Е1Б2Ос+Олч 0 100
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О к о н ч а н и е  т а б л .  2 
E n d i n g  t a b l e  2

Лесхоз, лесничество Возраст, лет Состав насаждения
Частота встречаемости 

митотипов mt15-D02, %

1249 753

Двинская ЭЛБ, Прошковское 110 8Е2С 0 100

Дисненский, М иорское 60 7Е2С1Б 0 100

Лиозненский, Ясеневское 70 10Е 0 100

Полоцкий, Полоцкое 70 4Е3С3Б+Ос 0 100

Полоцкий, Туровлянское 75 9Е1Олч+С,Б 0 100

Россонский, Россонское 80 7Е2С1Б 0 100

Ушачский, Плинское 55 9Е1Б+Е,Ос,С 0 100

Ш умилинский, Обольское 72 6Е3С1Б+Ос 0 100

П р и м е ч а н и е .  НП -  национальный парк; ЭЛБ -  экспериментальная лесная база Института леса НАН Беларуси.

Выявляемая по локусу mt15-D02 амплифицируемая зона размером 1249 нуклеотидных оснований (н. о.), 
как показано в работах зарубежных исследователей, характерна для южного постледникового мигра­
ционного потока P  abies, происходящего из Карпатского рефугиума, а зона размером 753 н. о. соот­
ветствует северному (бореальному) миграционному потоку, который распространялся с территории 
Русской равнины (северо-центральная область европейской части России) [9; 11; 12]. Таким образом, 
обнаруженный нами полиморфизм митохондриальной ДНК Р. abies подтверждает, что на территории 
Беларуси произрастают особи, имеющие различное историческое происхождение, а именно карпатское 
и бореальное. В связи с вышеуказанным возникает вопрос о встречаемости представителей двух ми­
грационных потоков в еловой формации Беларуси. Проведенные исследования показали, что деревья, 
происходящие по материнской линии от древостоев Карпатского региона, локализуются в юго-запад­
ной части Беларуси, при этом они не были выявлены в северных, центральных и восточных регионах 
страны. Полученные данные не в полной мере согласуются с результатами исследований по изофер­
ментам и фенам.

В ходе анализа 3 микросателлитных локусов хлоропластной ДНК P abies (наследование по отцов­
ской линии за счет распространения пыльцы) были выявлены 19 аллелей: локус Pt63718 -  7 (90; 91; 93; 
94; 95 (доминирующий); 96; 97 н. о.); локус Pt26081 -  7 (105; 106; 107; 108; 109 (доминирующий); 110; 
111 н. о.); локус Pt71936 -  5 (138; 139; 140 и 141 (доминирующие); 142 н. о.). Частоты встречаемости 
выявленных аллелей каждого локуса по областям представлены в табл. 3.

Аллельные частоты по хлоропластным локусам у P  abies в Беларуси
Т а б л и ц а  3

Allelic frequencies of chloroplast loci of P  abies in Belarus
T a b l e  3

Аллель
Область Среднее по 

БеларусиБрестская Витебская Гомельская Гродненская Минская Могилёвская

Pt63718

90 0,021 - - - - - 0,003

91 0,143 0,138 0,272 0,194 0,156 0,087 0,165

93 - 0,006 0,016 - - - 0,004

94 0,044 0,126 0,153 0,064 0,094 0,100 0,097

95 0,680 0,654 0,434 0,632 0,677 0,681 0,626

96 0,093 0,076 0,125 0,089 0,073 0,124 0,097

97 0,019 - - 0,021 - 0,008 0,008

Pt26081

105 - - - - - 0,008 0,001

106 - - - - - 0,011 0,002
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О к о н ч а н и е  т а б л .  3 
E n d i n g  t a b l e  3

Аллель
Область Среднее по 

БеларусиБрестская Витебская Гомельская Гродненская Минская Могилёвская

107 - - - - 0,010 - 0,002

108 0,067 0,031 0,016 0,059 0,094 0,024 0,049

109 0,662 0,747 0,823 0,749 0,629 0,678 0,715

110 0,271 0,218 0,130 0,179 0,246 0,279 0,220

111 - 0,004 0,031 0,013 0,021 - 0,011

Pt71936

138 0,007 - - - - 0,037 0,007

139 0,099 0,010 0,033 0,017 0,018 0,010 0,031

140 0,464 0,598 0,600 0,578 0,571 0,482 0,549

141 0,394 0,377 0,367 0,386 0,399 0,471 0,399

142 0,036 0,015 - 0,019 0,012 - 0,014

Практически все аллели отмечены в двух и более проанализированных ельниках. Однако некоторые 
варианты являлись уникальными и могли встречаться на территории лишь одного лесхоза (Pt26081105 -  
Белыничский лесхоз, Pt26081106 -  Кличевский лесхоз Могилёвской области, Pt26081107 -  Крупский лес­
хоз Минской области). Аллель Pt6371890 обнаружен только в древостоях P  abies Брестского и Ива- 
цевичского лесхозов Брестской области. Наибольшее количество аллельных вариантов (по 14 ед.) 
выявлено в Брестской и Могилёвской областях, наименьшее -  в Гомельской области (12 ед.). По локу­
су Pt71936 на территории различных лесхозов мог доминировать либо аллельный вариант Pt71936140, 
либо Pt71936141.

В ходе анализа регионального распределения частот встречаемости аллелей микросателлитных ло­
кусов хлоропластной ДНК P. abies в разрезе областей наибольшие отличия от среднего по Беларуси 
выявлены для еловой формации Гомельской области по Pt63718 и Pt26081, а также для еловой фор­
мации Брестской области по Pt71936. Так, на территории Гомельской области частота встречаемости 
аллельных вариантов Pt6371891 и Pt6371894 выше, чем в среднем по Беларуси, в 1,7 и 1,6 раза соот­
ветственно, а частота встречаемости Pt6371895 и Pt26081110 ниже в 1,4 и 1,7 раза. В Брестской области 
выявлена концентрация аллеля Pt71936139 (в 3,2 раза выше, чем в среднем по Беларуси), отмечено сни­
жение частоты аллеля Pt71936140. На территории региона также обнаружена самая низкая доля встре­
чаемости аллельного варианта Pt6371894 (4,4 %). По-видимому, такие особенности генетической струк­
туры еловой формации в Гомельской и Брестской областях связаны с зональностью распространения 
древесного вида. Именно по данным территориям проходит южная граница распространения P. abies, 
а точнее по северной окраине Полесской низменности, южнее которой отмечаются лишь островные 
местонахождения изучаемого вида [5].

Анализ распределения аллельных вариантов P. abies по 3 изученным локусам хлоропластной ДНК 
не выявил существенных географических особенностей (по доминирующим аллелям), однако неко­
торые различия (по аллелям с меньшей частотой встречаемости) были установлены. Так, по локусу 
Pt63718 между западными и восточными областями Беларуси наблюдаются отличия, связанные с по­
вышением частоты встречаемости варианта Pt6371894 в восточной части Беларуси, наличием Pt6371890 
на юго-западе страны (Брестский и Ивацевичский лесхозы Брестской области), присутствием Pt6371893 
в Житковичском лесхозе Гомельской области и Лепельском лесхозе Витебской области. Что касается 
еще одного редкого аллеля (Pt6371897), то он обнаружен в ельниках Лунинецкого лесхоза Брестской об­
ласти и Сморгонского опытного лесхоза Гродненской области (частота встречаемости 0,167), а также 
в Чаусском лесхозе Могилёвской области (частота встречаемости 0,067).

По локусу Pt71936 в западной части Беларуси увеличивается частота встречаемости варианта 
Pt71936139 при практически полном отсутствии в восточной части. Он отмечен в Брестской и Гроднен­
ской областях, в западных частях Минской и Витебской областей, а также в островных ельниках на 
юге Гомельской области (Комаринский и Лельчицкий лесхозы), т. е. за пределами сплошного произ­
растания изучаемого вида. Подобная ситуация наблюдается и для Pt71936142 (за исключением того, что 
этот вариант отсутствовал в Гомельской области). Аллель Pt7 1 93 6138 обнаружен на территории трех
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лесхозов Могилёвской области (Кличевского -  с частотой 0,092, Могилёвского -  0,133, Чаусского -  
0,071) и одного лесхоза Брестской области (Малоритского -  0,067).

По локусу Pt26081 несколько выделяется центральная часть Беларуси. Аллель Pt26081108, достаточно 
часто встречающийся в этой зоне, отсутствует на периферии страны -  в западной части Брестской об­
ласти, северо-западной части Витебской области, восточных частях Могилёвской и Гомельской облас­
тей. Сходная картина наблюдается и для Pt26081111. Следует отметить, что, хотя варианты Pt26081105, 
Pt26081106 и Pt26081107 обнаружены на территории только одного из лесхозов -  Белыничского, Кличев­
ского и Крупского соответственно, -  эти лесхозы примыкают друг к другу, располагаясь на границе 
Минской и Могилёвской областей. Географическое распространение редких аллелей позволяет скорее 
предположить их местное происхождение, а не привнесение с миграционными потоками.

Выявленные особенности распространения ряда аллельных вариантов локусов Pt63718 и Pt71936 
хлоропластной ДНК несколько отличаются от данных по митохондриальной ДНК и более хорошо со­
гласуются с результатами исследований по маркерам ядерной ДНК, что указывает в этом случае на 
влияние однородных факторов при перемещении генетического материала. На основании совокупнос­
ти имеющихся результатов исследований можно говорить о различном влиянии пула материнских ге­
нов и пула отцовских генов на процессы гибридизации между представителями двух таксонов. Таким 
образом, распространение принесенного южным и северным миграционными потоками генетического 
материала по территории республики идет разнородно как во времени, так и в пространстве, при этом 
ельники значительной части лесхозов Гродненской, Минской и Гомельской областей представляют со­
бой обширную зону гибридизации. На то, что обмен генов между южным и северным миграционными 
потоками P. abies осуществляется преимущественно посредством пыльцы, указывает также исследова­
ние ядерной и цитоплазматической ДНК, проведенное Ё. Цудой (Y. Tsuda) с соавторами [15].

Заключение
Исследована геногеографическая структура популяций P. abies на территории Беларуси с исполь­

зованием маркеров ядерной и цитоплазматической ДНК. Выявлены 82 аллельных варианта 25 изо­
ферментных генов, 19 аллельных вариантов локусов Pt63718, Pt26081, Pt71936 хлоропластной ДНК 
и 2 аллельных варианта локуса mt15-D02 митохондриальной ДНК. Установлено географическое рас­
пространение аллелей и рассмотрены региональные особенности геногеографической дифференциа­
ции еловой формации. Для еловых древостоев юга Беларуси, где пролегает южная граница сплошной 
области распространения P  abies и представлены ее островные местонахождения, частота встречаемости 
отдельных аллельных вариантов SSR-локусов хлоропластной ДНК (Гомельская область -  Pt6371891, 
Pt6371894, Pt6371895, Pt26081110; Брестская область -  Pt71936139, Pt71936140, Pt6371894) имеет наиболее 
выраженные отклонения от средних значений по стране. Анализ изоферментов и хлоропластной ДНК 
показал наличие определенных региональных особенностей геногеографической структуры еловой 
формации в направлении с юга на север и с запада на восток; анализ митохондриальной ДНК -  концент­
рацию на юго-западе Беларуси деревьев P. abies южного (карпатского) происхождения (имеют аллель 
mt15-D021249 ), а на остальной части страны -  северного (бореального) происхождения (характери­
зуются вариантом mt15-D02753). Сопоставлены особенности географического распределения аллельных 
вариантов проанализированных локусов цитоплазматической ДНК с территориальным размещением 
формового разнообразия P. abies (деревья с тупо- и острочешуйчатыми формами шишек). На основа­
нии совокупности имеющихся результатов исследований можно говорить о различном влиянии пула 
материнских генов и пула отцовских генов на процессы гибридизации между представителями двух 
миграционных потоков на территории Беларуси.
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МЕЖГЕННЫЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ И ГЕНЕТИЧЕСКИЙ 
ПОЛИМОРФИЗМ В УВЕЛИЧЕНИИ ВЕРОЯТНОСТИ РАЗВИТИЯ 

АЛКОГОЛЬНОЙ ЗАВИСИМОСТИ

Е. В. СНЫТКОВ1, В. Н. КИПЕНЬ2, А. В. КАЗАЧОК3), С. Б. МЕЛЬНОВ1

1)Международный государственный экологический институт им. А. Д. Сахарова БГУ, 
ул. Долгобродская, 23/1, 220070, г. Минск, Беларусь 
2)Институт генетики и цитологии НАН Беларуси, 
ул. Академическая, 27, 220072, г. Минск, Беларусь 

У)Минский областной клинический центр «Психиатрия -  наркология», 
ул. П. Бровки, 7, 220013, г. Минск, Беларусь

Представлены результаты молекулярно-генетического анализа 13 полиморфных вариантов генов, по данным 
полногеномного поиска ассоциаций (GWAS) связанных с развитием аддиктивных состояний, в группе лиц с ал­
когольной зависимостью (n = 142) и группе сравнения (n = 211). Основной метод генотипирования -  полимеразная 
цепная реакция (ПЦР) с последующим высокоразрешающим плавлением ампликона (HRM) и кластеризацией про­
филей плавления, результаты плавления валидированы с использованием метода полиморфизма длин рестрикцион­
ных фрагментов (ПЦР-ПДРФ). В итоге установлено, что однонуклеотидными полиморфизмами, ассоциированными 
с повышенной вероятностью развития алкогольной зависимости, являются генотип GG (rs7085104, AS3MT); гено­
тип GG (rs7590720, PECR); аллель С (rs11191580, NT5C2); аллель Т (rs17504622); аллель A (rs73229090, EPHX2); 
аллель А (rs1109501, MUC7).

