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СТРЕСС-ИНДУЦИРУЕМАЯ ПОТЕРЯ  
ЭЛЕКТРОЛИТОВ КЛЕТКАМИ КОРНЯ ВЫСШИХ РАСТЕНИЙ:  

ИСТОРИЯ ВОПРОСА, МЕХАНИЗМ И ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ РОЛЬ

П. В. ГРИУСЕВИЧ 1), В. В. САМОХИНА1), В. В. ДЕМИДЧИК1)

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

Утечка (отток) электролитов из тканей является одной из центральных реакций растительного организма на 
стресс. Она наблюдается практически при любом виде стрессового воздействия как абиотической, так и биотиче-
ской природы, приводя к потере ключевых электролитов, перестройке метаболизма и в некоторых случаях к ги-
бели клеток и организма. Долгое время считалось, что утечка электролитов связана с нарушением целостности 
клеток и плазматических мембран и является нерегулируемым процессом. Тем не менее в последние годы полу-
чено множество данных, свидетельствующих о том, что в большинстве случаев утечка электролитов ингиби руется 
блокаторами ионных каналов, т. е. связана с переносом ионов через белковые транспортные системы. Имеются 
экспериментальные доказательства того, что выходящий поток электролитов у растений при засолении, засухе, ата-
ке патогенных организмов, воздействии тяжелых металлов, гипо- и гипертермии, а также окислительном стрессе 
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опосредован несколькими типами ионных каналов, включая K+-селективные каналы, анионные каналы и неселек-
тивные катионные каналы как минимум трех семейств. Продемонстрировано, что первичными реакциями, кото-
рые индуцируют утечку электролитов, являются деполяризация плазматической мембраны и генерация активных 
форм кислорода, приводящие к активации редокс-регулируемых K+-каналов наружного выпрямления, таких как 
SKOR и GORK. Выход K+ стимулирует отток противоионов (анионов) через конститутивные анионные каналы, 
которые, вероятно, кодируются генами семейства ALMT. Регуляция утечки электролитов на уровне ионных ка-
налов и соответствующая селекция по свойствам ионных каналов могут стать важным звеном направленного 
управления стрессоустойчивостью высших растений. Это может быть применено на практике при выведении 
новых линий и сортов растений, а также разработке современных агромелиоративных приемов. 

Ключевые слова: утечка электролитов; стресс; калий; ионный канал; активные формы кислорода; стрессо-
устойчивость растений.
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STRESS -INDUCED ELECTROLYTE LEAKAGE  
FROM ROOT CELLS OF HIGHER PLANTS:  

BACKGROUND, MECHANISM AND PHYSIOLOGICAL ROLE

P. V. HRYVUSEVICH а, V. V. SAMOKHINAа, V. V. DEMIDCHIK а

aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus
Corresponding author: V. V. Demidchik (dzemidchyk@bsu.by)

Electrolyte leakage from tissues is one of the central reactions of the plant organism to stress. It is observed under 
almost any type of stresses, both abiotic and biotic. The loss of key electrolytes can lead to significant changes in meta-
bolism and, in some cases, to the death of cells or the whole organism. For a long time, it was believed, that electrolyte 
leakage is associated with disruption of cell integrity and plasma membranes degradation, and that it is an unregulated pro-
cess. However, in recent years, a lot of evidence has been received that, in most cases, electrolyte leakage is inhibi ted by ion 
channel blockers and reversible. It means that it is associated with the transfer of ions through the membrane by transport 
proteins, such as ion channels. Recently, the experimental evidence has been obtained, that under salinity, drought, pathogen 
attack, excessive levels of heavy metals, hypo- and hyperthermia, as well as oxidative stress, the electrolyte leakage in plant 
cells is mediated by several types of cation and anion channels, including K+-selective channels (SKOR and GORK), anion 
channels (such as ALMT1) and a number of non-selective cation channels. It has been demonstrated that the primary 
reactions that induce electrolyte leakage are plasma membrane depolarisation and generation of reactive oxygen species, 
leading to the activation of redox-regulated outwardly rectifying K+ channels, such as SKOR and GORK. Potassium 
efflux is up-stream and stimulates the counterion flow (transport of anions) through the anion channels. The regulation 
of electrolyte leakage at the ion channel level and the corresponding selection for ion channel properties can become an 
important link in the directed control of stress resistance in higher plants. This can be applied in agriculture via breeding 
of stress-tolerant plant varieties, as well as developing modern amelioration techniques.

Keywords: electrolyte leakage; stress; potassium; ion channel; reactive oxygen species; plant stress tolerance.
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Введение
Утечка (отток) электролитов – это потеря клетками корней растений ионов (K+, Cl–, HPO4

2–, NO3
–, ма-

лат 2–, цитрат 3– и др.) при стрессе или в ходе некоторых физиологических реакций, таких как рост и раз-
витие, гравитропический ответ и т. д. [1]. На протяжении почти 100 лет феномен утечки электролитов 
использовался в качестве теста на повреждение растений при стрессе, а также как один из параметров 
стрессоустойчивости [2]. Отток электролитов является универсальной реакцией у разных видов расте-
ний, тканей и клеточных типов и индуцируется при стрессовых воздействиях различной природы (засо-
ление, воздействие тяжелых металлов, окислительный стресс и др.) [3]. Отток электролитов разви вается 
практически мгновенно после добавления стрессора и длится от нескольких минут до нескольких ча-
сов или дней [1]. Качественно отток электролитов определяется прежде всего выходящим потоком K+ 
и выходящими потоками противоионов (Cl–, HPO4

2–, NO3
–, малат 2–, цитрат 3– ), уравновешивающими вы-

ход K+ [4]. Некоторые стрессы вызывают очень сильную потерю K+ растениями, что приводит к сни-
жению химической активности K+ в клетках от 70 –200 до 10 –30 ммоль/л [5]. Данный эффект является 
ключевым в физиологии стресса, в особенности для корня, так как отток K+ может приводить к необ-
ратимой потере K+ и летальному повреждению ионного баланса, влекущему за собой запуск автофагии 
и запрограммированной клеточной гибели (ЗКГ) [6]. 

Ионы калия присутствуют во всех живых клетках в большом количестве [6; 7]. В цитоплазме и ва-
куолях поддерживается постоянная высокая активность K+ (от 50 до 200 ммоль/л), в то же время со-
держание K+ снаружи клеток варьируется от 0,01 до 1,00 ммоль/л [7]. Плазматическая мембрана (ПМ) 
заряжена отрицательно, вследствие чего K+ удерживается внутри клетки. При стрессовом воздействии 
происходит деполяризация ПМ, что активирует отток K+ через деполяризационно-активируемые K+-
каналы и потенциалнезависимые неселективные катионные каналы (НКК) [1]. Анионы присутствуют 
в клетках в неорганической и органической форме. Клетки растений могут синтезировать и накапливать 
большое количество органических анионов, таких как малат, цитрат, фумарат, оксалоацетат и др., этим 
они значительно отличаются от клеток животных, которые «используют» в основном неорганические 
анионы. Органические анионы в клетке испытывают электростатическое воздействие отрицательно-
го потенциала ПМ, «энергизирующего» их пассивный выходящий поток. Другими словами, градиент 
электрохимического потенциала на ПМ для анионов практически всегда способствует их пассивному 
выходу во внешнюю среду (апопласт). При активации деполяризационно-активируемых анионных ка-
налов, повышающих проницаемость мембраны к анионам, происходит массивный отток электролитов 
по направлению уменьшения градиента электрохимического потенциала [8]. 

Впервые утечка электролитов была зарегистрирована в конце XIX в., однако наиболее ранними опу-
бликованными свидетельствами данного явления принято считать работы 1920-х гг., выполненные на 
растениях, подвергнутых воздействию низких температур и раневому стрессу [2; 9]. В указанных рабо-
тах обнаружен значительный выход электролитов, включая K+ и органические вещества, и высказано 
предположение, что утечка электролитов опосредована разрушением ПМ и клеточной гибелью. В тече-
ние последующих 30 – 40 лет установлено, что, помимо гибели клеток, при резком и продолжительном 
снижении температуры у многих растений отмечается утечка электролитов, которая происходит без 
снижения жизнеспособности клеток и нарушения проницаемости ПМ для воды [6]. Было предположено, 
что в условиях гипотермии у растительной ткани увеличивается проводимость ПМ для K+, но не на-
рушается ее целостность [10].

Сходные с воздействием низких температур эффекты описаны для растений, подвергнутых воздей-
ствию высоких температур и водного стресса (засухи) [11; 12]. Группой ученых во главе с М. Аткинсо-
ном было впервые показано, что отток K+ при патогенных атаках снижается в присутствии блокаторов 
катионных каналов (La3+, Gd3+ и Co2+ ), а также высказано предположение, что утечка K+ опосредуется 
Са2+-проницаемыми каналами [13]. В 1980 –90-х гг. в лаборатории А. Мерфи [14] установлено, что тя-
желые металлы, такие как медь, активируют значительный отток K+ в корнях Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh., который снижается в присутствии ТЭА+ (блокатор K+-каналов). В начале 2000-х гг. получены 
доказательства вовлечения наружувыпрямляющих K+-каналов в отток K+ при засолении в клетках кор-
ня и листьев A. thaliana (L.) Heynh. [15; 16], а также в корнях Hordeum vulgare L. [17]. Впервые описаны 
полиаминчувствительные наружувыпрямляющие K+-каналы в клетках листьев Pisum sativum L., опо-
средующие утечку K+ при засолении [18]. Продемонстрировано, что утечка K+ при воздействии НО·, 
засоления и патогенных элиситоров в клетках корня A. thaliana (L.) Heynh. снижается в присутствии 
ТЭА+ и опосредуется функционированием наружувыпрямляющих каналов GORK (guard cell outward-
rectifying K+ channel ) [16; 19]. У P. sativum L. обнаружены наружувыпрямляющие катионные каналы, 
характеризующиеся низкой селективностью и пропускающие катионы и анионы [17]. Группой иссле-
дователей во главе с Дж. Дэвис было показано, что аннексины в присутствии НО· формируют НКК, 
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активирующиеся при стрессе и обеспечивающие отток катионов из клеток корня [20]. Также отмече-
но, что пурины активируют отток K+ в корнях A. thaliana (L.) Heynh. через НКК [21]. В лаборатории 
С. Шабалы установлено, что растения, у которых отсутствует функциональный канал GORK, способны 
сдерживать утечку K+ и обладают высокой устойчивостью к гипоксии (стресс, вызванный недостатком 
кислорода) [22]. Таким образом, литературные данные свидетельствуют о том, что утечка электролитов 
обусловлена функциональной активностью ионных каналов GORK и НКК и в большом количестве 
случаев не связана с нарушением целостности мембраны.

В литературе также описан сходный процесс потери клетками анионных электролитов (экссудация). 
Однако, в отличие от утечки электролитов, экссудация происходит постоянно и, возможно, частично 
имеет активную природу в отношении энергетических затрат [23]. Состав корневых экссудатов вклю-
чает широкий перечень первичных и вторичных метаболитов, многие из которых не способны прони-
кать через ионные каналы [24]. Важно отметить, что в процесс экссудации, кроме облегченной диффу-
зии, вовлечены везикулярный транспорт, а также активный транспорт с участием переносчиков ABC 
(ATP-binding cassette), MATE (multidrug and toxic compounds exrtusion) и др. [23].