Ключевые слова: алкогольная зависимость; предрасположенность; однонуклеотидный полиморфизм; ПЦР; 
высокочувствительный анализ кривых плавления; межгенное взаимодействие.
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The results o f molecular genetic analysis of 13 polymorphic variants of genes, according to the data of genome-wide 
association studies (GWAS) associated with the development of addictive states, in the group of persons with alcohol 
dependence (n = 142) and in the comparison group (n = 211) are presented. The main genotyping method is polymerase 
chain reaction (PCR) followed by high resolution melting (HRM) and clustering of melting profiles; the melting results 
are validated using the restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method. As a result, single nucleotide 
polymorphisms associated with an increased likelihood of alcohol dependence are genotype GG (rs7085104, AS3MT); 
genotype GG (rs7590720, PECR); allele C (rs11191580, NT5C2); allele T (rs17504622); allele A (rs73229090, EPHX2); 
allele A (rs1109501, MUC7).

Keywords: alcohol dependence; predisposition; single nucleotide polymorphism; PCR; high resolution melting curve 
analysis; intergenic interaction.
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Введение
Синдром алкогольной зависимости (алкоголизм, САЗ, код по Международной классификации бо­

лезней -  F10) -  хроническое состояние, характеризующееся пристрастием к алкоголю с психической 
и физиологической зависимостью от него. При этом синдром алкогольной зависимости имеет ряд со­
циальных проявлений (повышение смертности, снижение уровня жизни людей, уменьшение налого­
вых отчислений, падение производительности труда, рост числа непреднамеренных травм, дорожно­
транспортных происшествий, суицидов, случаев криминального поведения и др.).

Известно, что алкоголь способствует увеличению риска смерти от сопутствующих заболеваний, та­
ких как цирроз печени, рак, сердечно-сосудистые заболевания. По данным Всемирной организации 
здравоохранения1 (ВОЗ), тенденции потребления алкоголя и связанная с этим смертность в Европей­
ском регионе с 1990 по 2014 г. показывают, что за этот период (25 лет) смертность, связанная с алкого­
лем, увеличилась на 4 %. Число смертельных исходов от сердечно-сосудистых заболеваний (исключая 
ишемическую болезнь сердца) и травм пропорционально выше в Центрально-Восточной и Восточной 
Европе вследствие общего высокого уровня потребления алкоголя в сочетании с эпизодами употребле­
ния спиртных напитков в больших количествах [1].

Также стоит отметить, что в Европейском регионе доля уровня заболеваемости и преждевремен­
ной смертности, обусловленных алкоголизмом, является самой высокой в мире. Установлено, что риск 
смерти от хронического заболевания, связанного с употреблением алкоголя, линейно возрастает с уве­
личением количества потребленного алкоголя в соответствии с моделью доза -  эф ф ект . По данным 
ВОЗ, в начале XX в. коэффициент смертности, ассоциированной с алкоголем, на 100 тыс. человек 
в масштабах Европейского союза составлял 57 для мужчин и 15 для женщин. Вместе с тем региональ­
ные уровни смертности варьировали в широких пределах: от 129 для мужчин и 27 для женщин на 
100 тыс. человек в Центрально-Восточной и Восточной Европе до 30 для мужчин и 10 для женщин 
(самый низкий уровень) в Южной Европе. Причиной подавляющего большинства смертельных исхо­
дов и увечий, связанных с алкоголизмом, является транспортный травматизм, второе место (со значи­
тельным отставанием) занимает насилие [1].

В Республике Беларусь ведется статистический учет случаев развития алкогольной зависимости 
и употребления алкоголя на душу населения. По данным Национального статистического комитета

1См.: https://www.who.int/ru.
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Республики Беларусь, в последнее десятилетие уровень заболеваемости алкоголизмом и алкогольными 
психозами постепенно снижается. Стоит отметить, что это снижение не является результатом сокра­
щения численности населения, так как количество пациентов с впервые установленным диагнозом на 
100 тыс. человек уменьшается с 2010 г.

В настоящее время дискутируются две основные гипотезы: первая -  генетический фактор развития 
алкогольной зависимости обусловлен совокупным влиянием множества низко- и среднепенетрантных 
генов, каждый из которых обладает незначительным эффектом по отдельности; вторая -  наибольший 
вклад в развитие алкогольной зависимости вносит немногочисленная группа высокопенетрантных ге­
нов. Известно, что у людей, родители которых имели проблемы с контролем употребления алкоголя, 
риск развития алкоголизма заметно выше [2], поэтому, на наш взгляд, генетические и экологические 
факторы риска одинаково важны в развитии алкоголизма.

Алкогольная зависимость у одного из членов семьи является сильным предиктором алкоголизма 
и у других членов семьи с положительной корреляционной связью. Это обусловлено более ранним на­
чалом употребления алкоголя [3] и более тяжелой симптоматикой алкоголизма [4].

В настоящий момент общеизвестными генами, полиморфные локусы которых связаны с развитием 
алкогольной зависимости, являются ADH1B и ALDH2. У людей более 90 % поглощенного алкоголя уда­
ляется путем метаболического разложения, которое в основном происходит в печени (гепатоцитах). Ге­
нетические полиморфизмы p.His48Arg (ADH1B) и p.Glu504Lys (ALDH2) оказывают сильное влияние на 
метаболизм алкоголя. Скорость окисления этанола увеличивается при носительстве аллеля His (ADH1B) 
и уменьшается при наличии аллеля Lys (ALDH2), который кодирует неактивную форму фермента, что 
приводит к повышению уровня ацетальдегида после употребления алкоголя из-за более медленной 
скорости его метаболизма. В европеоидных популяциях почти нет гетерозигот этих связанных с алко­
голем полиморфизмов [5]. Установлено, что полиморфизм гена ADH1B оказывает большое влияние на 
ряд признаков, в том числе алкогольную зависимость [6] и рак желудочно-кишечного тракта [7-10]. 
Влияние полиморфизма гена ALDH2 во многом зависит от расовой или этнической группы. Так, на­
пример, было показано, что патологический генотип более распространен среди азиатов, чем среди 
европейцев или афроамериканцев [11]. Данный факт, несомненно, диктует необходимость выявления 
дополнительных генов, полиморфизм которых связан с развитием алкоголизма вне зависимости от ра­
совой либо этнической группы.

В постгеномную эру все больше исследований направлено на полногеномный поиск ассоциаций 
(genome-wide association studies, GWAS) генетических маркеров с развитием алкоголизма [12; 13].

В связи с этим определение и оценка частоты распространенности рискассоциированных алле­
лей потенциальных генов-кандидатов, влияющих на формирование алкогольной зависимости, представ­
ляются весьма актуальной задачей. Таким образом, цель настоящего исследования -  оценить частоту 
распространенности генотипов и аллелей для ряда полиморфных вариантов генов, по данным GWAS 
предположительно ассоциированных с повышенной вероятностью развития аддиктивных зависимостей.

Материалы и методы исследования
Данное исследование проведено по типу случай -  контроль. В него были включены 353 доброволь­

ца, постоянно проживающих на территории Республики Беларусь, для 142 из которых клинически 
установлена алкогольная зависимость (основная группа), в то время как 211 человек не имели пристра­
стия к спиртосодержащим веществам (группа сравнения). По основным демографическим критериям 
(пол, возраст, социальный статус и пр.) группа сравнения соответствовала основной группе.

После проведения разъяснительной беседы и получения добровольного согласия в письменной фор­
ме у всех испытуемых был осуществлен забор биологического материала (буккального эпителия) на 
тампон-зонд. ДНК выделяли стандартным двухэтапным методом фенольно-хлороформной экстрак­
ции [14]. Идентификацию генотипа в исследуемых полиморфных сайтах проводили с использованием 
технологии плавления ампликона высокого разрешения (high resolution melting, HRM) на термоциклере 
CFX96 Touch (Bio-Rad, США) в режиме реального времени по следующему протоколу: 1) стадия ам­
плификации (95 °С, 2 мин); 2) денатурация ДНК (95 °С, 10 с), отжиг праймеров (60 °С, 30 с), элонгация 
(72 °С, 30 с) -  40 циклов; 3) стадия плавления ампликона (95 °С в течение 30 с, 60 °С на протяжении 
1 мин, затем повышение температуры от 65 до 95 °С (температурный инкремент + 0,2 °С) со считыва­
нием флуоресцентного сигнала в течение 10 с на каждом этапе). Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) 
проводили в объеме 20 мкл с использованием реагента Precision Melt Supermix for High Resolution Melt 
(HRM) Analysis (Bio-Rad ) в 3-кратной повторности согласно рекомендации производителя, количество 
геномной ДНК на реакцию составляло 30-50 нг, концентрация праймеров была 200-400 нмоль/л. Для 
анализа результатов аллельной кластеризации применяли программное обеспечение Precision Melt
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Analysis™ v.1.3 (Bio-Rad). Корректность определения генотипа контролировали с помощью метода по­
лиморфизма длин рестрикционных фрагментов (ПЦР-ПДРФ).

Праймеры смоделированы с использованием инструмента Primer-BLAST2 (National Center for Bio­
technology Information, США), в котором реализованы алгоритмы Primer3 и BLAST. Характеристика 
исследованных полиморфизмов представлена в табл. 1.

Т а б л и ц а  1

Структура праймеров для амплификации 
фрагментов в полиморфных сайтах генов

T a b l e  1
The structure of prim ers for amplification 

of fragments in polymorphic gene sites

Полиморфизм
(ген) Последовательность олигонуклеотидов Рестриктаза*

rs6902771
(ESR1)

F: 5'-AGTGCCATGAAAAACAAGTATAGGG-3' 
R: 5'-CTCCCTCATCAAATCAAGTCCCC-3' RsaI

rs7085104
(AS3M T )

F: 5 '-TTGGTCTCCGTTTTGGTGATGTA-3' 
R: 5'-TCCATCTTTCTTCAGTGTGCAGTT-3' M spI

rs7590720
(PECR)

F: 5'-ATCCAAAATAGCCTAGAGATTTGGC-3' 
R: 5'-ATGCTACGTCAAAACTAGCGA-3' D del

rs11191580
(NT5C2)

F: 5'-TGTTTTCCTTATGGGCTTGC-3' 
R: 5'-TTTG CCCTCTCA A AA A G CA C-3' TspRI

rs17504622 F: 5'-AGTAACATCCAACGGCTCACAG-3' 
R: 5'-GGGCATGGCAGCTCTAAGGAG-3' A lul

rs56205728
(BUB1B-PAK6)

F: 5'-CAACAGGAAACATCTTCCAAGACA-3' 
R: 5'-TTATATGCTAATTTTGGGGTTAGCG-3' AciI

rs73229090
(EPHX2)

F: 5'-CTCCAGTCCCAGCCCTATTATG-3' 
R: 5'-TGCTAATCCCCTCCCATCGC-3' DpnI

rs237238
(HIP1)

F: 5'-AGCCACTTACAAGTTGTTCACGTC-3' 
R: 5'-AGGCAACCTGCAGATGAGTGAC-3' M spI

rs1109501
(M UC7)

F: 5'-TGGCTTTAACACCGTAAGAACA-3' 
R: 5'-AATGGTACCTTCTTGTTGTGTCC-3' AciI

rs2007044
(CACNA1C)

F: 5'-CAGGTAGGAGCAGTCCGGTG-3'
R: 5'-GCAAAGTGGAAGTGAAAAATGGAAC-3' AciI

rs2273500
(CHRNA4)

F: 5'-GGGTCTGATGGCGAAAAGCAC-3' 
R: 5 '-G TCTTTG CCCCCA CCCTTG A -3' AluI

rs3735025 
(D G K I )

F: 5 '-ACCTAAAATGGGGCTCCTCTCAC-3' 
R: 5'-TTGGAATGTTGCACAGAGGCTAAT-3' AluI

rs4356203
(PIK3C2A)

F: 5'-TTTTCCTCAGCCTAGAGGTGACA-3' 
R: 5'-CAACCCTACTCTAAGGGGTCC-3' HhaI

*Все использованные рестриктазы произведены компанией New England Biolabs (США).

Для нахождения различий между номинальными показателями применяли метод %-квадрат. Уровень 
статистической значимости p при множественных сравнениях вычисляли экспериментально для каж­
дого конкретного случая (сравнения) в процессе моделирования в пакете SPSS v.20 (IBM, США). При 
этом использовали точный критерий Фишера, основанный на пермутации (permutation): уровеньр  рас­
считывается по формулам комбинаторной теории вероятностей. Анализ ассоциации генотипов и алле­
лей с риском развития заболевания проводили путем вычисления показателя отношения шансов (ОШ) 
для каждого анализируемого полиморфного сайта (с расчетом 95 % доверительного интервала (ДИ)). 
Статистическую обработку данных выполняли с помощью пакета SPSS v.20.

Анализ межгенных взаимодействий проводили биоинформатическим методом многофакторного со­
кращения размерности (multifactor dimensionality reduction, MDR) с применением размещенного в от­
крытом доступе программного обеспечения MDR v 3.0.2. В процессе моделирования были использованы

2См.: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/.
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высококонсервативные настройки поиска конфигурации модели, которые позволили однозначно диффе­
ренцировать наличие либо отсутствие статистически значимых эффектов: количество атрибутов (attribute 
count range) -  от 1 до n (где n -  количество переменных в модели); воспроизводимость модели (cross­
validation count) -  100; анализ топ-моделей (track top models) -  1000; поиск конфигурации модели (search 
method configuration) -  всесторонний (exhaustive); метод сравнения (ambiguous cell analysis) -  точный тест 
Фишера (Fisher’s exact test); классификация ячеек (ambiguous cell assignment) -  неклассифицированные 
(unclassified) . Математической базой данной программы является непараметрический кластерный ана­
лиз для обнаружения и описания нелинейного типа взаимодействия между дискретными генетически­
ми атрибутами.

Результаты и их обсуждение
Распределение генотипов и аллелей исследуемых полиморфных вариантов генов. Нами изучено 

распределение частот генотипов и аллелей полиморфных вариантов генов ESR1, AS3MT, PECR, NT5C2, 
BUB1B-PAK6, EPHX2, HIP1,MUC7, CACNA1C, CHRNA4, DGKI и PIK3C2A у лиц, страдающих алкоголь­
ной зависимостью, и у представителей группы сравнения (табл. 2).

Все полиморфные локусы были выбраны на основании данных информационной базы GWAS Cata­
log3. В работу вошли локусы, для которых уровень значимости р  < 1 • 10-6. Также в непосредственной 
близости от этих локусов отсутствовали другие полиморфизмы, что является необходимым условием 
для проведения HRM-анализа, а расчетная разница в температурах плавления для различных аллелей 
была наибольшей (на основании расчетов в Oligonucleotide Properties Calculator4 ).

Результат генотипирования по исследуемым полиморфизмам

Т а б л и ц а  2

T a b l e  2

Result of genotyping for the studied polymorphisms

Полиморфизм
(ген)

Генотип 
или аллель Группа сравнения Основная группа р ОШ (95 % ДИ)

С /С 68 (32,2  % ) 27  (19,0  % ) 0,49 (0 ,3 0 -0 ,8 2 )

С /Т 88 (41 ,7  % ) 79 (55,6  % ) 0,011 0 1,75 (1 ,1 4 -2 ,6 9 )

Т /Т 55 (26,1 % ) 36 (25,4  % ) 0 ,96 (0 ,5 9 -1 ,5 7 )

СС 68 (32,2 %) 36 (25,4 %)
0,191 0

0,49 (0 ,30-0 ,82)
rs6902771

(ESR1)
СТ/ТТ 143 (67,8 %) 106 (74,6 %) 2,03 (1,22-3,37)

СС/СТ 156 (73,9 %) 115 (81,0 %)
0,157 0

1,04 (0 ,64-1 ,69)

ТТ 55 (26,1 %) 27 (19,0 %) 0,96 (0 ,59-1 ,57)

Аллель С 224 (53,1 %) 133 (46,8 %)
0,104 0

0,78 (0,58-1,05)

Аллель Т 198 (46,9 %) 151 (53,2 %) 1,28 (0,95-1,74)

A/A 86 (40,8 %) 56 (39,4 %) 0,95 (0,61-1,46)

A/G 94 (44,5 %) 53 (37,4 %) 0,108 0 0,74 (0,48-1,15)

G/G 31 (14,7 %) 33 (23,2 %) 1,76 (1,02-3,03)

AA 86 (40,8) % 56 (39,4 %)
0,826 0

0,95 (0,61-1,46)
rs7085104
(AS3M T ) AG/GG 125 (59,2 %) 86 (60,6 %) 1,06 (0,68-1,63)

A A /A G 180 (53,3  % ) 109 (76,8  % )
0,049 0

0 ,57  (0 ,3 3 -0 ,9 8 )

G G 31 (14 ,7  % ) 33 (23,2 % ) 1,76 (1 ,0 2 -3 ,0 3 )

Аллель A 266 (63,0 %) 165 (58,1 %)
0,188 0

0,81 (0 ,60-1 ,11)

Аллель G 156 (37,0 %) 119 (41,9 %) 1,23 (0 ,90-1 ,67)

3См.: https://www.ebi.ac.uk/gwas/.
4См.: http://biotools.nubic.northwestem.edu/OligoCalc.html.
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П р о д о л ж е н и е  т а б л .  2 
C o n t i n u a t i o n  t a b l e  2

Полиморфизм
(ген)

Генотип 
или аллель Группа сравнения Основная группа р ОШ (95 % ДИ)

rs7590720
(PECR)

A A 109 (51,7 % ) 74 (52,1 % )

0,015 0

1,02 (0,67-1,56)

A /G 87 (41,2 % ) 45 (31,7 % ) 0,66 (0,42-1,03)

G /G 15 (7,1 % ) 23 (16,2 % ) 2,53 (1,27-5,03)

AA 109 (51,7 %) 74 (52,1 %)
1,000 0

1,02 (0,67-1,56)

AG/GG 102 (48,3 %) 68 (47,9 %) 0,98 (0 ,64-1 ,50)

A A /A G 196 (92,9 % ) 119 (83,8 % )
0,008 0

0,40 (0 ,20-0 ,79)

G G 15 (7,1 % ) 23 (16,2 % ) 2,53 (1,27-5,03)

Аллель A 305 (72,3 %) 193 (67,9 %)
0,218 0

0,81 (0,59-1,13)

Аллель G 117 (27,7 %) 91 (32,1 %) 1,23 (0,89-1,71)

rs11191580
(NT5C2)

С /С 0 (0,0 % ) 3 (2,1 % )

0,006 0

10,61 (0 ,54-207,06)

С /Т 35 (16,6 % ) 37 (26,1 % ) 1,77 (1,05-2,99)

Т /Т 176 (83,4 % ) 102 (71,8 % ) 0,51 (0 ,30-0 ,85)

СС 0 (0,0 %) 3 (2,1 %)
0,064 0

10,61 (0 ,54-207,06)

СТ/ТТ 211 (100,0 %) 139 (97,9 %) 0,09 (0,01-1,84)

С С /С Т 35 (16,6 % ) 40 (28,2 % )
0,012 0

1,97 (1 ,18-3 ,30)

Т Т 176 (83,4 % ) 102 (71,8 % ) 0,51 (0 ,30-0 ,85)

А л лел ь  С 35 (8,3 % ) 43 (15,2 % )
0,005 0

1,97 (1,23-3,17)

А л лел ь  Т 387 (91,7 % ) 241 (84,8 % ) 0,51 (0 ,32-0 ,81)

rs17504622

С /С 191 (90,5 % ) 103 (72,5 % )

<0,000 1

0,28 (0 ,15-0 ,50)

С /Т 16 (7,6 % ) 26 (18,3 % ) 2,73 (1,41-5,31)

Т /Т 4 (1,9 % ) 13 (9,2 % ) 5,22 (1 ,66-16,34)

СС 191 (90,5 % ) 103 (72,5 % )
<0,000 1

0,28 (0 ,15-0 ,50)

С Т /Т Т 20 (9,5 % ) 39 (27,5 % ) 3,62 (2 ,00-6 ,52)

С С /С Т 207 (98,1 % ) 129 (90,8 % )
0,004 0

0,19 (0 ,06-0 ,60)

Т Т 4 (1,9 % ) 13 (9,2 % ) 5,22 (1 ,66-16,34)

А л лел ь  С 398 (94,3 % ) 232 (81,7 % )
<0,000 1

0,27 (0 ,16-0 ,45)

А л лел ь  Т 24 (5,7 % ) 52 (18,3 % ) 3,72 (2,23-6,19)

rs56205728
(BUB1B-PAK6)

A/A 30 (14,2 %) 29 (20,4 %)

0,061 0

1,55 (0,88-2,72)

A/G 72 (34,1 %) 57 (40,2 %) 1,29 (0,83-2,01)

G/G 109 (51,7 %) 56 (39,4 %) 0,61 (0 ,40-0 ,94)

A A /A G 102 (48,3 % ) 86 (60,6 % )
0,029 0

1,64 (1,07-2,53)

G G 109 (51,7 % ) 56 (39,4 % ) 0,61 (0 ,40-0 ,94)

AA 30 (14,2 %) 29 (20,4 %)
0,146 0

1,55 (0,88-2,72)

AG/GG 181 (85,8 %) 113 (79,6 %) 0,65 (0,37-1,13)

А л лел ь  A 132 (31,3 % ) 115 (40,5 % )
0,010 0

1,49 (1,09-2,05)

А л лел ь  G 290 (68,7 % ) 169 (59,5 % ) 0,67 (0 ,49-0 ,92)
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П р о д о л ж е н и е  т а б л .  2 
C o n t i n u a t i o n  t a b l e  2

Полиморфизм
(ген)

Генотип 
или аллель Группа сравнения Основная группа р ОШ (95 % ДИ)

А /А 0 (0,0 % ) 12 (8,5 % ) 40,52 (2 ,38-690 ,13)

А/С 38 (18,0 % ) 32 (22,5 % ) <0,000 1 1,32 (0 ,78-2 ,24)

С/С 173 (82,0 % ) 98 (69,0 % ) 0,49 (0 ,30 -0 ,81 )

АА 0 (0,0 % ) 12 (8,5 % )
<0,000 1

40,52 (2 ,38-690 ,13)
rs73229090

(EPHX2) А С /С С 211 (100,0 % ) 130 (91,5 % ) 0,02 (0 ,01-0 ,42)

А А /А С 38 (18,0 % ) 44 (31,0 % )
0,007 0

2,04 (1 ,24-3 ,37)