Утечка K+ и других электролитов под действием засоления
Засоление – один из важнейших абиотических стрессов, который поражает около 50 % орошаемых 

земель и приводит к значительному снижению продуктивности высших растений [25]. Основными ток-
сическими ионами в засоленных почвах являются Na+, Cl–, Mg2+, SO4

2–, HCO3
– и др. [26]. У большинства 

видов растений наблюдаются задержка роста и развития в присутствии 40 –50 ммоль/л NaCl в почвенном 
растворе и гибель при наличии 150 –200 ммоль/л NaCl [27]. Некоторые виды растений – галофиты – 
обладают высокой устойчивостью к засолению и способны выживать при содержании 300 – 400 ммоль/л 
NaCl в почвенном растворе [28] за счет эволюционно выработанной стратегии. Однако большинство рас-
тений относятся к так называемым гликофитам, т. е. являются малоустойчивыми к высоким уровням 
NaCl. Отмечено негативное влияние засоления на многие физиологические процессы у растений – погло-
щение и экссудацию минеральных веществ, электрический и метаболический баланс, фотосинтез, ды-
хание, водный обмен, старение, половое размножение и др. [26; 29]. Засоление является сложным, много-
компонентным явлением, тем не менее можно выделить две основные фазы этого феномена [30; 31]. 
В течение первой фазы, имеющей продолжительность от нескольких минут до нескольких дней, на-
блюдаются процессы утечки электролитов и ранней Са2+- и редокс-сигнализации, а также включение 
первичных защитных реакций в корневой системе, связанных с водным и ионным стрессом [32]. Вторая 
фаза засоления развивается через несколько недель и связана главным образом с повышением уровня 
Na+ в фотосинтетических тканях, что в конечном итоге угнетает рост и развитие растений вследствие 
энергетического дисбаланса [29]. В целом общепризнано, что токсичность Na+ и Сl– у высших рас-
тений связана с длительным нарушением электрического, осмотического, ионного и метаболического 
баланса клеток растений, равно как и устойчивость опосредуется успешным противодействием дан-
ным явлениям [1; 15]. Механистической основой солевого стресса являются вход Na+ в клетки корня, 
вызывающий деполяризацию ПМ, вход Са2+, выход K+, анионов-электролитов и потеря воды [15; 33]. 

Нарушение калиевого обмена и значительная потеря калия при солевом стрессе известны с 1950-х гг. [34]. 
Одно из первых детальных исследований этого феномена проведено в 1960-х гг. группой ученых во главе 
с Дж. Левиттом [35]. Отток калия при солевом стрессе первоначально был отнесен к неспецифическому по-
вреждению ПМ и так называемой потере ее целостности [35]. Однако в дальнейшем в ряде работ [36; 37] 
показано, что обработка корней 50 –100 ммоль/л NaCl приводит к селективной утечке K+, но не вызывает 
оттока других катионов. В исследованиях, выполненных на корнях пшеницы, ячменя, фасоли и гороха, 
продемонстрировано, что обусловленная засолением утечка K+ ингибируется Са2+ и не вызывается эк-
вимолярным осмотическим стрессом (уровнями осмотиков, которые соответствуют по осмоляльности 
ионной компоненте протестированных растворов NaCl) [36; 37]. Эти исследования послужили основой 
для дальнейшего глубокого изучения выхода электролитов при засолении и вообще при стрессе, что от-
разилось в серии работ, детально проанализировавших данное явление [15; 19; 33; 38; 39]. 

В 2002 г. установлено, что вход Na+ в клетки корня A. thaliana (L.) Heynh. осуществляется через 
НКК, так как ионные каналы, которые его катализируют, отличаются крайне низкой селективностью 
для катионов [33]. В 2006 г. было четко показано, что деполяризация ПМ, которая вызывается входом 
Na+, способна активировать наружувыпрямляющие K+-каналы, через которые K+ покидает клетки кор-
ня [15]. Как вход Na+ через НКК, так и выход K+ могут блокироваться внеклеточным кальцием (Са2+ ), 
что снижает токсичность NaСl [33; 40]. Для нескольких видов растений отмечено, что концентрация 
Ca2+ снаружи выше 1–3 ммоль/л более чем на 50 % блокирует Na+-индуцированный выход K+ (через 
наружувыпрямляющие K+-каналы) [15; 33; 40]. 
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Прямое вовлечение K+-каналов в утечку K+, индуцированную засолением, продемонстрировано для 
листьев и корней A. thaliana (L.) Heynh. и P. sativum L. [15; 16; 18], клеток корня H. vulgare L. [41], Brassica 
napus L. [42], Triticum aestivum L. [16] и Capsicum annuum L. [28; 43]. При этом активность K+-каналов, 
обеспечивающих данное явление, вероятно, можно контролировать экзогенными полиаминами [18] и са-
лициловой кислотой [43], снижая выход K+ при засолении [28]. В последние годы с использованием тех-
ники локальной фиксации потенциала (ЛФП, пэтч-кламп) установлено, что NaCl-индуцируемый вы-
ход K+ из клеток корня высших растений происходит главным образом через наружувыпрямляющие 
K+-каналы, кодируемые геном GORK, и НКК, которые, однако, пока не идентифицированы на генети-
ческом уровне [15; 16]. 

Утечка электролитов из клеток корня высших растений  
при воздействии стрессоров биотической природы

Повреждение растительных тканей патогенными организмами в большом количестве случаев со-
провождается утечкой электролитов [44]. При взаимодействии с патогенными грибами и бактериями 
утечка K+ и органических анионов, выражающаяся в росте проводимости среды, часто используется 
как маркерная реакция на атаку патогенных бактерий, грибов и вирусов [45]. Наиболее ранние работы, 
посвященные потере электролитов при биотическом стрессе, появились в 1960-х гг. [1]. В данных ис-
следованиях показано, что при инфицировании растений патогенными вирусами [46], бактериями [47] 
и грибами [48] индуцируется массивный отток электролитов из тканей. 

В 1980-х гг. группой ученых во главе с M. Аткинсоном продемонстрировано, что при воздействии 
патогенных элиситоров наблюдается отток K+ и органических анионов из клеток суспензионной куль-
туры табака и сои, который ингибируется блокаторами катионных каналов La3+, Gd3+ и Co2+ [49; 50]. 
В дальнейшем было установлено, что утечка электролитов (часто блокируемая антагонистами катионных 
каналов) индуцируется у растений рода Sorghum, зараженных Periconia circinata (L. Mangin) Sacc. [51], рас-
тений вида Vigna unguiculata (L.) Walp, инфицированных Tobacco mosaic virus [52], растений вида Dau-
cus carota L., обработанных Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary [53], растений рода Vitis, заражен-
ных Аgrobacterium tumefaciens (Smith & Townsend) Conn и Agrobacterium vitis Ophel & Kerr [54], растений 
вида Oryza sativa L., инфицированных Rhizoctonia solani J. G. Kuhn [55], растений вида T. aestivum L., 
обработанных Puccinia recondita Dietel & Holw [56], растений вида Saccharum officinarum L., заражен-
ных Colletotrichum falcatum Went [57], растений видов Euphorbia coerulescens Haw. и Orbea gigantean 
N. E. Br., инфицированных фитоплазмой [58], суспензионной культуры A. thaliana (L.) Heynh., обработан-
ной Xanthomonas campestris (Pammel) Dowson [59] и др. [1]. Показано, что отток электролитов при биоти-
ческом стрессе включает одновременно катионную и анионную составляющие [59]. Утечка электролитов 
общепризнанно считается одним из самых быстрых ответов растения на стрессирование патогенами [60]. 

Недавно продемонстрирована ключевая роль быстрых (R-тип) и медленных (S-тип) анионных ка-
налов в анионной утечке из листьев A. thaliana (L.) Heynh. при добавлении в среду бактериального 
элиситора flg22 [61]. Это указывает на то, что утечка электролитов при патогенном стрессе связана не 
только с механическим повреждением тканей, а также на то, что она может вовлекать контролируемый 
механизм – активацию ионных каналов.

Одним из важнейших процессов, наблюдаемых у многих групп растений при воздействии патогенов, 
является так называемая реакция гиперчувствительности [62 – 64], которая представляет собой быструю 
редокс-зависимую локализованную гибель клеток в месте взаимодействия патогена и тканей растения, 
приводящую к подавлению развития заболевания [65]. Реакция гиперчувствительности – широко рас-
пространенный феномен, известный более 100 лет [66]. Она описана практически для всех основных 
модельных видов высших растений и вызывается большим количеством фитопатогенов (грибы, ооми-
цеты, бактерии, вирусы, насекомые и нематоды) [64; 67; 68]. Также реакция гиперчувствительности 
развивается при взаимодействии растения-паразита и растения-хозяина [69; 70]. В целом данная реак-
ция всегда сопровождается массивной утечкой электролитов из тканей растений, которая чувствитель-
на к лантанидам и другим блокаторам ионных каналов [64]. 

В последние годы установлено, что образование активных форм кислорода (АФК) и вход Ca2+ вы-
ступают основными причинами ЗКГ на заключительных стадиях реакции гиперчувствительности [5]. 
Вероятно, отток K+ индуцируется синтезом АФК и также вовлечен в ЗКГ [16]. Выходящий поток K+, 
сопровождающийся синтезом НО·, был зарегистрирован у растений, обработанных патогенными эли-
ситорами, полученными из Alternaria alternate (Fr.) Keissl. [71], Botrytis cinerea Pers. [72], Cladospo-
rium fulvum Cooke [73] и Magnaporthe grisea (T. T. Hebert) M. E. Barr [74]. Элиситоры, полученные из 
C. fulvum Cooke, активировали наружунаправленную K+-проводимость ПМ устьичных клеток Nicotiana 
tabacum L. [73]. При обработке клеток корня A. thaliana (L.) Heynh. элиситором, выделенным из Trichoder-
ma viride Pers., был зарегистрирован наружунаправленный K+-поток, который снижался при добавлении  
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ТЭА+ [16]. Показано, что при обработке клубней картофеля Phytophthora infestans (Mont.) de Bary па-
раллельно с утечкой электролитов развивается синтез О2

· – и других АФК [75]. Сейчас общепризнано, 
что синтез практически всех важнейших АФК (О2

· –, Н2О2, НО· и др.) вовлечен в развитие реакции гипер-
чувствительности [5]. 

В ряде публикаций последних лет продемонстрировано, что ответная реакция растения на патогены, 
включающая утечку K+ и других электролитов, может быть предотвращена или значительно снижена 
при добавлении в среду веществ-скавенджеров («тушителей») АФК, блокаторов катионных каналов, 
а также при направленном повышении уровня экспрессии антиоксидантных систем и защитных бел-
ков [5; 16; 76]. Недавно были описаны НО·-активируемые наружувыпрямляющие K+-каналы в клетках 
корня A. thaliana (L.) Heynh., работа которых показывает прямую связь между синтезом АФК и утечкой 
K+ [16; 19]. Данные системы реагируют на присутствие в среде АФК выбросом K+ при деполяризации 
ПМ [16; 19]. Генетическая природа АФК-активируемых K+-каналов связана с функционированием ка-
нала, кодируемого геном GORK, так как в нокаутных растениях по этому гену не обнаруживалась АФК-
активируемая наружунаправленная K+-проводимость [16].

Несмотря на большое количество фактов регистрации оттока K+ при биотическом стрессе, утечка K+ 
при атаке патогенов не является универсальной реакцией [1]. Например, показано, что такстомин А, по-
лученный из поражающей корни бактерии Streptomyces scabie Lambert & Loria, вызывал симптомы ЗКГ 
в культуре клеток A. thaliana (L.) Heynh., активируя вход Са2+, при этом данное соединение блокировало 
наружувыпрямляющие K+-каналы и снижало отток K+ из корня [77]. Схожие результаты были получены 
для устьичных клеток A. thaliana (L.) Heynh., обработанных бактериальным элиситором flg22 [78]. Вхо-
дящий и выходящий потоки K+ ингибировались flg22, при этом реакция не наблюдалась у растений ли-
нии gpa-1, лишенной a-субъединицы G-белка [78]. Таким образом, существуют примеры ингибирования 
оттока K+ из растительных клеток под воздействием элиситоров при патогенном стрессе, что, вероятно, 
определяется особенностями взаимодействия конкретного растения и патогена. Тем не менее важно от-
метить, что система транспорта K+ так или иначе затрагивается и в случае блокирования его оттока. 