СС 173 (82,0 % ) 98 (69,0 % ) 0,49 (0 ,30 -0 ,81 )

А л лел ь  А 38 (9,0 % ) 56 (19,7 % )
<0,000 1

2,48 (1,59-3,87)

А л лел ь  С 384 (91,0 % ) 228 (80,3 % ) 0,40 (0 ,26 -0 ,63 )

A /A 165 (78,2 %) 118 (83,1 %) 1,37 (0 ,79-2 ,37)

A /G 44 (20,9 %) 24 (16,9 %) 0,411 0 0,77 (0,45-1,34)

G/G 2 (0,9 %) 0 (0,0 %) 0,29 (0 ,01-6 ,17)

AA 165 (78,2 %) 118 (83,1 %)
0,279 0

1,37 (0 ,79-2 ,37)
rs237238

(HIP1) AG/GG 46 (21,8 %) 24 (16,9 %) 0,73 (0,42-1,26)

AA/AG 209 (99,1 %) 142 (100,0 %)
0,518 0

3,40 (0 ,16-71,37)

GG 2 (0,9 %) 0 (0,0 %) 0,29 (0 ,01-6 ,17)

Аллель A 374 (88,6 %) 260 (91,5 %)
0,209 0

1,39 (0,83-2,33)

Аллель G 48 (11,4 %) 24 (8,5 %) 0,72 (0,43-1,20)

A /A 13 (6,2 % ) 26 (18,3 % ) 3,41 (1 ,69 -6 ,90 )

A /G 81 (38,3 % ) 60 (42,3 % ) <0,000 1 1,17 (0 ,76-1 ,81)

G /G 117 (55,5 % ) 56 (39,4 % ) 0,52 (0 ,34 -0 ,81 )

A A /A G 94 (44,5 % ) 86 (60,6 % )
0,003 0

1,91 (1 ,24-2 ,95)
rs1109501
(M U C7) G G 117 (55,5 % ) 56 (39,4 % ) 0,52 (0 ,34 -0 ,81 )

A A 13 (6,2 % ) 26 (18,3 % )
<0,000 1

3,41 (1 ,69 -6 ,90 )

A G /G G 198 (93,8 % ) 116 (81,7 % ) 0,29 (0 ,14 -0 ,59 )

А л лел ь  A 107 (25,4 % ) 112 (39,5 % )
<0,000 1

1,92 (1,39-2,65)

А л лел ь  G 315 (74,6 % ) 172 (60,5 % ) 0,52 (0 ,38 -0 ,72 )

A /A 89 (42,2 % ) 56 (39,4 % ) 0,89 (0 ,58-1 ,38)

A /G 66 (31,3 % ) 67 (47,2 % ) 0,002 0 1,96 (1 ,26-3 ,05)

G /G 56 (26,5 % ) 19 (13,4 % ) 0,43 (0 ,24 -0 ,76 )

AA 89 (42,2 %) 56 (39,4 %)
0,659 0

0,89 (0 ,58-1 ,38)
rs2007044

(CACNA1C) AG/GG 122 (57,8 %) 86 (60,6 %) 1,12 (0,73-1,73)

A A /A G 155 (73,5 % ) 123 (86,6 % )
0,003 0

2,34 (1 ,32-4 ,14)

G G 56 (26,5 % ) 19 (13,4 % ) 0,43 (0 ,24 -0 ,76 )

Аллель A 244 (57,8 %) 179 (63,0 %)
0,167 0

1,24 (0,91-1,69)

Аллель G 178 (42,2 %) 105 (37,0 %) 0,80 (0,59-1,10)
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О к о н ч а н и е  т а б л .  2 
E n d i n g  t a b l e  2

Полиморфизм
(ген)

Генотип 
или аллель Группа сравнения Основная группа р ОШ (95 % ДИ)

С/С 4 (1,9 %) 4 (2,8 %) 1,50 (0 ,37-6 ,10)

С/Т 77 (36,5 %) 36 (25,4 %) 0,073 0 0,59 (0 ,37-0 ,95)

Т/Т 130 (61,6 %) 102 (71,8 %) 1,59 (1 ,00-2 ,51)

СС 4 (1,9 %) 4 (2,8 %)
0,719 0

1,50 (0 ,37-6 ,10)
rs2273500
(CHRNA4) СТ/ТТ 207 (98,1 %) 138 (97,2 %) 0,67 (0 ,16-2 ,71)

СС/СТ 81 (38,4 %) 40 (28,2 %)
0,052 0

0,63 (0 ,40-1 ,00)

ТТ 130 (61,6 %) 102 (71,8 %) 1,59 (1 ,00-2 ,51)

Аллель С 85 (20,1 %) 44 (15,5 %)
0,117 0

0,73 (0 ,49-1 ,08)

Аллель Т 337 (79,9 %) 240 (84,5 %) 1,38 (0,92-2,05)

С/С 37 (17,5 %) 23 (16,2 %) 0,91 (0,51-1,61)

С/Т 85 (40,3 %) 72 (50,7 %) 0,139 0 1,52 (0 ,99-2 ,34)

Т/Т 89 (42,2 %) 47 (33,1 %) 0,68 (0 ,44-1 ,06)

СС 37 (17,5 %) 23 (16,2 %)
0,774 0

0,91 (0,51-1,61)
rs3735025

(DGKI) СТ/ТТ 174 (82,5 %) 119 (83,8 %) 1,10 (0,62-1,95)

СС/СТ 122 (57,8 %) 95 (66,9 %)
0,095 0

1,47 (0,95-2,30)

ТТ 89 (42,2 %) 47 (33,1 %) 0,68 (0 ,44-1 ,06)

Аллель С 159 (37,7 %) 118 (41,5 %)
0,302 0

1,18 (0 ,86-1 ,60)

Аллель Т 263 (62,3 %) 166 (58,5 %) 0,85 (0,63-1,16)

A /A 65 (30,8  % ) 31 (21,8  % ) 0 ,63 (0 ,3 8 -1 ,0 3 )

A /G 99 (46,9  % ) 92 (64,8  % ) 0 ,004  0 2 ,08 (1 ,3 4 -3 ,2 3 )

G /G 47 (22,3  % ) 19 (13,4  % ) 0 ,54 (0 ,3 0 -0 ,9 6 )

rs4356203
(PIK3C2A)

AA 65 (30,8 %) 31 (21,8 %)
0,068 0

0,63 (0,38-1,03)

AG/GG 146 (69,2 %) 111 (78,2 %) 1,59 (0,97-2,61)

A A /A G 164 (77 ,7  % ) 123 (86,6  % )
0 ,038  0

1,86 (1 ,0 4 -3 ,3 2 )

G G 47 (22,3  % ) 19 (13,4  % ) 0 ,54 (0 ,3 0 -0 ,9 6 )

Аллель A 229 (54,3 %) 154 (54,2 %)
0,992 0

1,0 (0 ,74-1 ,35)

Аллель G 193 (45,7 %) 130 (45,8 %) 1,0 (0 ,74-1 ,35)

П р и м е ч а н и е .  Полужирным шрифтом выделены маркеры, определяющие различия между группами.

В результате наибольший вклад в увеличение риска развития алкогольной зависимости из 
числа исследованных внесли полиморфные варианты rs17504622, rs73229090 (EPHX2) и rs1109501 
(MUC7). Так, полиморфный вариант rs17504622 был ассоциирован с повышенной вероятностью 
развития алкогольной зависимости: рискассоциированным оказался генотип ТТ -  ОШ = 5,22 (95 % 
ДИ = 1 34), протективный эффект выявлен для генотипа СС -  ОШ = 0,28 (95 % ДИ = 0,15-0,50).
При анализе рецессивной модели наследования показано, что генотипы СС/СТ в совокупности имеют 
протективный эффект -  ОШ = 0,19 (95 % ДИ = 0,06-0,60). Статистически значимые различия между 
двумя группами отмечены и по полиморфному варианту rs73229090 (EPHX2): рискассоциированным 
является генотип АА -  ОШ = 40,52 (95 % ДИ = 2 ,38-690,13), протективный эффект имеет генотип СС -  
ОШ = 0,49 (95 % ДИ = 0,30-0,81). Полиморфный вариант rs1109501 (MUC7) также оказался связан 
с повышенной вероятностью развития алкоголизма: рискассоциированным выступает генотип АА -  
ОШ = 3,41 (95 % ДИ = 1,69-6,90), протективным эффектом обладает генотип GG -  ОШ = 0,52 (95 % 
ДИ = 0,34-0,81).
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Статистически значимые различия в пределах сравниваемых групп определены и для полимор­
физмов в генах PECR, NT5C2 и AS3MT, рискассоциированными оказались как раз минорные аллели 
или генотипы. Для полиморфного варианта rs7590720 (PECR) ассоциированным с повышенной ве­
роятностью развития алкоголизма является генотип GG -  ОШ = 2,53 (95 % ДИ = 1,27-5,03). Для поли­
морфизма rs11191580 (NT5C2) рискассоциированным выступает генотип СС -  ОШ = 10,61 (95 % 
ДИ = 0,54-207,06), а протективный эффект показан для генотипа ТТ -  ОШ = 0,51 (95 % ДИ = 0,30-0,85). 
Для полиморфного варианта rs7085104 (AS3MT) ассоциированным с повышенной вероятностью раз­
вития алкоголизма является генотип GG -  ОШ = 1,76 (95 % ДИ = 1,02-3,03).

Для полиморфных вариантов в генах ESR1, CACNA1C, PIK3C2A и BUB1B-PAK6 также найдены 
различия в пределах сравниваемых групп, однако последующая интерпретация затруднена ввиду ас­
социации с повышенной вероятностью развития алкоголизма именно гетерозиготных генотипов или 
генотипов с высокой частотой распространенности в исследуемых группах. Так, анализ полиморфизма 
rs6902771 (ESR1) показал наличие статистически значимых различий в распределении частот генотипов 
между группами: генотип С/Т ассоциирован с повышенной вероятностью развития алкогольной зависи­
мости -  ОШ = 1,75 (95 % ДИ = 1,14-2,69), генотип С/С имеет протективный эффект -  ОШ = 0,49 (95 % 
ДИ = 0,30-0,82). Полиморфные варианты rs2007044 (CACNa 1c ) и rs4356203 (PIK3C2A) ассоцииро­
ваны с повышенной вероятностью развития алкогольной зависимости при наличии генотипа A/G -  
ОШ = 1,96 (95 % ДИ = 1,26-3,05) и ОШ = 2,08 (95 % ДИ = 1,34-3,23) соответственно. Для полиморфизма 
rs56205728 (BUB1B-PAK6) неблагоприятной аллелью является А -  ОШ = 1,49 (95 % Ди  = 1,09-2,05).

Анализ полиморфных вариантов rs237238 (HIP1), rs2273500 (CHRNA4) и rs3735025 (DGKI) не выя­
вил статистически значимых различий в распределении генотипов между основной группой и группой 
сравнения.

Взаимодействие исследуемых полиморфных вариантов генов у лиц с алкогольной зависи­
мостью. Моделирование взаимодействия исследуемых полиморфных вариантов генов было проведено 
с учетом всей полученной в процессе молекулярно-генетического анализа информации. Преимуще­
ством использованного MDR-анализа является возможность оценить совокупные взаимодействия, ас­
социированные с формированием мультифакториального фенотипа. Дерево кластеризации, отражаю­
щее характер взаимодействия полиморфных вариантов при алкогольной зависимости, представлено 
на рис. 1. В результате моделирования получены два кластера, при этом в каждом из них выделены 
два субкластера. Кластер 1: субкластер 1.1 -  rs17504622 и rs2007044 (CACNA1C); субкластер 1.2 -  
rs6902771 (ESR1), rs7085104 (AS3MT), rs11191580 (NT5C2), rs1109501 (MUC7), rs7590720 (PECR) 
и rs73229090 (EPHX2). Кластер 2: субкластер 2.1 -  rs56205728 (BUB1B-PAK6) и rs3735025 (DGKI); 
субкластер 2.2 -  rs237238 (HIP1), rs2273500 (CHRNA4) и rs4356203 (PIK3C2A).