Утечка электролитов из клеток высших растений  
в ответ на воздействие тяжелых металлов

Воздействие тяжелых металлов приводит к массивному оттоку электролитов из клеток корня рас-
тений [1; 79]. Впервые данное явление обнаружено в 1980-х гг. при исследовании воздействия Cu2+ на 
корни растений [80]. В дальнейшем было отмечено, что растения, обладающие устойчивостью к тя-
желым металлам, в частности к меди, отличаются более низкой утечкой электролитов, чем обычные 
растения [79]. В 1990-х гг. предполагалось, что утечка K+, индуцируемая медью и другими тяжелыми 
металлами, связана с разрушением ПМ из-за перекисного окисления липидов [81]. Однако впослед-
ствии были получены данные, указывающие на вовлечение наружувыпрямляющих K+-каналов в ин-
дуцируемую ионами меди утечку электролитов из корня [82]. Анализ экотипов растений A. thaliana (L.) 
Heynh. с различной устойчивостью к Cu2+ показал, что у тех из них, которые более чувствительны к Cu2+, 
наблюдается бóльшая утечка K+ [82]. Тесты с радиоизотопом 86 Rb+ (трейсер калия) подтвердили, что 
при воздействии Сu2+ действительно наблюдается отток K+ [82]. Параллельно с утечкой K+ при воз-
действии Cu2+ наблюдался выход из клеток корня органического аниона цитрата, вероятно, для балан-
сировки заряда на ПМ [82]. 

Начиная со второй половины 1990-х гг. были детально охарактеризованы Cu2+-индуцируемые токи 
ПМ и соответствующая утечка K+ в клетках харовой водоросли Nitella flexilis (L.) C. Agardh и клетках 
корня A. thaliana (L.) Heynh. [16; 19; 83–85]. С помощью метода ЛФП проведен анализ токов ПМ клеток 
N. flexilis (L.) C. Agardh, показавший, что Сu2+ и комбинация Сu2+ с L-аскорбатом активируют внутрь-
направленную Ca2+-проводимость и наружунаправленную K+-проводимость [5]. При добавлении Cu2+ 
и L-аскорбиновой кислоты (смесь, генерирующая НО· ) к корням A. thaliana (L.) Heynh. наблюдалась 
утечка K+ через K+-проницаемые каналы [19]. Продолжительное воздействие смеси Cu2+ и L-aскорбата 
приводило к активации аннексинов – особых белков, способных встраиваться в ПМ и катализировать 
входящий поток Са2+ и выходящий поток K+ [20; 86].

Утечка электролитов  
из тканей растений при температурном стрессе

При воздействии экстремальных (чрезмерно высоких или чрезмерно низких положительных и от-
рицательных) температур [87] наблюдается значительный отток электролитов из тканей растений [1]. 
Наиболее ранние работы, описавшие утечку электролитов из тканей растений при температурном воз-
действии, опубликованы еще в 1930-х гг. [2]. Например, в лаборатории С. Декстера показано, что степень 
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повреждения растительных тканей при гипотермии положительно коррелирует с утечкой электроли-
тов [2]. Было сделано предположение, что утечка электролитов происходит из-за разрушения ПМ и ги-
бели клеток. В дальнейшем утечка электролитов при гипо- и гипертермии была обнаружена у боль-
шого количества видов растений, различных тканей и типов клеток [1; 6; 88]. На сегодня установлено, 
что при температурном стрессе индуцируется утечка электролитов из тканей Solanum nigrum L. [89], 
Helianthus annuus L. [90], Pinus sylvestris L. [91], Zeа mays L., Cucumis sativus L., O. sativa L. [92; 93], 
B. napus L. [94], V. unguiculata (L.) Walp. [95], Xylia xylocarpa (Roxb.) Taub. [96], Picea glauca (Moench) Voss, 
Picea mariana (Mill.) Britton, Sterns & Poggenb., Pinus banksiana Lamb. [97], Coffea dewevrei De Wild & Du-
rand [98], A. thaliana (L.) Heynh. [99], T. aestivum L., H. vulgare L. [100], Punica granatum L. [101], Solanum 
lycopersicum L. [102] и др.

В последние годы обнаружены воздействия, способствующие снижению утечки электролитов при 
температурном стрессе [1; 6]. Например, добавление салициловой кислоты к проросткам Z. mays L., 
C. sativus L. и O. sativa L. [92; 93], плодам P. granatum L. [101] при воздействии низких температур 
и к проросткам A. thaliana (L.) Heynh. при воздействии высоких температур [99] снижало выходящий 
поток электролитов. Добавление униконазола (синтетический регулятор роста) при замораживании 
уменьшало отток электролитов из тканей B. napus L. [94]. Было сделано предположение, что данные 
соединения способны уменьшать повреждение ПМ при гипотермии в результате подавления окисле-
ния мембранных липидов. Также продемонстрирована роль белка дегидрина в устойчивости растений 
(на примере N. tabacum L.) к замораживанию [103]. У растений, экспрессирующих дегидрин, выхо-
дящий поток электролитов был ниже, чем у растений контрольной группы [103]. В итоге выдвинута 
гипотеза, согласно которой дегидрин выступает в роли скавенджера свободных радикалов, благодаря 
чему он способен предотвращать перекисное окисление липидов ПМ. 

В последние годы опубликованы данные, указывающие на вовлечение Са2+-проницаемых каналов 
в распознавание сигналов температурного стресса [104]. Показано, что каналы семейства CNGC (cyclic 
nucleotide-gated ion channel ), чувствительные к изменению температуры, опосредуют вход Ca2+ в клет-
ку у Physcomitrium patens (Hedw.) Mitt. и A. thaliana (L.) Heynh. при температурном стрессе [105; 106]. 
Продемонстрировано, что активность каналов CNGС14 и CNGС16 в клетках листьев O. sativa L. обе-
спечивает устойчивость растений к высоким и низким температурам [107]. Таким образом, каналы 
CNGС14 и CNGС16 выступают в роли модуляторов Ca2+-сигнализации при температурном стрессе. 
Примечательно, что генетическое нокаутирование At CNGС14 или At CNGС16 приводило к подавлению 
Ca2+-сигналов, вызываемых пониженными температурами, и одновременно влекло за собой снижение 
устойчивости растений к пониженным температурам [107]. Недавно продемонстрировано, что аква-
порины PIP1;4 и PIP2;5 (PIP – plasma membrane intrinsic protein) участвуют в обеспечении устойчивости 
A. thaliana (L.) Heynh. к низким температурам и заморозкам [108]. 

Утечка электролитов из тканей  
растений при осмотическом стрессе

Отток электролитов при осмотическом стрессе из корней и других вегетативных тканей высших рас-
тений впервые описан в 1970-х гг. [11; 109]. В ранних работах по данному вопросу отток ионов из расти-
тельных тканей рассматривался как результат нарушения целостности ПМ. Также предполагалось, что 
устойчивость растений к засухе коррелирует со скоростью повреждения ПМ при воздействии водного 
стресса и ростом утечки электролитов [11]. В дальнейшем анализ оттока электролитов использовался 
как маркер повреждающего воздействия водного стресса [11]. В ранних работах по изу чению осмо-
тического стресса особый акцент также делался на утечку электролитов из семян при их высушива-
нии и набухании, как, например, это было показано для Lotus corniculatus L. [110], Avena fatua L. [111], 
Acer saccharinum L., Chrysalidocarpus lutescens H. Wendl. [112] и Glycine max L. [113]. В последние 
годы отток электролитов при водном стрессе исследован у H. vulgare L. [114], Triticum durum L. [4], 
T. aestivum L., Z. mays L. [115], P. sativum L. [116], O. sativa L. [117], Lycopersicon esculentum Mill. [118], 
N. tabacum L. [119], Malus prunifolia (Willd.) Borkh., M. hupehensis (Pamp.) Rehder [120], Brassica 
rapa L. [121], Sorghum bicolor (L.) Moench [122] и у других видов растений. В указанных работах уста-
новлено, что выходящий поток электролитов из тканей растений при осмотическом стрессе в основном 
опосредован деполяризацией ПМ, выходом K+ и органических анионов [1; 4]. В современных публика-
циях показано, что повышение содержания в клетках растений антиоксидантов способствует снижению 
утечки электролитов и повышению их устойчивости к воздействию засухи [115]. Например, повышение 
экспрессии Mn-cупероксиддисмутазы в листьях P. sativum L. [116], а также Сu /Zn-супероксиддисмутазы 
и аскорбатпероксидазы в листьях N. tabacum L. [119] приводило к значительному снижению выходящего 
потока электролитов. Была выдвинута гипотеза, согласно которой высокая антиоксидантная активность 
предотвращает развитие окислительного стресса и повреждение ПМ [115]. 
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Недавно выявлен ряд механизмов, которые участвуют в формировании устойчивости растений 
к осмотическому стрессу на уровне ионных каналов ПМ [123–126]. Показано, что анионный канал 
ZmSLAC1 (SLAC – slow anion channel) экспрессируется в ПМ устьичных клеток и обеспечивает за-
крывание устьиц при снижении водного потенциала среды [127]. При воздействии засухи в клетке 
запускается каскад сигнальных реакций, активирующих SLAC1 посредством фосфорилирования, 
и происходит отток Сl–, NO3

– из устьичных клеток [123]. Кроме того, продемонстрировано, что по-
вышенная экспрессия генов внутрьвыпрямляющих K+-каналов AKT1 (Arabidopsis K+ transporter-1) 
и высокоаффинного K+-транспортера HAK1 (high affinity K+ transporter-1) повышает устойчивость 
H. vulgare L. к засухе [124; 125]. Согласно предположению авторов это может быть связано с повы-
шением поглощения K+ каналами AKT1 и транспортерами HAK1. Также зарегистрировано повыше-
ние экспрессии генов аквапоринов PIP1;3, PIP2;5, TIP2;1 и NIP2;1 у O. sativa L. при осмотическом 
стрессе [126]. Повышение экспрессии аквапоринов положительно коррелировало с устойчивостью 
растений к засухе.

Влияние АФК  
и других редокс-активных соединений  

на потоки электролитов в тканях высших растений
Образование АФК – наиболее часто регистрируемая реакция, сопровождающая утечку K+ при стрес-

се [1]. Во многих случаях образование супероксида (О2
· – ) за счет восстановления триплетного кислоро-

да (О2 ) является начальной реакцией синтеза АФК, окислительного стресса и редокс-регуляции в жи-
вых системах, включая высшие растения [8; 128]. При дальнейшем протонировании О2

· – формируется 
гидропероксильный радикал НО2

·, который может дисмутировать до перекиси водорода (Н2О2) [128]. 
Последняя может принимать электроны от восстановленных ионов переходных металлов или их ком-
плексов (Fe2+, Cu2+, Mn2+ и др.) и давать гидроксильный радикал (НО· ) [129]. Гидроксильный радикал 
является наиболее сильным окислителем в биологических системах и может вступать в реакцию окис-
ления с большинством органических молекул клетки. 

АФК синтезируются во внеклеточном пространстве хлоропластов и митохондрий, в пероксисомах 
и апопласте за счет активности НАДФН-оксидаз ПМ, внеклеточных пероксидаз класса III, полиамино-
ксидаз и оксалатоксидаз [1]. При умеренном стрессе продукция АФК преимущественно действует в ка-
честве регуляторного механизма, стимулирующего иммунитет растений и защитные реакции [130]. 
В случае сильного стрессового воздействия генерация АФК возрастает и приводит к окислительному 
стрессу, т. е. накоплению недетоксицированных окисленных продуктов. 

На сегодняшний день продемонстрировано, что растения генерируют О2
· –, Н2О2 и HO· в ответ на 

засоление [16; 19], атаку патогенных организмов [19], засуху, гипертермию [131], гипотермию [132], 
воздействие тяжелых металлов [133], гербицидов [134] и другие стресс-факторы [1]. В большом коли-
честве работ показано, что стресс-индуцированное образование АФК по временным характеристикам 
схоже с активацией выхода K+, которая возникает в ответ на стресс-факторы. Таким образом, можно 
предположить наличие взаимосвязи между образованием АФК и утечкой K+ [16]. 

В последние годы хорошо изучена взаимосвязь утечки K+ и образования АФК в ответе растения 
на воздействие патогенных организмов. Образование HO· и выход K+ наблюдались вместе у рас-
тений, подверженных влиянию элиситоров, выделяемых C. fulvum Cooke [135], A. alternate (Fr.) 
Keissl. [71], B. cinerea Pers. [72] и M. grisea (T. T. Hebert) M. E. Barr [74]. Например, появление 
в среде инкубации протопластов, изолированных из устьичных клеток N. tabacum L., элиситоров 
C. fulvum Cooke приводило к очень быстро развивающемуся синтезу АФК и активации выхода 
K+ [73]. Элиситоры T. viride Pers. вызывали взрыв продукции HO·, чувствительную к блокаторам 
калиевых каналов утечку K+ у растений A. thaliana (L.) Heynh., вероятно, за счет активации K+-
каналов [16]. Вещества-скавенджеры АФК и ингибиторы ферментов, синтезирующих АФК, так же 
как и дополнительная усиленная экспрессия антиоксидантных систем и защитных белков, предот-
вращали или значительно задерживали ответ на патогены, выражающийся в синтезе АФК и актива-
ции выходящего потока K+ [16; 76]. 

Открытие в 2003 г. АФК-активируемых K+-каналов экспериментально подтвердило существова-
ние связи между образованием АФК и утечкой K+ [19]. Более ранней реакцией при стрессе является 
синтез АФК, который приводит к дальнейшей активации Са2+- и K+-проницаемых катионных кана-
лов, входу Са2+ в цитоплазму и активации оттока K+ из клеток и тканей. Недавно с использованием 
подходов спектроскопии электронного парамагнитного резонанса показано, что при солевом стрессе 
наблюдалось образование HO·, активирующего K+-каналы наружного выпрямления в клетках корня 
арабидопсиса [16]. 
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Тестирование редокс-чувствительного центра  
K+-канала GORK A. thaliana (L.) Heynh.,  

ответственного за его активацию  
под действием окислительного стресса

На сегодняшний день молекулярный механизм активации наружувыпрямляющего K+-канала GORK, 
являющегося доминирующей транспортной системой, ответственной за АФК-активируемый выход ка-
лия при стрессе, точно не известен. Тем не менее в последние годы в лаборатории профессора М. Блатта 
была установлена мишень АФК в молекулярном комплексе наружувыпрямляющего K+-канала SKOR 
(stelar K+ outward-rectifying channel ) [136] – ближайшего гомолога канала GORK. При экспрессии канала 
SKOR в гетерологической системе (HEK293) продемонстрировано, что необходимым условием для ак-
тивации данного канала в присутствии АФК (H2O2 ) является наличие консервативного аминокислотного 
остатка Цис-168 в домене 3, обладающем потенциалзависимостью [136]. Ранее сотрудниками научно-
исследовательской лаборатории физиологии и биотехнологии растений кафедры клеточной биологии 
и биоинженерии растений биологического факультета БГУ совместно с профессором И. Дреером из 
Технического университета Мадрида (Испания) было сделано предположение, что в канале GORK 
имеется гомологичная аминокислота (цистеин), которая может выступать в роли мишени АФК [137]. 
Биоинформационный анализ, выполненный путем выравнивания последовательности гена GORK, по-
казал наличие сходного по составу кодируемых аминокислот участка у многих высших растений, ге-
номы которых аннотированы в базе данных EMBL-EBI (см. рисунок). Было установлено, что остатку 
Цис-168 канала SKOR у A. thaliana (L.) Heynh. в канале GORK соответствует аминокислота Цис-151, 
которая, следовательно, может выполнять функцию АФК-сенсора. Остаток цистеина высококонсер-
вативен и имеется у других видов растений, включая Brassica rapa subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt., 
B. rapa L., Noccaea caerulescens (J. Presl & C. Presl) F. K. Mey., Camelina sativa (L.) Crantz, Raphanus 
sativus L., Tarenaya hassleriana (Chodat) Iltis и др. В результате совместного исследования в лаборато-
рии профессора И. Дреера были получены трансгенные растения A. thaliana (L.) Heynh. с модифика-
цией канала GORK: gork1-1 (отсутствует ген, кодирующий наружувыпрямляющий K+-канал); gork1-1 
с возвращенным K+-каналом GORK (Компл. gork1-1); gork1-1 с заменой аминокислоты цистеин на се-
рин по положению 151 в предполагаемом АФК-чувствительном сайте канала GORK (Сер. 151). Семена 
мутантных линий были предоставлены научно-исследовательской лаборатории физиологии и биотех-
нологии растений для проведения электрофизиологического анализа и подтверждения гипотезы о роли 
Цис-151 в восприятии АФК-сигнала.

Анализ редокс-сенсора в наружувыпрямляющем K+-канале GORK (начало): 
а – расположение Цис-151 в канале GORK (П – пора, цит. – цитоплазма);  

б – консервативный остаток цистеина у высших растений, геномы которых аннотированы  
в базе данных EMBL-EBI (Bp – Brassica rapa subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt.,  
Br – Brassica rapa L., Nc – Noccaea caerulescens (J. Presl & C. Presl) F. K. Mey.,  

Cs – Camelina sativa (L.) Crantz, Rs – Raphanus sativus L., Th – Tarenaya hassleriana (Chodat) Iltis)
Analysis of the redox sensor in the outwardly-rectifying K+ channel GORK (beginning):  

а – location of Cys-151 in the GORK channel (П – pore, цит. – cytoplasm);  
b – a conserved cysteine residue in higher plants whose genomes are annotated  

with EMBL-EBI (Bp – Brassica rapa subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt.,  
Br – Brassica rapa L., Nc – Noccaea caerulescens (J. Presl & C. Presl) F. K. Mey.,  

Cs – Camelina sativa (L.) Crantz, Rs – Raphanus sativus L., Th – Tarenaya hassleriana (Chodat) Iltis)
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С помощью техники ЛФП был проведен первичный анализ модификации наружунаправленной 
проводимости ПМ у арабидопсиса дикого типа и мутантных линий. На рисунке представлены типич-
ные токовые кривые через ПМ клеток корня A. thaliana (L.) Heynh. при максимальной деполяризации 
ПМ (+ 95 мВ). Показано, что у растений дикого типа при введении в наружный раствор смеси, генери-
рующей гидроксильные радикалы (1 ммоль/л Cu2+, 1 ммоль/л L-аскорбиновой кислоты, 1 ммоль/л Н2О2 ), 
наблюдается высокая наружунаправленная K+-проводимость, включающая мгновенную (быструю) 
и времязависимую (медленную) компоненты тока. Согласно литературным данным мгновенная про-
водимость обусловлена работой НКК, времязависимая – функционированием каналов GORK [1]. 
Нокау тирование канала GORK (линия gork1-1) приводило к снижению наружунаправленных K+-токов 
при действии НО·. Важно отметить, что у данной линии не была зарегистрирована медленная компо-
нента наружунаправленных калиевых токов ПМ. Линии арабидопсиса, экспрессирующие канал GORK 
c замещением Цис-151 на серин, демонстрировали снижение их чувствительности к НО· по сравнению 
с диким типом. В целом характер проводимости ПМ у данной линии был схожим с таковым у линий 
A. thaliana (L.) Heynh. gork1-1. Возмещение нативного канала GORK (Компл. gork1-1) приводило к вос-
становлению медленной компоненты тока и повышению наружунаправленной проводимости ПМ при 
воздействии НО·. Полученные данные указывают на то, что Цис-151 с высокой долей вероятности 
является редокс-сенсором в канале GORK и обеспечивает активацию данного канала в ответ на генера-
цию АФК в среде. Согласно работе [6] в присутствии АФК канал GORK катализирует массивный отток 
K+ из клеток корня, запуская метаболические перестройки адаптивного характера и индукцию ЗКГ. 
Эти данные согласуются с результатами исследований, указывающими на редокс-регуляцию у сходного 
с каналом GORK канала SKOR [136], и дополняют их. 

Заключение
Отток электролитов из тканей растений относится к наиболее ранним процессам, наблюдающимся 

при стрессовом воздействии различной природы (засоление, атака патогенных организмов, воздей-
ствие тяжелых металлов, окислительный стресс и др.). Утечка электролитов является одним из важней-
ших маркеров жизнеспособности клеток, а также индикатором стрессоустойчивости видов растений. 
Данное явление развивается мгновенно после стрессового воздействия и продолжается несколько ча-
сов. Стресс-индуцируемый выходящий поток электролитов опосредуется оттоком K+ и органических 

Анализ редокс-сенсора в наружувыпрямляющем K+-канале GORK (окончание): 
в – наружунаправленные K+-токи в ответ на воздействие смеси, генерирующей  
гидроксильные радикалы (1 ммоль/л Сu2+, 1 ммоль/л L-аскорбиновой кислоты,  
1 ммоль/л Н2О2). Описание генетических модификаций приводится в тексте.  

Использованные методические подходы, экспериментальные растворы  
и техника получения протопластов ранее описаны в работах [16; 40; 138]

Analysis of the redox sensor in the outwardly-rectifying K+ channel GORK (ending):  
 c – outwardly-directed K+ currents in response to a hydroxyl  

radical-generating mixture (1 mmol/L Сu2+, 1 mmol/L L-ascorbic acid, 1 mmol/L Н2О2).  
Genetic modifications are described in the text. Techniques are previously described elsewhere [16; 40; 138]
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(малат 2–, цитрат 3– и др.) и неорганических (Cl–, HPO4
2–, NO3

– и др.) анионов. Наружунаправленные по-
токи анио нов компенсируют заряд ввиду массивного оттока K+ из клеток. При сильном стрессе клетки 
растений могут высвобождать большое количество K+ и его химическая активность может снижаться 
до 10 –30 ммоль/л. Потеря K+ клетками корня имеет важное значение, так как в этом случае K+ необра-
тимо утрачивается. В последние годы показано, что утечка электролитов при стрессе является контро-
лируемым процессом и обеспечивается функционированием ионных каналов ПМ. Однако механизм 
данного явления до конца не известен. В работе представлены пилотные данные, демонстрирующие 
роль аминокислотного остатка Цис-151 в АФК-индуцируемой активации каналов GORK. Показано, что 
Цис-151 выполняет функцию редокс-чувствительного сайта канала GORK, ответственного за отток калия 
и индукцию выхода других электролитов из тканей растений при стрессе.
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НОКАУТ ГЕНОВ Т-КЛЕТОЧНОГО РЕЦЕПТОРА  
И HLA КЛАССА I В КЛЕТКАХ ЧЕЛОВЕКА  

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ СИСТЕМЫ CRISPR //Cas9

Е. В. КУШНЕРОВА1), А. А. МИГАС 1), А. В. КЛЫЧ 1), Е. А. ЛАСЮКОВ1), А. Н. МЕЛЕШКО1)

1)Республиканский научно-практический центр детской онкологии, гематологии и иммунологии,  
ул. Фрунзенская, 43, 223053, д. Боровляны, Минский район, Беларусь

Система геномного редактирования CRISPR /Cas9, как инструмент для нокаута генов, нашла широкое приме-
нение в клеточной биологии для получения клеток определенного фенотипа. В частности, она используется для 
создания универсальных донорских CAR-T-лимфоцитов путем нокаута генов TRAC, TRBC1 и TRBC2 T-клеточного 
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рецептора и гена B2M, входящего в состав HLA класса I. Для получения большого количества клеток нужного 
фенотипа необходимо оптимизировать систему геномного редактирования, эффективность которой определяется 
используемой sgRNA. В настоящей работе экспериментально определены последовательности, позволяющие по-
лучить до 60,3 % клеток, негативных по экспрессии белка B2M, и до 71,8 % клеток, негативных по экспрессии 
Т-клеточного рецептора. Также показано, что одновременное использование двух sgRNA для нокаута гена демонст-
рирует более низкую эффективность по сравнению с использованием данных sgRNA по отдельности. 

Ключевые слова: CRISPR /Cas9; sgRNA; Т-клеточный рецептор; B2M; нокаут гена.

KNOCKOUT OF THE T- CELL RECEPTOR AND HLA CLASS I GENES  
IN HUMAN CELLS USING THE CRISPR //Cas9 SYSTEM
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The CRISPR /Cas9 system has found a wide application in cell biology as a tool for gene knockout. In particular, the 
CRISPR /Cas9 system is used to create allogeneic CAR-T lymphocytes by knocking out the genes TRAC, TRBC1, TRBC2 
and B2M. To obtain a large number of cells of the desired phenotype, it is necessary to optimise the process of genomic 
editing, the effectiveness of which is determined by the sgRNA used. In this work, we experimentally determined the most 
effective sequences that allow to obtain up to 60.3 % of cells negative for the expression of the B2M protein and up to 
71.8 % of cells negative for the expression of the T-cell receptor. It has also been shown that the simultaneous use of two 
sgRNAs for gene knockout demonstrates a lower efficiency compared to using these sgRNAs separately.