Синергия

Дублирование эффекта

Рис. 1. Взаимодействия полиморфных вариантов генов 
в увеличении вероятности развития алкогольной зависимости 

Fig. 1. Interaction of polymorphic variants of genes 
in increasing the likelihood of developing alcohol dependence
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Анализ дерева кластеризации позволяет сделать следующие заключения:
• для взаимодействия полиморфных локусов rs56205728 (BUB1B-PAK6) и rs3735025 (DGKI), а также 

rs2273500 (CHRNA4) и rs4356203 (PIK3C2A) характерен синергический эффект (линии красного цвета);
• взаимодействие полиморфных локусов rs7590720 (PECR) и rs73229090 (EPHX2) имеет аддитив­

ный эффект (линия синего цвета);
• все остальные взаимодействия являются нейтральными.
Результаты моделирования межгенных взаимодействий позволили определить две статистически 

значимые модели, ассоциированные с повышенной вероятностью развития алкогольной зависимости. 
Модель № 1 включает три полиморфизма: rs4356203 (PIK3C2A), генотипы AA, AG и GG; rs73229090 
(EPHX2), генотипы AA, AC и CC; rs2273500 (CHRNA4), генотипы СС, СТ и ТТ Модель № 2 также 
включает три полиморфизма: rs1109501 (MUC7), генотипы AA, AG и GG; rs7085104 (AS3MT), геноти­
пы AA, AG и GG; rsH504622, генотипы Сс , СТ и ТТ.

Сбалансированная точность предсказания для модели № 1 составила 73,39 %, чувствительность -  
84,47 %, специфичность -  71,23 %, воспроизводимость -  100/100 (рис. 2). Для модели № 2 сбаланси­
рованная точность предсказания была равна 67,48 %, чувствительность -  64,81 %, специфичность -  
93,24 %, воспроизводимость -  100/100 (рис. 3).

rs4356203 СPIK3C2A) 
АА

rs73229090 (ЕРНХ2)

rs4356203 СPIK3C2A) 
AG

rs73229090 (ЕРНХ2)

rs4356203 CPIK3C2A) 
GG

rs73229090 (ЕРНХ2)

Рис. 2. Комбинации генотипов в рамках модели № 1 для полиморфных вариантов 
rs4356203 (PIK3C2A), rs73229090 (EPHX2) и rs2273500 (CHRNA4) при алкогольной зависимости:

1 * (белый цвет) -  различия между частотой встречаемости генотипа в основной группе 
и группе сравнения статистически незначимы; 2* (светло-серый цвет) -  сочетание генотипов, 

связанное с низким риском развития алкогольной зависимости (протективный эффект);
3* (темно-серый цвет) -  сочетание генотипов, связанное с высоким риском развития 

алкогольной зависимости (патогенетический эффект)
Fig. 2. Combinations of genotypes within the framework of model No. 1 
for polymorphic variants rs4356203 (PIK3C2A), rs73229090 (EPHX2) 

and rs2273500 (CHRNA4) in alcohol dependence:
1* (white color) -  differences between the frequency of occurrence of the genotype 

in the main group and the comparison group are statistically insignificant;
2* (light gray color) -  a combination of genotypes, associated with a low risk 

of alcohol dependence (protective effect); 3* (dark gray color) -  a combination of genotypes, 
associated with a high risk of alcohol dependence (pathogenetic effect)

В рамках модели № 1 ассоциированными с повышенной вероятностью развития алкогольной зави­
симости генотипами являются a A (rs4356203, PIK3C2A), AA/Ac  (rs73229090, EPHX2), CT (rs2273500, 
CHRNA4) -  ОШ = 16,29 (95 % ДИ = 3,70-71,66),p  = 0,000 2; AG (rs4356203, PIK3C2A), CC (rs73229090, 
EPHX2), TT (rs2273500, CHRNA4) -  ОШ = 5,15 (95 % ДИ = 2,98-8,89), p  < 0,000 1. В то же время про­
тективный эффект показан при наличии генотипов AA (rs4356203, PIK3C2A), CC (rs73229090, EPHX2), 
CT/TT (rs2273500, CHRNA4) -  ОШ = 0,13 (95 % ДИ = 0,06-0,29),p  = 0,002 1; GG (rs4356203, PIK3C2A), 
CC (rs73229090, EPHX2), CT (rs2273500, CHRNA4) -  ОШ = 0,09 (95 % ДИ = 0,01-0,71),p  = 0,022 5.

В рамках модели № 2 ассоциированными с выраженной повышенной вероятностью развития 
алкогольной зависимости генотипами являются AG (rs1109501, MUC7), GG (rs7085104, AS3MT), 
CC (rs17504622) -  ОШ = 6,90 (95 % ДИ = 2,37-20,11), p  = 0,000 4. Протективный эффект показан при 
наличии генотипов AG (rs1109501, MUC7), AG (rs7085104, AS3MT), CC (rs17504622) -  ОШ = 0,32 
(95 % ДИ = 0,15-0,67),p  = 0,002 7; GG (rs1109501, MUC7), GG (rs7085104, AS3MT), CC (rs17504622) -  
ОШ = 0,17 (95 % ДИ = 0,05-0,62), p  = 0,007 1.
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Рис. 3. Комбинации генотипов в рамках модели № 2 для полиморфных вариантов 
rs1109501 (MUC7), rs7085104 (AS3MT) и rs17504622 при алкогольной зависимости:

1* (белый цвет) -  различия между частотой встречаемости генотипа в основной группе 
и группе сравнения статистически незначимы; 2* (светло-серый цвет) -  сочетание генотипов, 

связанное с низким риском развития алкогольной зависимости (протективный эффект);
3* (темно-серый цвет) -  сочетание генотипов, связанное с высоким риском развития 

алкогольной зависимости (патогенетический эффект)
Fig. 3. Combinations of genotypes within model No. 2 for polymorphic variants 

rs1109501 (MUC7), rs7085104 (AS3MT) and rs17504622 for alcohol dependence:
1 * (white color) -  differences between the frequency of occurrence of the genotype 

in the main group and the comparison group are statistically insignificant;
2* (light gray color) -  a combination of genotypes, 

associated with a low risk of alcohol dependence (protective effect);
3* (dark gray color) -  a combination of genotypes, 

associated with a high risk of alcohol dependence (pathogenetic effect)

Роль полиморфизма анализируемых генов в контексте развития аддиктивных расстройств.
Полиморфный локус rs17504622 не входит в кодирующую последовательность какого-либо гена, од­
нако он находится в регуляторной области гена GRIA1 (glutamate receptor, ionotropic, AMPA1 (alphal), 
GenelD: 2890). Рецепторы глутамата являются преобладающими рецепторами возбуждающих нейро­
трансмиттеров в головном мозге млекопитающих и активируются при различных нормальных нейрофи­
зиологических процессах. Ген GRIA1 регулирует активность рецепторов нейромедиаторов, участвующих 
в регуляции постсинаптической концентрации ионов кальция, обусловливает рецепторную, а также глу- 
таматергическую передачу сигнала. Поскольку глутамат является одним из важнейших нейромедиаторов, 
можно предположить, что данный фактор способен оказывать значительное влияние на развитие раз­
личных нарушений высшей нервной деятельности, в том числе и аддиктивных форм поведения. На теку­
щий момент известно, что полиморфный вариант rs17504622 ассоциирован с шизофренией [15], аллель 
риска -  Т.

Ген EPHX2 (epoxide hydrolase 2, GenelD: 2053) кодирует эпоксидгидролазу 2, принимает участие 
в метаболизме ксенобиотиков, разлагая потенциально токсичные эпоксиды. В научной литературе 
имеются многочисленные сообщения о связи полиморфизма rs73229090 с увеличенным риском раз­
вития шизофрении [16-19].

Ген MUC7 (mucin 7, secreted, GenelD: 4589) кодирует слюнный муцин, который выполняет за­
щитную функцию, способствует удалению бактерий из полости рта и помогает пережевыванию, 
речеобразованию и глотанию [20; 21]. В литературе имеются данные о связи полиморфного локуса 
rs1109501 данного гена с развитием алкогольной зависимости [12]. В контексте определения роли 
гена MUC7 в развитии алкоголизма стоит также упомянуть и о протеогликанах, они могут влиять на 
активность и стабильность сигнальных молекул в цитоплазме клеток [22; 23]. Из вышесказанного 
следует, что полиморфные варианты гена MUC7, в частности rs1109501, способны оказывать влия­
ние на образование гликолипидов и протеогликанов, молекулы которых задействованы в передаче 
сигналов и формировании нервной ткани, модифицируя тем самым риск развития алкогольной за­
висимости.

Ген PECR (peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase, GenelD: 55825) кодирует белок, участвующий 
в удлинении цепей жирных кислот, а также в фитоловом метаболическом процессе. Фитол и его мета­
болиты активируют факторы транскрипции PPAR-альфа [24] и ретиноидный X-рецептор (RXR) [25].
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PPAR-альфа, также известный как NR1C1 (подсемейство ядерных рецепторов 1, группа С, субъеди­
ница 1) -  это фактор транскрипции и главный регулятор липидного обмена в печени [26]. Ретиноидный 
Х-рецептор действует как фактор транскрипции и является регулятором работы многих транскрип­
ционных факторов [27; 28]. Кроме того, белок PECR связывается с белками семейства нейролигинов, 
которые отвечают за клеточную адгезию на постсинаптической мембране и обеспечивают образование 
и поддержание синапсов между нейронами, влияют на свойства нейронных сетей, определяя синапти­
ческие функции, и опосредуют передачу сигналов, рекрутируя и стабилизируя ключевые синаптические 
компоненты [29]. В рамках GWAS было выявлено, что полиморфный локус rs7590720, в частности ал­
лель G этого гена, ассоциирован с повышенной вероятностью развития алкогольной зависимости [30]. 
Исходя из вышесказанного, можно сделать вывод о том, что нарушения работы данного гена могут 
приводить как к снижению эффективности метаболизма спирта в печени, так и к нарушению передачи 
синаптических импульсов и снижению ощущения удовлетворения при употреблении алкоголя.

Ген NT5C2 (5'-nucleotidase, cytosolic II, GenelD: 22978) кодирует гидролазу, которая играет важную 
роль в клеточном метаболизме пуринов, действуя в первую очередь на инозин-5'-монофосфат и дру­
гие пуриновые нуклеотиды. Продукт данного гена принимает участие в процессах обмена аденозина, 
метаболизма инозин монофосфата, катаболизма пуриновых нуклеотидов. В многочисленных исследо­
ваниях GWAS было показано, что изучаемый нами полиморфный локус тесно связан с такими заболе­
ваниями, как шизофрения [31-33], синдром дефицита внимания с гиперактивностью, расстройствами 
аутистического спектра [32].

Ген AS3MT (arsenite methyltransferase, GenelD: 57412) катализирует перенос метильной группы от 
^-аденозил-Х-метионина в трехвалентный мышьяк и играет важную роль в метаболизме мышьяка [34]. 
Известно, что токсичность последнего связана с дисфункцией центральной нервной системы (ЦНС) 
и развитием психопатических состояний [35; 36]. Изучение полиморфизма данного гена является пер­
спективным для поиска причин развития нарушений высшей нервной деятельности и аддиктивного 
поведения (в том числе и наркомании), учитывая наличие доказательств его ассоциации с шизофре­
нией и аффективными расстройствами [15; 37]. Поскольку мышьяк способен оказывать токсическое 
действие на ЦНС, можно предположить, что нарушение регуляции метаболизма мышьяка опосредует 
связь между полиморфным локусом rs7085104 гена AS3MT и наркотической зависимостью.