Keywords: CRISPR /Cas9; sgRNA; T-cell receptor; B2M; gene knockout.

Введение
Система геномного редактирования CRISPR /Cas9 (от англ. clustered regularly interspaced short pa-

lindromic repeats – сгруппированные короткие палиндромные повторы с регулярными промежутками), 
открытая в контексте изучения приобретенного иммунитета бактерий, вскоре была успешно адаптиро-
вана в качестве практического инструмента, позволяющего вносить мутации в произвольные участки 
ДНК. Используемая в генной инженерии система CRISPR /Cas9 состоит из ДНК-эндонуклеазы Cas9 
и sgRNA (от англ. single guide RNA – одиночная гидовая РНК), искусственной молекулы, представляю-
щей собой гибрид двух РНК-компонентов. Первый компонент – это 20-нуклеотидная последователь-
ность, комплементарная редактируемому участку генома, второй компонент – это scRNA (от англ. scaf-
fold RNA – каркасная РНК), которая за счет своей вторичной структуры связывается с белком Cas9, 
что приводит к формированию активного эндонуклеазного комплекса. Система CRISPR /Cas9 вносит 
двух цепочечный разрыв в определенный участок ДНК, который должен быть комплементарен sgRNA 
и иметь на 3′-конце специфический нуклеотидный сигнал PAM (от англ. protospacer adjacent motive – 
смежный мотив протоспейсера). Необходимость соблюдения данных условий обеспечивает высокую 
точность геномного редактирования [1]. 

Система CRISPR /Cas9 широко применяется для нокаута генов, так как образованные в результате 
действия эндонуклеазы свободные концы ДНК соединяются друг с другом за счет внутриклеточного 
репарационного комплекса NHEJ (от англ. non-homologous end joining – негомологичное восстановле-
ние концов), который вносит по месту разрыва короткие инсерции и делеции, приводящие к сдвигу 
рамки считывания. 

В частности, данный метод нокаута генов применяется для создания off the shelf аллогенных CAR-T-кле-
ток для терапии онкологических заболеваний. Такие CAR-T-клетки, получаемые на материале Т-лимфоци-
тов здоровых доноров, позволяют решить основные проблемы, связанные с аутологичной CAR-T-терапией 
(малое количество Т-клеток, недостаточное для производства нескольких доз, дисфункциональное состоя-
ние Т-лимфоцитов, длительное время получения CAR-T-продукта и его высокая стоимость).

В данном случае система CRISPR /Cas9 используется для нокаута генов, обеспечивающих экспрес-
сию на поверхности Т-лимфоцитов Т-клеточного рецептора и комплексов HLA класса I. Это позволяет 
получать донорские CAR-T-клетки, способные длительное время персистировать в организме реципиен-
та без развития реакции «трансплантат против хозяина» [2]. 
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Ключевое требование для производства off the shelf алогенных CAR-T-клеток – это высокий выход 
Т-лимфоцитов с ожидаемым фенотипом, который, в свою очередь, зависит от эффективности геномного 
редактирования, а последняя определяется методом доставки элементов системы CRISPR /Cas9 в клетки 
и особенностями используемой sgRNA. Эффективность sgRNA может быть предсказана с помощью 
биоинформатических алгоритмов, однако они не учитывают влияние факторов внутриклеточной среды, 
таких как, например, функциональное состояние хроматина в редактируемом участке, поэтому реаль-
ная эффективность sgRNA часто не соответствует теоретической [3]. 

Таким образом, выбор sgRNA для нокаута генов в целях получения клеток определенного фенотипа 
требует предварительной экспериментальной проверки ее эффективности.

Цель данной работы – оценить на модельных клеточных линиях эффективность различных вариантов 
sgRNA, а также их сочетаний и выявить те из них, которые позволяют добиться наибольшего выхода 
клеток, негативных по экспрессии Т-клеточного рецептора и HLA класса I. 

Материалы и методы исследования
Клеточные линии. В работе использовались клеточные линии HEK293T и Jurkat. Клетки ли-

нии HEK293T культивировались в полной среде DMEM (10 % FBS), клетки линии Jurkat – в полной 
среде RPMI 1640 (10 % FBS). 

sgRNA. Подбор потенциальных sgRNA проводился с помощью веб-инструмента CRISPOR (версия 
генома hg19, эндонуклеаза SpCas9) [4]. При выборе sgRNA учитывалось количество off-target-мишеней, 
у которых 12-нуклеотидная последовательность, примыкающая к PAM, полностью комплементарна 
целевой мишени. Для редактирования гена B2M были подобраны sgRNA, комплементарные участкам 
экзона 1 и интрона 1–2, для редактирования гена TRAC – sgRNA, комплементарные участкам экзона 1, 
для редактирования генов TRBC1 и TRBC2 – sgRNA, комплементарные гомологичным участкам эк-
зона 1 (см. таблицу). 

Варианты sgRNA
sgRNA variants

Код Последовательность (5′ – 3′ )* PAM Цепь Количество  
off-target-мишеней

B2M1 CGCGAGCACAGCTAAGGCCA CGG – 5
B2M2 CTCGCGCTACTCTCTCTTTC TGG + 8
B2M3 GGCCACGGAGCGAGACATCT CGG – 2
B2M4 GCTACTCTCTCTTTCTGGCC TGG + 13
B2M5 CTACTAGCCCCATCAAGAGG TGG – 20
B2M6 ACTCACGCTGGATAGCCTCC AGG – 1
B2M7 GGCCGAGATGTCTCGCTCCG TGG + 0
B2M8 AGGGTAGGAGAGACTCACGC TGG – 0
TRAC1 TGTGCTAGACATGAGGTCTA TGG + 6
TRAC2 AGAGTCTCTCAGCTGGTACA CGG – 7
TRAC3 TAGGCAGACAGACTTGTCAC TGG – 7
TRAC4 AACAAATGTGTCACAAAGTA AGG + 4
TRBC1 GCAGTATCTGGAGTCATTGA GGG – 18
TRBC2 GGAGAATGACGAGTGGACCC AGG + 2

*Указаны 20-нуклеотидные последовательности sgRNA, комплементарные участку гена-мишени, по-
следовательности scRNA опущены, так как они одинаковы для всех вариантов. 

Сборка векторных конструкций. Для доставки элементов системы CRISPR /Cas9 в клетки исполь-
зовалась плазмида pX333 (№ 64073 в каталоге Addgene), содержащая две экспрессионные кассеты с че-
ловеческим вариантом промотора U6 и последовательностью scRNA для экспрессии sgRNA в эукарио-
тических клетках, а также ген SpCas9 под промотором CBh. Клонирование sgRNA в плазмиду pX333 
проводилось по протоколу Zhang Lab [5]. Для каждой sgRNA были синтезированы два олигонуклеотида: 

 • 5′-CACCGN(20)-3′, где N(20) – 20-нуклеотидный участок sgRNA, комплементарный гену-мишени; 
 • 3′-СN(20)CAAA-5′, где N(20) – последовательность, комплементарная первому олигонуклеотиду.
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Оба полученных олигонуклеотида отжигали и фосфорилировали с помощью Т4-полинуклеотидки-
назы, после чего лигировали в плазмиду pX333 по сайтам рестрикции BbsI или BsaI. Правильность 
вставки определяли секвенированием по Сенгеру.

Трансфекция. Трансфекцию клеток линии HEK293T проводили в 6-луночном планшете при кон-
центрации клеток 3 ⋅ 105 на лунку. Трансфецирующая смесь содержала 3,3 мкг плазмиды и 5,0 мкг ли-
нейного полиэтиленимина с молекулярной массой 8 кДа. 

Трансфекцию клеток линии Jurkat осуществляли методом электропорации на приборе Neon (Invit-
rogen, США) в 96-луночном планшете при концентрации клеток 5 ⋅ 104 на лунку. Количество плазми-
ды составляло 1 мкг. Параметры электропорации – 1325 В, 10 мс, 3 импульса. Результаты трансфекции 
регистрировались на 4-е сутки. Эффективность нокаута (в процентах) определялась по изменению по-
верхностной экспрессии T-клеточного рецептора и белка B2M и рассчитывалась по следующей формуле:

E x
y= − ⋅







100 100 ,

где x – доля позитивных клеток после трансфекции, %; y – доля позитивных клеток до трансфекции, %.
Проточная цитометрия. Поверхностная экспрессия белка B2M и aβТ-клеточного рецептора опре-

делялась на приборе DxFLEX (Beckman Coulter, США) с использованием антител anti-B2M-PE /Cy5.5 
(Abcam, Великобритания), anti-aβTCR-FITC (BD Biosciences, США). 

Статистика. Построение графиков и статистический анализ результатов осуществлялись с помощью 
программного обеспечения GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., США). Сравнение двух неза-
висимых групп данных проводилось методом Манна – Уитни, корреляционный анализ выполнялся по 
методу Спирмена. Различия считались статистически значимыми при p < 0,05. 

Результаты и их обсуждение
Маркером эффективности нокаута гена B2M являлось изменение экспрессии соответствующего белка 

на поверхности клеток линии HEK293T. В случае нокаута генов TRAC, TRBC1 и TRBC2 эффективность 
нокаута измерялась по изменению уровня экспрессии aβТ-клеточного рецептора на поверхности кле-
ток линии Jurkat.

Авторы предположили, что одновременное использование двух sgRNA для редактирования одного гена-
мишени позволит увеличить вероятность нокаута за счет внесения протяженных делеций. Для нокаута 
гена B2M анализировались сочетания B2M1 + B2M6, B2M2 + B2M3, B2M4 + B2M5, B2M7 + B2M8, а для 
нокаута генов TRAC, TRBC1 и TRBC2 – сочетания TRAC1 + TRAC2, TRAC3 + TRAC4, TRBC1 + TRBC2 
(рис. 1).

Рис. 1. Расположение участков-мишеней sgRNA в геномной ДНК  
(в экзоне 1 отмечен первый транслируемый кодон)

Fig. 1. Location of sgRNA target regions in genomic DNA 
(the first translated codon is marked on exon 1)
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Наибольшую эффективность геномного редактирования в случае нокаута гена B2M продемонстри-
ровали сочетания B2M2 + B2M3 и B2M7 + B2M8 (32,8 и 22,4 % соответственно) (рис. 2, а), наимень-
шую – сочетание B2M4 + B2M5 (10,1 %). Мишень sgRNA B2M5 расположена в интроне 1–2 и затра-
гивает сайт связывания транскрипционного репрессора CTCF, одной из функций которого является 
регуляция альтернативного сплайсинга мРНК [6]. Мишень sgRNA B2M4 располагается на конце экзо-
на 1 и согласно работе [7] позволяет получить около 48 % B2M-негативных клеток линии HEK293T. 
Одно из возможных объяснений низкого выхода нокаутированных клеток в рассматриваемом случае 
состоит в следующем: внесение мутаций в регуляторную последовательность внутри интрона при ис-
пользовании sgRNA B2M5 не приводит к значительным нарушениям сплайсинга, тем не менее данная 
sgRNA конкурирует с sgRNA B2M4 за связывание с эндонуклеазой Cas9, в результате чего концент-
рация комплексов B2M4 – Cas9 и, соответственно, вероятность внесения двухцепочечного разрыва в эк-
зон 1 гена B2M снижаются. 

В случае нокаута генов, кодирующих константные регионы цепей Т-клеточного рецептора, все соче-
тания sgRNA продемонстрировали одинаково высокую эффективность (около 40 % негативных клеток) 
(рис. 2, б ).

Далее все sgRNA для генов TRAC, TRBC1 и TRBC2, а также sgRNA B2M2, B2M3, B2M7 и B2M8 
были клонированы по отдельности в вектор pX333 по сайту BbsI для определения их индивидуальной 
эффективности (рис. 3). 