Ген ESR1 (estrogen receptor 1, GenelD: 2099) кодирует рецептор эстрогена -  фактор транскрипции, 
активируемый лигандом и состоящий из нескольких доменов, важных для связывания гормонов, ДНК 
и активации транскрипции. Белок локализуется в ядре, где он может образовывать гомодимер или ге­
теродимер с рецептором эстрогена 2. Эстроген и его рецепторы необходимы для полового развития 
и репродуктивной функции, также он отвечает за рост скелета и нормальное функционирование сер­
дечно-сосудистой и нервной систем. По данным базы UniProtKB5, этот белок способен селективно 
и нековалентно взаимодействовать с определенной нуклеотидной последовательностью двухцепочеч­
ной ДНК (мотивом) в регуляторной области для модуляции транскрипции генов, а также с хроматином 
эукариотического ядра во время интерфазы [38]. В работе [30] показано, что полиморфизм rs6902771, 
в частности аллель С, ассоциирован с повышенной вероятностью развития алкоголизма. Данное на­
блюдение косвенно подтверждается результатами настоящего исследования: генотип С/Т определен 
как повышающий вероятность развития этого заболевания.

Ген CACNA1C (calcium voltage-gated channel subunit alpha1 C, GenelD: 775) кодирует субъедини­
цу альфа-1 потенциалзависимого кальциевого канала. Белок CACNA1C необходим для сокращения 
гладкомышечных клеток кровеносных сосудов, кишечника, а также для нормального регулирования 
артериального давления [39]. Кроме того, белок CACNA1C играет важную роль в регулировании по­
тенциалзависимого притока кальция, который, в свою очередь, модулирует передачу сигналов, включая 
регуляцию некоторых зависимых от кальция генов, таких как нейротрофический фактор головного 
мозга [40]. Известно, что полиморфизм rs2007044 влияет на эффективность связывания фактора транс­
крипции и изменяет промоторную активность гена CACNA1C [41]. Эти факты подтверждают связь по­
лиморфных локусов гена CACNA1C с нарушениями высшей нервной деятельности, в том числе с раз­
личными формами аддиктивного поведения, например алкогольной зависимостью.

Ген PIK3C2A (phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase catalytic subunit type 2 alpha, GenelD: 5286) 
кодирует киназу, которая играет важную роль в сигнальных путях, участвующих в пролиферации 
клеток, онкогенной трансформации, выживании и миграции клеток, внутриклеточном перемещении 
белков. По данным UniProtKB, белок селективно и нековалентно взаимодействует с АТФ и катализи­
рует выделение энергии путем превращения АТФ в АДФ. Было показано, что полиморфный вариант 
rs4356203 связан с шизофренией [32; 42] и биполярным расстройством [42].

5См.: https://www.uniprot.org/.
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Заключение
Каждая популяция характеризуется своим специфическим набором генотипов и особым соотноше­

нием частот встречаемости различных аллелей генов. Проведенный анализ частоты распространения ге­
нотипов и аллелей по полиморфным вариантам генов ESR1, AS3MT, PECR, NT5C2, BUB1B-PAK6, EPHX2, 
HIP1, MUC7, CACNA1C, CHRNA4, DGKI и PIK3C2A позволил определить их вклад в увеличение вероят­
ности возникновения алкогольной зависимости среди жителей Республики Беларусь. Генетическими 
маркерами, ассоциированными с повышенной вероятностью развития алкогольной зависимости, являются 
генотип GG (rs7085104, AS3MT) -  ОШ = 1,76 (95 % ДИ = 1,02-3,03); генотип GG (rs7590720, PECR) -  
ОШ = 2,53 (95 % ДИ = 1,27-5,03); аллель С (rs11191580, NT5C2) -  ОШ = 1,97 (95 % ДИ = 1,23-3,17); ал­
лель Т (rs17504622) -  ОШ = 3,72 (95 % ДИ = 2,23-6,19); аллель A (rs73229090, EPHX2) -  ОШ = 2,48 (95 % 
ДИ = 1,59-3,87); аллель А (rs1109501, MUC7) -  ОШ = 1,92 (95 % ДИ = 1,39-2,65).

Анализ, направленный на оценку модификации вероятности развития алкогольной зависимости при 
одновременном носительстве полиморфных вариантов исследованных генов, показал, что при одно­
временном наличии генотипов AA (rs4356203, PIK3C2A), AA/AC (rs73229090, EPHX2), CT (rs2273500, 
CHRNA4); AG (rs4356203, PIK3C2A), CC (rs73229090, EPHX2), TT (rs2273500, CHRNA4); AG (rs1109501, 
MUC7), GG (rs7085104, AS3MT), CC (rs17504622) вероятность развития заболевания возрастает более 
чем в 5 раз -  ОШ = 16,29 (95 % ДИ = 3,70-71,66), ОШ = 5,15 (95 % ДИ = 2,98-8,89) и ОШ = 6,90 (95 % 
ДИ = 2,37-20,11) соответственно.

Представленные в настоящей работе данные демонстрируют важность исследований по оценке зна­
чимости совместного вклада ряда независимых или взаимодействующих генов систем метаболизма, 
регуляции и клеточного транспорта для выявления возможной совокупности маркеров предрасполо­
женности к алкогольной зависимости. Для ряда рассмотренных полиморфизмов имеется связь с шизо­
френией, алкоголизмом, расстройствами аутистического спектра. Следовательно, полученные нами 
результаты будут способствовать дальнейшему поиску и анализу общих генетических компонент для 
аддиктивных заболеваний, включая алкогольную зависимость.
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ОСОБЕННОСТИ ИНФРАКРАСНЫХ СПЕКТРОВ 
ПЛАЗМЫ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С ДИСЛИПИДЕМИЕЙ1
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Проведен анализ ИК-спектров плазмы крови здоровых доноров, пациентов с инфарктом мозга и пациентов 
с ишемической болезнью сердца (ИБС). Установлено, что структура основного транспортного белка плазмы 
крови -  альбумина -  в плазме крови пациентов с инфарктом мозга, пациентов с ИБС и представителей конт­
рольной группы практически одинакова. Показано, что при отсутствии изменений во вторичной и третичной 
структуре альбумина повышение связывания анионных гидрофобных метаболитов в плазме крови пациентов 
с дислипидемией по сравнению с контролем обусловлено структурными изменениями в липопротеинах низкой 
плотности (ЛПНП) и липопротеинах очень низкой плотности (ЛПОНП).

Ключевые слова: ИК-спектроскопия; метод флуоресцентного зондирования; дислипидемия; альбумин; липо­
протеины низкой плотности; липопротеины очень низкой плотности.
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FEATURES OF INFRARED SPECTRA 
OF BLOOD PLASMA OF PATIENTS WITH DYSLIPIDEMIA

E. V. KOROLIKa, M. V. GOLTSEVAa,
V. A. ZHUKOVSKAYAa, G. G. LUBNEVSKAYAa, A. A. IVANOVa

aBelarusian State M edical University, 83 D ziarzynski Avenue, M insk  220116, Belarus 
Corresponding author: E. V. K orolik (elena_korolik@ mail.ru)

The paper analyzes the IR spectra of blood plasma from healthy donors, patients with brain infarction and patients 
with coronary heart disease (CHD). It was found that the structure of the main transport protein of blood plasma -  albu­
min -  in the blood plasma of patients with brain infarction, patients with CHD and representatives of the control group is 
almost identical. It is shown that in the absence of changes in the secondary and tertiary structure of albumin, the increase 
in binding of anionic hydrophobic metabolites in the blood plasma of patients with dyslipidemia compared to control is 
due to structural changes in low-density lipoproteins (LDL) and very low-density lipoproteins (VLDL).

Keywords: IR spectroscopy; fluorescence sensing; dyslipidemia; albumin; low-density lipoproteins; very low-density 
lipoproteins.

Введение
В настоящее время метод инфракрасной (ИК) спектроскопии благодаря существенному повышению 

его аналитических возможностей в результате использования ИК фурье-спектрометров находит все 
большее применение в медико-биологических исследованиях, например для компонентного анализа 
плазмы крови и структуры входящих в ее состав белков, диагностики на этой основе различных забо­
леваний [1-3]. В последние годы возрастает интерес к структуре и метаболизму липидов в организме. 
Атеросклероз является причиной наиболее серьезных сердечно-сосудистых заболеваний, в частности 
ишемической болезни сердца (ИБС), которая может привести к развитию инфаркта миокарда, а также 
инфаркту головного мозга [4]. На долю основных сердечно-сосудистых заболеваний, вызываемых 
атеросклерозом, в целом приходится примерно половина смертных случаев среди взрослого населения. 
Поэтому любая дополнительная информация о структурно-функциональном состоянии основных транс­
портных систем плазмы крови у пациентов с дислипидемией позволит более четко подойти к вопросу 
коррекции нарушений липидного обмена, которая является актуальной задачей практической медицины.

Цель данной работы -  анализ ИК-спектров плазмы крови здоровых доноров, пациентов с инфарк­
том мозга и пациентов с ИБС для подтверждения наличия или отсутствия возможных конформацион- 
ных изменений молекул альбумина в плазме крови пациентов с дислипидемией разного генеза.

Материалы и методы исследования
В работе использовалась плазма крови здоровых доноров (контрольная группа, n = 34); пациентов 

с лакунарным инфарктом головного мозга и дислипидемией (n = 22); пациентов с ИБС и дислипидемией 
(n = 21). Забор образцов крови производился утром натощак. В качестве консерванта применялся ге­
парин. Кровь, взятую из периферической вены, помещали в стеклянную пробирку с гепарином (10 МЕ 
на 1 мл крови) и центрифугировали для сепарации плазмы и клеток (2500 об/мин, 15 мин). Плазму 
отбирали в пластиковые тубы и замораживали при -20 °С. Для всех исследованных образцов плазмы 
пациентов с дислипидемией был выполнен биохимический анализ крови на содержание альбумина, 
общего холестерина, триглицеридов и холестерина липопротеинов различной плотности, а для образ­
цов контрольной группы -  только альбумина.

Для проведения ИК-спектроскопических исследований плазмы крови пациентов с дислипидемией 
были получены тонкие пленки на поверхности оптических окон из кристаллов KRS-5 путем нанесения 
дозированного количества разбавленной плазмы. Пленки формировались при комнатной температуре 
в течение 24 ч. ИК-спектры в области частот 4000-400 см-1 регистрировались на ИК фурье-спектрометре 
(Nicolet Analytical Instruments, США) при спектральном разрешении 2 см-1 и числе сканирований 256, 
при этом прибор постоянно продували сухим воздухом.

Результаты и их обсуждение
Ранее нами было проведено исследование связывающей способности альбумина и липопротеинов 

у пациентов с ИБС и лакунарным инфарктом головного мозга методом флуоресцентного зондирова­
ния. Оно показало повышение связывания анионного флуоресцентного зонда 8-анилинонафталин-1-

107

mailto:elena_korolik@mail.ru


Журнал Белорусского государственного университета. Биология. 2021;1:106-111
Journal of the Belarusian State University. Biology. 2021;1:106-111

сульфоната (АНС) в плазме крови пациентов по сравнению с контролем [5; 6]. Все пациенты с дисли­
пидемией были разделены на две группы в зависимости от основного диагноза. К первой группе отнесены 
пациенты с диагнозом «лакунарный инфаркт головного мозга», ко второй -  «ИБС». Альбумин является 
главным транспортным белком, связывающим анионный флуоресцентный зонд АНС в плазме крови. 
Интенсивность флуоресценции этого зонда зависит от концентрации альбумина в плазме крови, его 
загруженности лигандами, а также от конформационных изменений белка, приводящих к появлению 
дополнительных центров связывания [6]. Для получения более объективных данных нами был исполь­
зован флуоресцентный параметр (I С/ССАЧ ) -  интенсивность флуоресценции зонда АНС, нормиро­
ванная на единицу концентрации сывороточного альбумина человека (САЧ). Флуоресцентный пара­
метр I  /С , характеризующий связывающую способность альбумина плазмы крови по отношению
к анионным гидрофобным метаболитам, у пациентов первой группы превысил аналогичный параметр 
для здоровых доноров на 29 %, а у пациентов второй группы -  на 49 %. В таблице приведены средние 
значения концентрации альбумина для контрольной группы, исследуемых пациентов с лакунарным ин­
фарктом головного мозга и ИБС. Из таблицы видно, что при данных патологиях в плазме крови наблю­
дается существенное уменьшение содержания альбумина (на 23,0 и 29,5 % соответственно) по сравне­
нию с его концентрацией у контрольной группы.