Рис. 2. Изменение поверхностной экспрессии белка B2M  
в клетках линии HEK293T (а) и Т-клеточного рецептора в клетках линии Jurkat (б )  

после геномного редактирования с использованием двух sgRNA
Fig. 2. Changes in the surface expression of the B2M protein  

in HEK293T cells (a) and the T-cell receptor in Jurkat cells (b)  
after genomic editing using two sgRNAs
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Наибольший выход B2M-нокаутированных клеток (около 60,3 %) наблюдался при использовании 
sgRNA B2M3 и B2M8. Высокая эффективность обоих вариантов может быть объяснена тем, что об-
ласти внесения двухцепочечных разрывов данных sgRNA (пять нуклеотидов выше PAM-сайта) захва-
тывают ключевые функциональные участки гена (старт-кодон в случае B2M3 и донорный сайт сплай-
синга в случае B2M8). 

Наиболее высокий выход клеток, негативных по экспрессии Т-клеточного рецептора (71,8 %), был 
получен при использовании sgRNA TRBC2. Что интересно, sgRNA TRBC2 и TRBC1, мишенью кото-
рых являются гомологичные участки экзона 1 генов TRBC1 и TRBC2, продемонстрировали высокую 
эффективность редактирования, несмотря на то что их целевые последовательности присутствуют в ге-
номе в четырех копиях. Данное наблюдение согласуется с результатами работы [8], в которой было по-
казано, что эффективность редактирования не зависит от количества копий мишени в геноме. 

Авторы не обнаружили статистически значимых различий в эффективности редактирования в за-
висимости от локализации участка-мишени в ДНК (начало, середина или конец экзона 1, плюс-цепь 
или минус-цепь ДНК), а также корреляционной зависимости между выходом нокаутированных клеток 
и количеством потенциальных off-target-мишеней, которые теоретически могут конкурировать с це-
левыми мишенями за связывание комплексов sgRNA – Cas9. Таким образом, эффективность нокаута, 
вероятно, в большей степени определяется не локализацией участка-мишени, а внутренними характе-
ристиками sgRNA, исследование которых выходит за рамки данной работы. 

Что интересно, эффективность нокаута при использовании одной sgRNA оказалась выше, чем при 
одновременном использовании двух sgRNA (рис. 4). 

Рис. 3. Изменение поверхностной экспрессии белка B2M  
в клетках линии HEK293T (а) и Т-клеточного рецептора в клетках линии Jurkat (б )  

после геномного редактирования с использованием одной sgRNA
Fig. 3. Changes in the surface expression of the B2M protein  

in HEK293T cells (a) and the T-cell receptor in Jurkat cells (b)  
after genomic editing using a single sgRNA
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В работе [9] было показано, что в случае тандемного расположения двух экспрессионных кассет 
с промотором hU6 эффективность нокаута снижается в связи со снижением уровня экспрессии обеих 
sgRNA. Так как при использовании разных промоторов (hU6 и mU6) уровень экспрессии обеих sgRNA 
и доля нокаутированных клеток были выше, авторы объяснили данное наблюдение конкуренцией между 
двумя одинаковыми близко расположенными промоторами.

Однако в рассматриваемом случае уровень экспрессии sgRNA не объясняет наблюдаемых различий, 
так как проверка отдельных вариантов и их сочетаний проводилась с использованием одного и того же 
вектора, содержащего две тандемные экспрессионные кассеты с промотором hU6. 

В работе [10] показано, что при двойном нокауте sgRNA демонстрируют синергетический эффект, 
если сайты Cas9 располагаются на расстоянии 40 –300 пар нуклеотидов (п. н.) друг от друга. Также 
было отмечено, что синергетический эффект отсутствует, если расстояние между сайтами Cas9 двух 
sgRNA составляет менее 35 п. н., при этом эффективность редактирования может быть ниже эффектив-
ности редактирования при использовании данных sgRNA по отдельности [10]. 

В рассматриваемом случае расстояние между сайтами внесения двухцепочечных разрывов при ис-
пользовании двух sgRNA варьировалось от 36 до 140 п. н. (см. рис. 4), однако авторы не обнаружили 
зависимости между данным параметром и количественным выходом нокаутированных клеток. На-
блюдаемый эффект может быть объяснен стерической конкуренцией двух комплексов CRISPR /Cas9 
в случае малого расстояния между сайтами, а также конкуренцией между более эффективной и менее 
эффективной sgRNA за связывание молекулы белка Cas9. 

Рис. 4. Сравнение эффективности генного нокаута  
с использованием одной и двух sgRNA (на верхнем графике в скобках  

указано расстояние между двумя сайтами разрезания Cas9) 
Fig. 4. Comparison of gene knockout efficiency using one and two sgRNAs 

(on the upper graph, the distance in base pairs between the two Cas9  
cutting sites is shown in parentheses)
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Заключение
Наибольший выход клеток, негативных по экспрессии белка B2M и Т-клеточного рецептора, был 

получен при использовании одиночных sgRNA B2M3 и B2M8 и sgRNA TRBC2 соответственно. 
Эффективность геномного редактирования при использовании одиночных sgRNA выше, чем при 

одновременном использовании двух sgRNA, участки-мишени которых располагаются в геноме на ма-
лом расстоянии друг от друга. 
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РАЗРАБОТКА МИКРОСАТЕЛЛИТНОЙ ПАНЕЛИ  
ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБРАЗЦОВ  

ЛОСЯ (ALCES ALCES) В СУДЕБНО - ЭКСПЕРТНЫХ ИССЛЕДОВАНИЯХ

Д. Э. НЕДЗВЕЦКАЯ 1), С. А. КОТОВА1), Т. В. ЗАБАВСКАЯ 1),  
В. И. РЫБАКОВА1), А. Е. ГРЕБЕНЧУК1), И. С. ЦЫБОВСКИЙ 2)

1)Научно-практический центр Государственного комитета  
судебных экспертиз Республики Беларусь, ул. Филимонова, 25, 220114, г. Минск, Беларусь 

2)БелЮрОбеспечение, пр. Дзержинского, 1б, 220069, г. Минск, Беларусь

Для судебно-экспертного исследования биологических следов с мест незаконной охоты на лося разработана 
панель из 15 микросателлитных (4 тетрануклеотидных и 11 динуклеотидных) локусов и 1 гендерного локуса (амело-
генин), реализованная в виде 2 мультиплексных тест-систем. Совокупная сила дискриминирующего потенциала 
микросателлитной панели на основе общей базы генотипов лося составляет более 99,999 999 999 999 %. Впервые 
на территории Европы генетические и криминалистические показатели панели локусов оценены на популяцион-
ной выборке лосей в масштабе страны (383 образца), а судебно-экспертная методика ДНК-идентификации био-
логических образцов лося (Alces alces) внедрена в национальную правовую систему. 

Ключевые слова: микросателлиты; полиморфизм; экспертная идентификация; лось.
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DEVELOPMENT OF A MICROSATELLITE PANEL  
FOR IDENTIFICATION OF BIOLOGICAL SAMPLES  

OF MOOSE (ALCES ALCES) IN FORENSIC RESEARCH

D. E. NEDZVEDSKAYAa, S. A. KOTAVAa, T. V. ZABAUSKAYAa,  
V. I. RYBAKOVAa, A. Ya. HREBIANCHUK a, I. S. TSYBOVSKY  b

aScientific and Practical Center of the State Forensic Examination Committee  
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bBelJurZabespjachjenne, 2b Dziaržynskaha Avenue, Minsk 220069, Belarus
Corresponding author: D. E. Nedzvedskaya (nedzvedskayadiana@gmail.com)

For forensic analysis of evidence from illegal hunting sites of moose, a panel of 15 microsatellite (4 tetranucleotide and 
11 dinucleotide) loci and 1 sex locus (amelogenin) was proposed. The cumulative power of discrimination of individual 
based on the common genetic database of moose (for a panel of 15 microsatellite loci) is more than 99.999 999 999 999 %. 
The genetic and forensic indicators of a microsatellite panel were evaluated on a population sample of moose on a national 
scale (383 samples) for the first time in Europe and forensic methodology of the DNA identification of the moose (Alces 
alces) introduced into the national legal system.

Keywords: microsatellites; polymorphism; forensic identification; moosе.

Введение
Микросателлитные (STR) маркеры широко распространены в геноме большинства эукариот, что де-

лает их эффективным инструментом для оценки генетического разнообразия [1]. За последние два деся-
тилетия наблюдается стремительное расширение опыта использования STR-маркеров в изучении ге-
нетических характеристик животных с минимальными априорными знаниями о последовательности 
генома организма или без них. Поскольку у генетически родственных групп животных фланкирующие 
области микросателлитов высококонсервативны [2], разработанные для целевого вида локусы могут 
быть использованы в исследованиях близкородственных таксонов или популяций. Адресная пере-
крестная амплификация (cross-species amplification) позволяет применять ранее открытые микросател-
литы в исследованиях новых видов, благодаря чему отпадает необходимость в поиске дополнительных 
локусов. Эти факторы делают микросателлиты экономически эффективным инструментом для изуче-
ния демографических процессов и генетической динамики, а также мониторинга состояния популяций 
немодельных видов [3].

В настоящее время микросателлитные локусы составляют основу методического инструментария 
криминалистических лабораторий при идентификации биологических следов человека. Прогресс в изу-
чении геномов животных и накопленный опыт применения микросателлитов в криминалистике делают 
генотипирование микросателлитных локусов одним из наиболее распространенных методов, исполь-
зуемых в судебной генетике для отнесения образцов животных к конкретной особи [4]. Наработанная 
научная база позволяет использовать перекрестную амплификацию как подход при разработке методов 
расследования правонарушений в отношении объектов живой природы, наиболее распространенным 
из которых является незаконная охота (браконьерство).

В статье приведены результаты НИР «Изучение STR-полиморфизма лося, косули, оленя с целью раз-
работки криминалистической методики ДНК-идентификации биологических следов отдельных особей 
при расследовании дел о незаконной охоте» (2017–2018) касательно распространенного в Беларуси 
нормируемого охотничьего вида – лося (Alces alces). Целью исследования была разработка технологий 
генотипирования охотничьих видов диких животных на основе традиционной мультиплексной ПЦР 
с последующей идентификацией аллелей методом капиллярного электрофореза для оценки уровня на-
дежности полученных доказательств идентичности исследованных объектов. 

Материалы и методы исследования
Коллекция ДНК была представлена образцами 383 лосей, добытых на законных основаниях во всех 

административных регионах Беларуси (в Брестской области было добыто 27 лосей (7,1 % от общей 
выборки), в Витебской области – 213 (55,6 %), в Гомельской области – 30 (7,8 %), в Гродненской об-
ласти – 48 (12,5 %), в Минской области – 40 (10,5 %), в Могилёвской области – 25 (6,5 %)). Полученную 
выборку можно считать репрезентативной, так как в Беларуси наибольшая плотность вида приходится 
на северную и северо- восточную часть страны.
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Эффективность отобранных STR-маркеров протестирована на образцах ДНК лося в монолокусной 
и мультиплексной ПЦР, что позволило разработать для генотипирования лося 2 тест-системы, содержа-
щие в общей сложности 16 маркеров (15 микросателлитных локусов и 1 локус (амелогенин) в качестве 
гендерного маркера) (табл. 1). Амплификацию микросателлитов проводили в термоциклере iCycler (Bio-
Rad, США) в конечном объеме 10 мкл, содержащем буфер K (100 ммоль/л трис-HCl, 500 ммоль/л KCl, 
0,8 % Nonidet P40 (рН 8,8)), смесь дезоксинуклеозидтрифосфатов (dNTP) (0,2 ммоль/л каждого), 
1,5 ммоль/л MgCl2, 0,75 единицы активности Taq-полимеразы, ДНК в концентрации 1–2 нг/мкл.

Т а б л и ц а  1
Маркеры, использованные для генотипирования лося

Ta b l e  1
Markers which used for genotyping of moose

Локус Тандемный  
повтор Последовательность праймеров Код  

в GenBank Метка Источник

MaF46 (GT)n
F: AAATACCCTATAAGGCACAGTACCAC
R: CACCATGGCCACCTGGAATCAGG M77376 6-FAM [5]

RT5 (GT)n
F: CAGCATAATTCTGACAAGTG
R: AATTCCATGAACAGAGGAG U90738 6-FAM [6]

T530 (TAGA)n
F:  GTCCTCACAGCAGCTCTATG
R: GCATTCTTTAGAACTCCAACTG AF442817 6-FAM [7]

RBP3 (CA)n
F: TGTATGATCACCTTCTATGCTTC
R: GCTTTAGGTAATCATCAGATAGC – R6G [8]

BM888 (CA)n
F: AGGCCATATAGGAGGCAAGCTT
R: CTCGGTGAGCTCAAAACGAG G18484 R6G [5]

BM1818 (CA)n
F: AGTGCTTTCAAGGTCCATGC
R: AGCTGGGAATATAACCAAAGG G18391 R6G [5]

T193 (TAGA)n
F: AGTCCAAGCCTGCTAAATAA
R: CTGCTGTTGTCATCATTACC AF192398 TMR [7]

BM6438 (CA)n
F: TTGAGCACAGACACAGACTGG
R: ACTGAATGCCTCCTTTGTGC G18435 TMR [5]

BL4 (CA)n
F: AAATTTTTCATCCTTCTTTCTGAC
R: TCACCCTGACTGTGAATGC – ROX [5]

T268 (TAGA)n
F: ATTCCCTTCTCCAGTGTATG
R: ATGATAACAGCTCAACAGATC AF192399 6-FAM [7]

BM848 (CA)n
F: TGGTTGGAAGGAAAACTTGG
R: CCTCTGCTCCTCAAGACAC G18477 6-FAM [5]

BM1258 (CA)n
F: GTATGTATTTTTCCCACCCTGC
R: GAGTCAGACATGACTGAGCCTG G18385 R6G [5]

RT30 (GT)n
F: CACTTGGCTTTTGGACTTA
R: CTGGTGTATGTATGCACACT U90749 R6G [6]

T26 (TAGA)n
F: GTTCCAATAGACACGCTCAT
R: TGCCATAGTTTTTCCTACCTT AF442814 R6G [7]

BM757 (CA)n
F: TGGAAACAATGTAAACCTGGG
R: TTGAGCCACCAAGGAACC G18473 TMR [5]

BM1225 (CA)n
F: TTTCTCAACAGAGGTGTCCAC
R: ACCCCTATCACCATGCTCTG G18419 TMR [5]

BM203 (CA)n
F: GGGTGTGACATTTTGTTCCC
R: CTGCTCGCCACTAGTCCTTC G18500 ROX [5]

T172 (TAGA)n
F: AGCATCTCCCCTTTCAACA
R: CTTCCCAACCCAAGTATCG AF192397 6-FAM [7]

Амелогенин – F: AGTTCCTGGCCAACACTC
R: GCTGGCCAAGCTTCCAGA

FJ946989/
FJ946990 ROX [9]
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Программа амплификации микросателлитных локусов включала первичную денатурацию (3 мин 
при 95 °C), 30 циклов амплификации (45 с при 95 °C, 45 с при 60 °C, 90 с при 68 °C) и конечную элон-
гацию (30 мин при 72 °C). Для разделения продуктов ПЦР применяли анализатор 3500 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, США). Аллели тестируемых локусов идентифицированы по молекулярному раз-
меру в парах нуклеотидов (п. н.) с использованием программного обеспечения GeneMapper ID-X (вер-
сия 1.4) путем сравнения с внутренним размерным стандартом GeneScan – 600 LIZ (версия 2.0).

Оценку аллельного богатства (Ar), наблюдаемой (Но) и ожидаемой (Нe) гетерозиготности, значений 
уровня достоверности ( p), а также соответствия равновесию Харди – Вайнберга (HWE) проводили 
с помощью программных пакетов GenAlEx (версия 6.5) [10], FSTAT (версия 2.9.4) [11], Genepop (вер-
сия 4.7.0) [12]. Неравновесие по сцеплению (LD) между ДНК-маркерами оценивали с использованием 
теста отношения правдоподобия на основе программы Arlequin (версия 3.5.1.3) [13]. Выявление арте-
фактов ПЦР, выпадения аллелей, нуль-аллелей и других возможных ошибок амплификации осущест-
вляли в программе Micro-Checker (версия 2.2.1) [14].

Криминалистические параметры микросателлитных локусов, такие как показатель информативной 
ценности локуса (PIC), вероятность различения генотипов двух неродственных индивидуумов (PD), 
совокупная сила дискриминирующего потенциала (CPD), были рассчитаны с помощью программных 
продуктов GenAlEx (версия 6.5) [10], Gimlet (версия 1.3.3) [15], Cervus (версия 3.0.7) [16]. 

Результаты и их обсуждение
Тест-системы для идентификации биологических образцов лося были разработаны на основе адрес-

ного переноса микросателлитных маркеров, описанных для северного оленя (Rangifer tarandus), вапи-
ти (Cervus elaphus spp.), овцы (Ovis aries) и крупного рогатого скота (Bos taurus). 

На основе анализа литературных данных и предварительных экспериментальных исследований ото-
бранные локусы были сгруппированы в 2 мультиплексные тест-системы:

 • Plex_1 – локусы MaF46, RT5, T530, RBP3, BM888, BM1818, T193, BM6438, BL4, амелогенин;
 • Plex_2 – локусы T172, T268, BM848, BM1258, RT30, T26, BM757, BM1225, BM203.

При формировании мультиплексных тест-систем учитывались диапазон молекулярных размеров ал-
лелей локусов, отсутствие взаимодействия праймеров в смеси между собой, близкие значения темпе-
ратуры плавления продуктов ПЦР. При этом тип флуоресцентной метки праймеров подбирался таким 
образом, чтобы образующиеся в результате ПЦР продукты амплификации отдельных локусов не пере-
крывались по молекулярным размерам в пределах детекции каждой из четырех флуоресцентных меток.

После проведенного контрольного генотипирования образцов из тест-системы Plex_1 был исключен 
локус RT5 по причине выявления неспецифичных фрагментов ПЦР, а из тест-системы Plex_2 – локус 
BM1225 в силу нестабильной амплификации продуктов ПЦР. 

Анализ ассоциации аллелей локусов выявил неравновесное сцепление ( p < 0,05) между 13 парами 
тестируемых STR-маркеров у лося. Однако только по 1 паре маркеров (локусы T268 и T530) вели-
чина LD оставалась статистически значимой после применения поправки Бонферрони ( p < 0,000 01) 
(табл. 2). Для дальнейшего анализа был выбран локус T530, который имел немного более высокую 
способность дискриминации лосей, чем локус T268 (0,884 и 0,880 соответственно). С учетом выше-
изложенного панель локусов, разработанная для генотипирования образцов лося, имеет следующий вид:

 • Plex_1 – локусы MaF46, T530, RBP3, BM888, BM1818, T193, BM6438, BL4, амелогенин (9 локусов);
 • Plex_2 – локусы T172, BM848, BM1258, RT30, T26, BM757, BM203 (7 локусов).

Электрофореграммы продуктов ПЦР для мультиплексных тест-систем Plex_1 и Plex_2 приведены 
на рис. 1 и 2 соответственно.

В ходе проведенного анализа генотипов полной выборки лосей суммарно было идентифицировано 
132 аллели. Наиболее полиморфными оказались локусы BL4 (15 аллелей), BM757 (12), BM203 (11), 
T26 (11). У остальных локусов количество аллелей варьировалось в пределах 7–9 на локус (см. табл. 2), 
и лишь у локуса T172 была выявлена 1 аллель. 

Локус T172, который описан как полиморфный у подвидов оленя C. elaphus canadensis, C. elaphus 
elaphus [17; 18], у всех исследованных животных вида A. alces амплифицируется одинаковым фраг-
ментом размером 144 п. н. Однако мономорфный у лося локус T172 сохраняет полиморфный статус 
у близкородственных видов оленя и косули. Это позволяет в предложенной панели локусов, оптимизи-
рованной для генотипирования образцов лося, использовать локус T172 в качестве внутреннего конт-
роля. При анализе биологических следов с мест незаконной охоты велика вероятность обнаружения 
смешанных генетических профилей, происходящих от разных видов оленевых. Выявление мономорф-
ного фрагмента размером 144 п. н. является дополнительным подтверждением происхождения образца 
от животного целевого вида (лось). И наоборот, выявление дополнительных аллелей в этом локусе 
будет указывать на наличие в следах примеси других оленевых (оленя и косули). 
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Анализ с использованием программы Micro-Checker показал отсутствие нуль-аллелей у исследо-
ванных локусов, о чем свидетельствуют полученные значения частот встречаемости, приведенные 
в табл. 2. 

В популяциях лося из Беларуси всего для 2 локусов было выявлено отклонение от равновесия Харди – 
Вайнберга ( p < 0,05), однако после применения поправки Бонферрони ( p < 0,003 6) все отклонения от 
равновесия Харди – Вайнберга становились статистически незначимыми (см. табл. 2). Для дальнейших 
расчетов использовались все отобранные локусы.

Средняя ожидаемая гетерозиготность микросателлитных локусов, входящих в тест-систему, соста-
вила 0,734, а средняя наблюдаемая гетерозиготность – 0,727. 

При оценке криминалистической применимости локусов для идентификационных целей были по-
лучены показатели, представленные в табл. 3. 

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР для мультилокусной системы Plex_1 у лося
Fig. 1. Electrophoregramm of multilocus system Plex_1 for PCR products of DNA of moose

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР для мультилокусной системы Plex_2 у лося
Fig. 2. Electrophoregramm of multilocus system Plex_2 for PCR products of DNA of moose
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Т а б л и ц а  2
Параметры полиморфизма локусов  

тест-системы для идентификации особей лося
Ta b l e  2

Parameters of polymorphism of loci  
from test systems for moose identification

Локус Ar LD Но Не p NAF

MaF46 9 ns 0,741 0,750 0,132 0,006 2

T530 7 T268
( p = 0,000 00) 0,736 0,735 0,474 0,000 5

RBP3 8 ns 0,625 0,609 0,081 – 0,011 4
BM888 7 ns 0,554 0,555 0,222 0,004 1
BM1818 8 ns 0,777 0,791 0,007 0,008 6
T193 10 ns 0,770 0,765 0,162 – 0,003 3
BM6438 8 ns 0,680 0,715 0,303 0,026 1
BL4 15 ns 0,799 0,821 0,047 0,012 7
BM848 8 ns 0,688 0,659 0,091 – 0,028 1
BM1258 8 ns 0,714 0,732 0,120 0,011 9
RT30 9 ns 0,731 0,722 0,295 – 0,010 6
T26 11 ns 0,780 0,804 0,069 0,016 5
BM757 12 ns 0,768 0,781 0,097 0,006 4
BM203 11 ns 0,814 0,840 0,351 0,015 8

П р и м е ч а н и е. NAF (null allele frequency) – частота встречаемости нуль-аллелей; ns (none 
significant) – статистически незначимое отклонение.

Т а б л и ц а  3
Криминалистические параметры локусов  

тест-системы для идентификации особей лося
Ta b l e  3

Criminalistic parameters of loci  
from test systems for moose identification

Локус PIC PD CPD*,  %

MaF46 0,710 0,897 91,73
T530 0,689 0,884 98,606
RBP3 0,530 0,768 99,857 7
BM888 0,506 0,753 99,976 00
BM1818 0,758 0,924 99,997 549
T193 0,728 0,908 99,999 749 6
BM6438 0,684 0,888 99,999 967 63
BL4 0,797 0,944 99,999 997 791
T172 Мономорфный 99,999 997 791 2
BM848 0,630 0,855 99,999 999 774 39
BM1258 0,685 0,881 99,999 999 976 956
RT30 0,691 0,892 99,999 999 998 427 7
T26 0,778 0,935 99,999 999 999 892 70
BM757 0,749 0,920 99,999 999 999 994 800
BM203 0,822 0,956 99,999 999 999 999 700 0

*Расчет нарастающим итогом.
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Анализ полученных результатов показывает, что минимальные значения PIC были выявлены у ло-
кусов BM888 (0,506) и RBP3 (0,530), максимальные – у локуса BM203 (0,822), среднее значение PIC 
составило 0,697. Согласно работе [19] в зависимости от значения PIC локусы для целей криминалис-
тического анализа подразделяются на три группы: высокоинформативные (PIC более 0,50), достаточно 
информативные (PIC от 0,25 до 0,50) и неинформативные (PIC менее 0,25).