Средние значения биохимических показателей 
плазмы крови здоровых доноров и пациентов с инфарктом мозга и ИБС 

Averages of biochemical indicators in blood plasma of healthy donors 
and patients with brain infarction and coronary heart disease

Биохимические показатели Здоровые доноры 
(n = 34)

Пациенты с инфарктом 
мозга (n = 22)

Пациенты с ИБС 
(n = 21)

Концентрация альбумина, г/л 44,00 ± 1,42 34,00 ± 1,42* 31,40 ± 1,42*

Суммарное содержание 
Л П Н П  и ЛПОНП, ммоль/л <3,00 (норма) 4,08 ± 0,12* 4,65 ± 0,14*

* Различия достоверны по сравнению с контролем прир  < 0,05.

Для подтверждения наличия или отсутствия возможных конформационных изменений молекул аль­
бумина в плазме крови пациентов с дислипидемией были получены и проанализированы ИК-спектры 
пленок плазмы крови контрольной группы, пациентов с инфарктом мозга и пациентов с ИБС с различным 
уровнем липопротеинов, которые представлены на рис. 1. Для пациентов с инфарктом мозга содержание 
ЛПНП и ЛПОНП составило 3,67 ммоль/л (кривая 2), а для пациентов с ИБС -  4,32 и 6,78 ммоль/л (кри­
вые 3 и 4) соответственно. В интервале 1700-1200 с м 1 наблюдаются полосы, известные в литературе 
как полосы поглощения Амид I, Амид II и Амид III [1; 2; 7]. Самая интенсивная полоса с максимумом 
при 1651 см-1 (Амид I) обусловлена валентными колебаниями групп С= О полипептидных цепей. По­
лосы поглощения с максимумом при 1545 см-1 (Амид II) определяются в основном деформационными 
колебаниями пептидных NH-групп и боковыми группами некоторых аминокислот. В интервале частот 
1350-1200 см-1 проявляются полосы деформационных колебаний NH-групп и валентных колебаний 
CN-групп полипептидного остова (Амид III) [1; 2]. Полосы Амид I, Амид II и Амид III чувствительны 
к изменению вторичной и третичной структуры белков [1; 2; 7].

В рассматриваемых ИК-спектрах (см. рис. 1) в области частот 3000-2800 см-1 наблюдаются четы­
ре перекрывающиеся полосы поглощения малой интенсивности с максимумами при 2957; 2927; 2873 
и 2854 см-1. Полосы при 2957 и 2873 см-1 обусловлены асимметричными и симметричными валентны­
ми колебаниями СН3-групп соответственно, а полосы при 2927 и 2854 см-1 -  асимметричными и сим­
метричными валентными колебаниями СН2-групп.

На рис. 2 представлены ИК-спектры пленок плазмы крови контрольной группы, альбумина, ЛПНП 
и ЛПОНП. Спектр пленки альбумина (см. рис. 2, кривая 2) практически идентичен спектру пленки плаз­
мы крови донора контрольной группы (см. рис. 2, кривая 1). Это объясняется тем, что основными ком­
понентами плазмы крови (за вычетом воды и растворенных неорганических солей) являются белки, из 
которых свыше 50 % приходится на альбумин. ИК-спектры липопротеинов (кривые 3 и 4) резко отли­
чаются от спектров альбумина (кривая 2) и плазмы крови (кривая 1) наличием высокоинтенсивных полос 
валентных колебаний СН2-группы при 2924 и 2854 см-1 и полосы валентных колебаний карбонильной 
группы при 1736 см-1. Эти полосы обусловлены липидной составляющей липопротеинов [3; 7].

Высокая интенсивность полос поглощения СН2-групп в ИК-спектрах липопротеинов при сравни­
тельно небольшой интенсивности этих полос в ИК-спектрах белков делает область 3000-2800 см-1 наи­
более подходящей для анализа уровня липопротеинов в плазме крови.
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Рис. 1. ИК фурье-спектры пленок плазмы крови контрольной группы (1), 
пациентов с инфарктом мозга (2) и ИБС (3, 4) в области частот 3600-500 см-1 

(для наглядности спектры смещены по оси ординат)
Fig. 1. IR Fourier spectrums of blood plasma films of the control group (1), 

patients with brain infarction (2) and coronary heart disease (3, 4) 
in the area of frequencies 3600-500 cm-1 (spectra are shifted along the ordinate for clarity)

Рис. 2. ИК фурье-спектры пленок плазмы крови контрольной группы (1), 
альбумина (2), ЛПНП (3) и ЛПОНП (4) в области частот 3600-500 см-1 

(для наглядности спектры смещены по оси ординат)
Fig. 2. IR Fourier spectrums of blood plasma films of the control group (1), 

albumin (2), LDL (3) and VLDL (4) in the area of frequencies 3600-500 cm-1 
(spectra are shifted along the ordinate for clarity)

Сравнительный анализ ИК-спектров плазмы крови контрольной группы (см. рис. 1, кривая 1), па­
циентов с инфарктом мозга (см. рис. 1, кривая 2) и пациентов с ИБС (см. рис. 1, кривые 3 и 4) пока­
зал, что отличия в исследуемых образцах плазмы крови наблюдаются только в областях 3000-2800 
и 1800-1700 см-1, которые обусловлены липидной составляющей липопротеинов. Форма контура, по­
ложение максимумов и относительные интенсивности полос Амид I ( 1 6 5 1  см-1), Амид II (1545 см-1) 
и Амид III (интервал частот 1350-1200 см-1) практически такие же, как в спектре плазмы крови конт­
рольной группы (см. рис. 1, кривая 1). Так как полосы Амид I, Амид II и Амид III чувствительны к из­
менению вторичной и третичной структуры белков [1; 2], то это может означать, что структура белков, 
в частности альбумина, в плазме крови пациентов с инфарктом мозга, пациентов с ИБС и доноров 
контрольной группы практически одинакова. Это свидетельствует об отсутствии возможности появле­
ния дополнительных связывающих центров на данном транспортном белке. Функциональная активность
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альбумина в этом случае должна либо оставаться в норме, либо снижаться за счет избыточного на­
копления отрицательно заряженных гидрофобных метаболитов. Однако, по данным флуоресценции 
зонда АНС, связывающая способность плазмы крови обеих групп пациентов по отношению к отри­
цательно заряженным гидрофобным метаболитам существенно повышается, несмотря на снижение 
концентрации альбумина.

Известно [5; 6], что анионный зонд АНС в плазме крови взаимодействует в основном с молекула­
ми альбумина, но может реагировать и на поверхностный заряд липидных структур. При атероскле­
розе в атерогенных липопротеинах плазмы крови происходят структурные изменения, выражающиеся 
в увеличении размеров ЛПОНП, появлении дополнительных положительно заряженных групп на по­
верхности ЛПНП и ЛПОНП, а также увеличении вязкости липидной фазы липопротеинов [8]. Измене­
ния в относительной интенсивности полос поглощения при 2924 и 2854 см-1 и полосы валентных ко­
лебаний карбонильной группы при 1736 см-1 в ИК-спектрах пациентов с инфарктом мозга (см. рис. 1, 
кривая 2) и пациентов с ИБС (см. рис. 1, кривые 3 и 4) по сравнению с ИК-спектром контрольной груп­
пы (см. рис. 1, кривая 1) свидетельствуют об изменении структуры липопротеинов. Учитывая оба этих 
экспериментальных факта, можно сделать вывод, что наблюдаемое увеличение связывания зонда АНС 
в плазме крови у пациентов с инфарктом мозга и ИБС обусловлено изменением структуры липопро­
теинов при дислипидемии разного генеза, приводящим к появлению дополнительных положительно 
заряженных групп на поверхности ЛПНП и ЛПОНП.

Заключение
На основании полученных данных можно сделать вывод, что при отсутствии изменений во вторичной 

и третичной структуре альбумина повышение связывания анионных гидрофобных метаболитов в плазме 
крови пациентов с дислипидемией и лакунарным инфарктом мозга и ИБС по сравнению с контролем 
обусловлено структурными изменениями в ЛПНП и ЛПОНП.
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ПОВЫШЕНИЕ УСТОЙЧИВОСТИ К СОЛЕВОМУ СТРЕССУ 
У РАСТЕНИЙ ОЗИМОГО РАПСА ЭНДОФИТНЫМИ БАКТЕРИЯМИ

И. А. ГРИНЕВА1, В. А. ЛОМОНОСОВА , Д. В. МАСЛАК1),
И. А. РУССКИХ2), Л. Е. САДОВСКАЯ1}, Т. Л. СКАКУН11,
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В результате проведения экспериментов по исследованию индукции устойчивости у растений озимого рапса 
в условиях солевого стресса установлено, что обработка их эндофитными бактериальными ш таммами 12 (выде­
лен из зерна кукурузы), R13 (выделен из корней тритикале) и 22 (выделен из корней ржи) сущ ественно увеличи­
вает выживаемость, длину и массу побегов растений. Отобранные эндофитные ш таммы являю тся перспективны­
ми для создания на их основе фитопротекторного бактериального биопрепарата.

Ключевые слова: эндофитные бактерии; солевой стресс; системная устойчивость; озимый рапс.
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BY ENDOPHYTIC BACTERIA IN  WINTER RAPE PLANTS
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As a result o f  laboratory experim ents to study the induction o f systemic resistance in  w inter rape plants under condi­
tions o f salt stress, it was found that treatm ent o f  plants w ith  endophytic bacterial strains 12 (isolated from  corn grain), 
R13 (isolated from  triticale roots) and 22 (isolated from  rye roots) significantly increases the survival rate, length and 
w eight o f  plant shoots. The selected endophytic strains are prom ising for the creation o f a phytoprotective bacterial b io ­
logical preparation on  their basis.
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Введение
Интерес к экологизации сельского хозяйства в последние годы возрастает во всем мире, что обу­

словлено заботой о здоровье человека и стремлением замедлить вредное влияние общества на окру­
жающую среду. В растениеводстве работники агропромышленного комплекса и ученые стремятся со­
хранить и приумножить урожай сельскохозяйственных культур, одновременно снизив или исключив 
пестицидную нагрузку и уменьшив количество вносимых удобрений. В Республике Беларусь подобное 
направление деятельности поддержано на законодательном уровне. Так, в 2019 г. вступил в силу Закон 
Республики Беларусь от 9 ноября 2018 г. № 144-З «О производстве и обращении органической продук­
ции». Одним из путей получения органических продуктов является применение в растениеводстве био­
логических препаратов на основе микроорганизмов, способных проявлять целый комплекс хозяйст­
венно полезных свойств.

Эндофитные бактерии -  группа PGPR-бактерий, которые не образуют какие-либо специфические 
структуры у растений и мутуалистически существуют внутри растительных тканей, что делает их менее 
зависимыми от факторов внешней среды и одновременно с этим позволяет активно влиять на рас­
тение-хозяина. Изучение эндофитных бактерий актуально, так как они обладают широким спектром 
хозяйственно полезных свойств: стимулируют рост растений, улучшают их питание, проявляют анти- 
фунгальную и антибактериальную активность, борются с нематодами и насекомыми, существенно уве­
личивают продуктивность сельскохозяйственных культур, повышают устойчивость к неблагоприят­
ным факторам окружающей среды.

Учеными было показано, что инокуляция растений эндофитными бактериями способствует благо­
получному перенесению растениями абиотических стрессов, таких как засоление, засуха, низкие тем­
пературы, чрезмерное оводнение, содержание в почве поллютантов. Установлено, что используемые 
в экспериментах эндофитные бактерии повышают устойчивость растений-хозяев посредством не­
скольких механизмов: влияния на изменение метаболизма, уровня фитогормонов и морфологии рас­
тений, накопления протекторных молекул, индукции системной устойчивости ISR-типа [1-3].

В литературных источниках описано значительное количество родов и видов эндофитных бакте­
рий у сельскохозяйственных растений. Исследования, использующие современные технологии, по­
зволяют идентифицировать даже те эндофитные микроорганизмы, которые не могли быть выделены 
посевом стерилизованных растительных тканей на питательные среды. Однако для нужд биотехно­
логии наибольший интерес представляют культивируемые эндофитные штаммы (так называемые фа­
культативные эндофиты), имеющие в жизненном цикле этап существования за пределами растения- 
хозяина [1; 2].
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Внутренняя среда здоровых растений чаще всего населена не монокультурой микроорганизмов, а со­
вокупностью эндофитов. Причем эндофитное сообщество находится в настолько тесном и активном 
взаимодействии с растением-хозяином, что обусловливает формирование у последнего MAP-фенотипа 
(microbiome-associatedphenotype). Тенденцией исследований последних лет является изучение и про­
гнозирование взаимодействия сельскохозяйственных растений не только с отдельными эндофитными 
штаммами, но и с различными микробными эндофитными консорциумами [1].

Известно, что эндофитные бактерии не обладают высокой специфичностью и могут передаваться 
как горизонтально между соседними растениями, так и вертикально из поколения в поколение с семе­
нами и пыльцой, причем установлено повышение частоты передачи эндофитных бактерий у растений 
в стрессовых условиях [1].

Совокупность указанных выше фактов позволяет создавать эффективные биологические препара­
ты пролонгированного действия на основе эндофитных бактерий для органического земледелия. При­
менение подобных биопрепаратов в сельском хозяйстве требует меньших затрат, чем использование 
пестицидов и удобрений, но при этом дает значительный стимулирующий и защитный эффект, не ока­
зывая негативного влияния на биоразнообразие и плодородие почв, здоровье человека.

Целью данного исследования было изучение возможности повышать устойчивость модельного объек­
та озимого рапса к абиотическому стрессу -  засолению ростовой среды раствором NaCl -  за счет обра­
ботки эндофитными бактериями.

Материалы и методы исследования
Для получения лабораторных образцов бактериальных культур штаммы из коллекции эндофитных 

нефитопатогенных бактерий НИЛ молекулярной генетики и биотехнологии кафедры генетики биоло­
гического факультета БГУ [4] выращивали на круговом шейкере в картофельном бульоне в течение 48 ч 
при 28 °С. Для приготовления картофельного бульона к 300 мл измельченного картофеля добавляли 
1000 мл дистиллированной воды, отваривали до готовности и фильтровали. Стерилизацию осущест­
вляли автоклавированием при 1,52 бара на протяжении 0,5 ч.

В качестве модели для изучения способности эндофитных бактерий индуцировать устойчивость расте­
ний к абиотическим неблагоприятным факторам окружающей среды в лабораторных условиях был 
выбран сорт озимого рапса Зорны, выращиваемый при засолении ростовой агаризованной среды
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Рис. 1. Точечная диаграмма распределения двух контрольных групп растений рапса (а), 
а также бокс-плоты выживаемости (б) и длины побегов (в) растений рапса 

при засолении 150 ммоль/л NaCl и в его отсутствие.
На рисунках б и в приведены боксы, отсекающие верхний и нижний квартили 

распределения данных, медиана распределения обозначена жирной горизонтальной линией 
внутри каждого бокса, усы указывают крайние (минимальные и максимальные) значения выборок, 

уровень значимостир  рассчитан с помощью двустороннего двухвыборочного f-теста
Fig. 1. Scatterplot demonstrating the distribution of rapeseed plants from two control groups (a), 

and boxplots showing the survival (b) as well as sprout length (c) in rapeseed plants 
under normal water or 150 mmol/L NaCl treatment conditions. Boxplots in figures b and c 

include minimum (lower whisker), first quartile (lower bound of box), 
median (horizontal bold line inside box), third quartile (upper bound of box), 

interquartile range (box) and maximum (upper whisker);
/>-values were calculated with two-sided two-sample Student’s f-test
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Кнопа раствором NaCl в концентрации 150 ммоль/л. Подготовленные бактериальные суспензии 
(0,2 мл бактериальной суспензии, разведенной в 10 раз стерильной водопроводной водой) вносили 
в сосуды с 17,8 мл теплой (45 °С) агаризованной среды Кнопа (1 %), туда же добавляли по 2 мл 
концентрата NaCl (1500 ммоль/л, или 87,66 г/л NaCl) и перемешивали. На поверхность застывшей 
среды каждого сосуда раскладывали семена рапса, проращивали их в темноте 3 сут при 20 °С, затем 
растили на свету в светотеплице 16-17 сут при 20 °С, закрыв стерильным стеклянным колпаком. 
В качестве контроля № 1 использовали растения, в ростовую среду которых вместо концентрата 
NaCl внесли стерильную водопроводную воду, а в качестве контроля № 2 -  растения, в питательной 
среде которых суспензию бактерий заменили 0,2 мл картофельного бульона, разведенного в 10 раз 
стерильной водопроводной водой. Эксперименты были поставлены в 3-кратной повторности, коли­
чество вегетационных сосудов в каждом варианте эксперимента составляло не менее трех. В ходе 
эксперимента оценивали выживаемость, длину, сырую и сухую массу побегов растений рапса. Ста­
тистическую обработку результатов исследования проводили в программе Microsoft Excel, а также 
среде программирования R.
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Рис. 2. Выживаемость (а), длина (б), сырая (в) 
и сухая (г) масса побегов рапса при обработке растений штаммами 

эндофитных бактерий 12, R13 и 22 в условиях засоления 150 ммоль/л NaCl.
На рисунке представлены боксы, отсекающие верхний и нижний квартили 

распределения данных, медиана распределения обозначена жирной горизонтальной линией 
внутри каждого бокса, усы указывают крайние (минимальные и максимальные) значения выборок, 

уровень значимостир  рассчитан с помощью двустороннего двухвыборочного f-теста
Fig. 2. Survival (a), sprout length (b), wet (c) and dry (d ) mass of sprouts 

of the rapeseed plants following endophytic bacteria strains 12, R13 or 22 treatment 
under 150 mmol/L NaCl saline conditions. Boxplots include minimum (lower whisker), 

first quartile (lower bound of box), median (horizontal bold line inside box), 
third quartile (upper bound of box), interquartile range (box) and maximum (upper whisker); 

/>-values were calculated with two-sided two-sample Student’s f-test

115



Журнал Белорусского государственного университета. Биология. 2021;1:112-117
Journal of the Belarusian State University. Biology. 2021;1:112-117

Результаты и их обсуждение
В исследовании были изучены 10 штаммов бактерий-эндофитов (7, 9, 12, 16, 22, 39, 41, 43, Э33 и R13). 

Их влияние на устойчивость рапса к засолению оценивалось по четырем признакам (параметрам или 
характеристикам): выживаемости растений, их длине, а также сырой и сухой массе побегов. При этом 
первоначальный дизайн исследования предполагал два контроля: добавление к ростовой среде сте­
рильной водопроводной воды или же 1500 ммоль/л концентрата NaCl.

С помощью метода главных компонент -  стандартного метода многомерной статистики, одновре­
менно учитывающего все признаки, по которым описывались растения в нашем исследовании, -  мы 
определили, что две контрольные группы растений четко различаются между собой (рис. 1, а). Изу­
чение же каждого из признаков в отдельности показало, что неблагоприятный абиотический фактор 
(засоление ростовой среды 150 ммоль/л NaCl) достоверно снижает только длину побегов у контроль­
ных растений рапса сорта Зорны по сравнению с рапсом, выращенным в отсутствие этого повреждаю­
щего фактора (см. рис. 1, в). По остальным признакам мы наблюдали заметное, но все же статистически 
недостоверное их снижение при засолении (как, например, в случае выживаемости (см. рис. 1, б)). Эти 
результаты показывают, что для дальнейших сравнительных исследований целесообразнее использо­
вать контроль с добавлением к ростовой среде 1500 ммоль/л концентрата NaCl. Кроме того, очевидно, 
что метод главных компонент позволяет уловить четкие различия между сравниваемыми группами 
растений по совокупности всех изучаемых признаков, тогда как сравнение по отдельным признакам не 
всегда дает однозначный результат.

Дальнейший сравнительный анализ показал, что обработка растений 3 штаммами бактерий-эндо­
фитов (из 10 изученных) достоверно повышает выраженность некоторых из исследуемых признаков 
у рапса в условиях засоления. Так, внесение бактерий штамма 12 достоверно увеличивает длину по­
бегов рапса, выращенного при засолении, на 12,8 %, а сырую массу побегов -  на 14,8 %. Клетки штам­
ма R13 благоприятно воздействуют на длину, сырую и сухую массу побегов (рост на 9,8; 16,1 и 11,3 % 
соответственно), что продемонстрировано на рис. 2. Клетки штамма 22 повышают выживаемость рас­
тений при засолении на 16 %. Эти результаты свидетельствуют о том, что некоторые бактерии-эндо­
фиты могут индуцировать повышенную устойчивость рапса к такому неблагоприятному фактору, как 
засоление.

Однако поскольку, опираясь на отдельные признаки, не всегда можно однозначно сказать, ка­
ково же совокупное влияние бактерий на растения (по одному признаку могут быть изменения, а по 
другим -  нет), то мы воспользовались возможностями метода главных компонент, чтобы оценить

PCI, 64 % дисперсии PCI, 64 % дисперсии PCI, 64 % дисперсии

Рис. 3. Точечные диаграммы распределения контрольных и экспериментальных растений рапса, обработанных 
бактериальными эндофитными штаммами 12 (а), R13 (б) и 22 (в) при засолении 150 ммоль/л NaCl.

Все растения рапса, участвующие в эксперименте, обозначены серым цветом ( ), 
контрольные растения -  зеленым ( ), а экспериментальные -  голубым ( ).

Диаграммы рассчитаны с помощью метода главных компонент по совокупности 
всех изученных в эксперименте параметров растений 

Fig. 3. Scatterplots of control and experimental rapeseed plants following endophytic 
bacteria strains 12 (a), R13 (b) or 22 (c) treatment under 150 mmol/L NaCl saline conditions.

The gray dots ( ) represent the entire set of rapeseed plants enrolled in the study.
A subset of control plants is marked in green ( ) and experimental ones are blue ( ).

These plots are based on linear approximation of all investigated features 
of the rapeseed plants using principal component analysis
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влияние штаммов бактерий-эндофитов на растения рапса сразу по всем исследуемым призна­
кам. Как видно на рис. 3, внесение бактериальных эндофитных штаммов 12 (см. рис. 3, а), R13 
(см. рис. 3, б) и 22 (см. рис. 3, в) в агаризованную среду Кнопа приводит к такому совокупному из­
менению учитываемых в эксперименте признаков растений, что на точечных диаграммах рассеяния 
эти растения располагаются достаточно компактно (точки голубого цвета справа) и лишь в незначи­
тельной степени перекрываются с областями, занимаемыми контрольными растениями в условиях 
засоления (точки зеленого цвета слева). По другим штаммам мы не наблюдали столь надежного 
разделения контрольных и экспериментальных групп растений. Эти результаты, по нашему мне­
нию, согласуются с результатами, описанными выше, и подтверждают способность бактериальных 
эндофитных штаммов 12, R13 и 22 эффективно индуцировать устойчивость к засолению у растений 
озимого рапса.

Заключение
Таким образом, в результате проведенных исследований из 10 протестированных эндофитных бак­

терий отобраны штаммы 12 (выделен из зерна кукурузы сорта Гитаго), R13 (выделен из корней три­
тикале сорта Дубрава) и 22 (выделен из корней ржи), которые повышали устойчивость к засолению 
150 ммоль/л NaCl у растений озимого рапса. Впоследствии планируется изучить механизмы, лежащие 
в основе благоприятного влияния инокуляции эндофитными бактериями на растения рапса при засо­
лении. Отобранные эндофитные штаммы являются перспективными для дальнейшего исследования 
и создания на их основе фитопротекторного бактериального биопрепарата.
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таких как цианобактериальные маты, анаэробные метаногенные сообщества.

118

https://elib.bsu.by/handle/123456789/252160
https://elib.bsu.by/handle/123456789/253155
https://elib.bsu.by/handle/123456789/253690


УДК 579.25(075.8)
ТитокМ. А. Векторные системы [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для спец.: 
1-31 01 01-03 «Биология (биотехнология)», 1-31 01 03 «Микробиология» / М. А. Титок ; БГУ. Элек­
трон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2020. 45 с. Библиогр.: с. 44-45. Режим доступа: https://elib.bsu.by/ 
handle/123456789/254038. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 14.01.2021, № 000114012021.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальностей 
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