Значения PD у всех локусов были на достаточно высоком уровне: минимальное значение выявлено у ло-
куса BM888 (0,753), максимальное – у локуса BM203 (0,956), а среднее значение составило 0,886. Пара-
метр PD отражает вероятность того, что два случайно выбранных индивидуума будут иметь различные 
генотипы. Соответственно, чем выше данное значение, тем более информативным является исследуе-
мый локус. Совокупный дискриминирующий потенциал тест-системы составил 99,999 999 999 999 %.

Установление половой принадлежности у животных вида  A. alces с использованием праймеров, 
описанных в работе [9], показало наличие 1 аллели размером 234 п. н. для локуса амелогенина, лока-
лизованного на Y-хромосоме, и 1 аллели размером 269 п. н. для локуса амелогенина, расположенного 
на Х-хромосоме. 

Таким образом, локусы в предложенной панели, вероятнее всего, не сцеплены друг с другом и имеют 
низкий уровень ошибок генотипирования, таких как выпадение аллелей, а аллельное распределение 
всех задействованных локусов соответствует равновесию Харди – Вайнберга. Сводная генетическая 
статистика позволяет утверждать, что предложенная панель микросателлитных локусов обеспечивает 
необходимую надежность при генотипировании и может быть использована для получения высоко-
доказательной информации при судебно-экспертном исследовании биологических следов по фактам 
незаконной охоты на лося. 

Вместе с тем необходимо учитывать, что применение адресного переноса праймеров при формиро-
вании описанной панели локусов обусловливает значительный уровень кросс-реактивности в отноше-
нии ДНК-матриц других видов оленевых и полорогих. По этой причине генотипирование с использо-
ванием разработанной панели локусов рекомендуется проводить для образцов, видовое происхождение 
которых от особей вида A. alces уже известно или доказано.

Эпизоотия африканской чумы свиней 2012–2013 гг. обусловила резкое сокращение популяции дикого 
кабана, вследствие чего именно лось занял первое место среди предпочитаемых трофеев браконьеров. 
В 2019 г. в Научно-практическом центре Государственного комитета судебных экспертиз Республики 
Беларусь было проведено 179 экспертных исследований по фактам браконьерства на оленевых, 106 из 
которых относились к незаконному отстрелу лося. Успешное судебное преследование браконьерства тре-
бует идентификации биологических следов, чтобы связать доказательства, собранные на месте преступ-
ления (например, на месте отстрела), с биологическим материалом (рога, мясо, следы крови и т. п.), най-
денным у потенциального подозреваемого, который мог совершить данное преступление [20]. Вместе 
с тем в научной литературе описано лишь несколько таких тестов для судебно-экспертного генотипирова-
ния оленевых. Более того, хотя оленевые являются очень популярными промысловыми млекопитающими 
в Европе [21], большинство судебно-экспертных анализов микросателлитных локусов и соответствую-
щие базы данных частот аллелей отработаны для оленевых из Северной Америки. На данный момент 
судебно-экспертное сообщество опубликовало один тест для STR-типирования лосей, который позже 
был использован для отнесения особей вида A. alces к их исходным популяциям из провинций Но-
вая Шотландия и Нью-Брансуик в Канаде [22], но полезность анализа для тестирования генетической 
идентичности образцов европейских лосей не оценивалась. В 2021 г. канадскими исследователями [23] 
для криминалистического генотипирования лосей провинции Альберта и территории Юкон предло-
жена валидированная на 515 образцах панель, включающая 12 микросателлитных динуклеотидных 
локусов (6 из них (RT5, RT30, BM203, BM848, BM888 и BM1225) задействованы в данном исследова-
нии лосей, обитающих в Беларуси) и половой маркер Sika amelogenin, которые объединены в 2 мульти-
плекса c различными условиями амплификации. Как и в настоящей работе, ДНК-маркеры достаточно 
полиморфны, находятся в равновесии по сцеплению и соответствуют равновесию Харди – Вайнберга. 
Авторами проведен анализ популяционной структуры лосей Альберты и Юкона, однако частоты рас-
пределения аллелей локусов не опубликованы, что не позволяет провести сравнительный анализ евро-
пейских и канадских лосей.

Компанией «Гордиз» (Россия) в 2021 г. предложена тест-система COrDIS Alces1 для молекулярно- 
генетической индивидуализации лосей, включающая 10 микросателлитных локусов (RT1, RT6, RT9, 
RT24, RT30, BMS745, FSB193, OheQ, C32, T40) и 1 полспецифичный маркер (SRY). Однако никакого ин-
формационно-справочного обеспечения данной тест-системы (частоты аллелей, генетические параметры 
полиморфизма, популяционный анализ и т. п.) в доступном информационном сегменте не имеется.

1COrDIS Alces [Electronic resource]. URL: https://gordiz.ru/products/animal-kits/cordis-alces/ (date of access: 10.09.2021).
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Заключение
Настоящее исследование ставило целью разработку системы мультиплексной ПЦР для генотипиро-

вания микросателлитных локусов у лося, которая предоставила бы неоспоримые ДНК-доказательства 
идентичности образцов в судебной экспертизе.

В результате предложена панель из 15 микросателлитных локусов для высокодостоверной идентифи-
кации биологических образцов лося в судебной экспертизе доказательств по фактам незаконной охоты. 
Это первое исследование, предоставляющее возможность тестирования генетической идентичности об-
разцов лося (A. alces) на основе STR-маркеров, для которого проведена оценка статистических и гене-
тических параметров выборки лосей в масштабе страны. Результаты генотипирования образцов с ис-
пользованием представленной панели позволяют достигать уровня чрезвычайно надежных доказательств 
в судебно-экспертном ДНК-анализе биологических следов с мест незаконной охоты на лося. Сводная 
генетическая статистика показала, что панель из 15 STR-маркеров демонстрирует уровень поли морфизма 
от умеренного до высокого (аллельное богатство варьируется от 7 до 15 аллелей на локус, наблюдаемая 
гетерозиготность – от 0,554 до 0,814, значения PIC – от 0,506 до 0,822). Совокупная сила дискриминирую-
щего потенциала микросателлитной панели составляет более 99,999 999 999 999 %. Создана база дан-
ных генотипов лося. На основе проведенных исследований разработана судебно-экспертная методика 
ДНК-идентификации биологических образцов животных вида A. alces [24], которая включена в Реестр 
судебно-экспертных методик и иных методических материалов Государственного комитета судебных 
экспертиз Республики Беларусь, что соответствует имплементации разработки в национальную право-
вую систему. 
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НАКОПЛЕНИЕ И АНТИГЕННОСТЬ УКОРОЧЕННОГО БЕЛКА  
КАПСИДА ЦИРКОВИРУСА СВИНЕЙ 2-го ТИПА  

В КЛЕТКАХ ESCHERICHIA COLI

А. Д. ТИТОВА1), Ю. М. КУЛЕШОВА1),  
М. И. ПОТАПОВИЧ 1), В. А. ПРОКУЛЕВИЧ 1)

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

Исследованы особенности накопления укороченного варианта белка капсида цирковируса свиней 2-го типа 
(белок SOP) в клетках бактерий штамма-продуцента Escherichia coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL, содержащих 
ранее сконструированную плазмиду pET-SOP. Ген белка SOP модифицирован путем удаления участка (108 пар 
нуклеотидов), затрудняющего экспрессию в клетках прокариот, и оптимизации 93 редких для бактерий кодо-
нов. Доля целевого белка в клетках E. coli при температуре культивирования 37 °С в течение 2 ч после индукции 
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достигает 24 % от общего клеточного белка, что позволяет отнести указанный штамм к эффективным произ-
водственным продуцентам целевого белка. В ходе культивирования продуцента при 37 °С сразу после индукции 
целевой белок находится в клетках в растворимом виде, но через 1 ч после добавления индуктора обнаруживается 
преимущественно в нерастворимой форме (тельца включения). При понижении температуры культивирования 
до 18–30 °С формирование телец включения замедляется, однако доля рекомбинантного белка в клетках проду-
цента уменьшается до 15– 6 % соответственно, что в значительной степени снижает рентабельность технологиче-
ского процесса. Также установлено, что модифицированный рекомбинантный белок SOP, получаемый из бакте-
риальных клеток штамма-продуцента, сохраняет свою антигенную активность, это подтверждается специфическим 
иммуно ферментным анализом. Полученные данные позволяют считать исследуемый белок перспективным для 
разработки вакцины против цирковируса свиней.

Ключевые слова: цирковирус свиней 2-го типа; белок капсида; экспрессия гена; индукция; температура куль-
тивирования; растворимая фракция; нерастворимая фракция; иммуноферментный анализ; тельца включения.

ACCUMULATION AND ANTIGENICITY  
OF TRUNCATED PORCINE CIRCOVIRUS TYPE 2  
CAPSID PROTEIN IN ESCHERICHIA COLI CELLS

A. D. TITOVAa, Y. M. KULESHOVAa,  
M. I. POTAPOVICH a, V. A. PROKULEVICH a

aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus
Corresponding author: A. D. Titova (titovaad@gmail.com)

This work examines accumulation of shortened version of porcine circovirus type 2 capsid protein (SOP protein) in 
the cells of bacterial strain Escherichia coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL with plasmid pET-SOP, obtained in previous 
work. The gene for SOP protein was modified by deletion of the part (108 base pair) interfering expression in procaryotes, 
as well as optimisation of 93 rare codons. Under cultivation temperature 37 °C for 2 h after induction the proportion of 
target protein reaches of 24 % of the total cellular protein, which makes it possible to classify this strain as an effective 
industrial producer of target protein. During the cultivation of the producer at 37 °C, the target protein is in the cells in the 
native soluble form right after induction, but 1 h after the addition of the inducer, it is found mostly in insoluble multime-
ric form (inclusion bodies). When the cultivation temperature is lowered to 18–30 °C, the formation of inclusion bodies 
slows down, however the proportion of recombinant protein in the cells of the producer decreases to 15– 6 % respectively, 
which significantly reduces the profitability of the technological process. It has been established that the modified recom-
binant SOP protein obtained from bacterial cells of the producer strain retains its antigenic activity, which is confirmed by 
specific enzyme-linked immunosorbent assay analysis. These data allow us to consider studied protein as a promising 
candidate for a porcine circovirus type 2 vaccine.

Keywords: porcine circovirus type 2; capsid protein; gene expression; induction; cultivation temperature; soluble frac-
tion; insoluble fraction; enzyme-linked immunosorbent assay; inclusion bodies. 

Введение
Цирковирус свиней 2-го типа (ЦВС-2) – это небольшой ДНК-содержащий икосаэдрический без-

оболочечный вирус, принадлежащий к роду Circovirus семейства Circoviridae [1; 2]. Данный вирус яв-
ляется возбудителем целого ряда синдромов, клинические проявления которых обозначаются общим 
термином «цирковирусные болезни свиней» (ЦВБС). К ЦВБС относятся синдром послеотъемного 
мультисистемного истощения, синдром дерматита и нефропатии свиней, а также связанные с ЦВС пнев-
мония, энтерит и репродуктивная дисфункция [3]. Каждое из указанных заболеваний наносит значи-
тельный ущерб свиноводству [4]. 

Наиболее эффективным средством борьбы с ЦВС-2 являются вакцины [5]. При разработке генно-
инженерных субъединичных вакцин против цирковируса в качестве антигена используют единствен-
ный белок капсидной оболочки вируса [5–7]. 

Белок-антиген производят путем культивирования бактериальных штаммов-продуцентов, наследую-
щих соответствующий ген вируса. Для успешного производственного процесса зачастую требуется мо-
дификация гена, экспрессируемого в клетках нового хозяина, а также подбор оптимальных условий куль-
тивирования штамма-продуцента [8]. 
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В ходе разработки вакцины сконструирована плазмида pET-SOP, на основе которой в бактериях 
синтезируется белок SOP – оптимизированный вариант белка капсида ЦВС-2 [9]. Ген белка SOP был 
подвергнут модификациям, которые привели к повышению его экспрессии в клетках прокариот (уда-
лен участок ДНК размером 108 пар нуклеотидов, соответствующий 36 N-концевым аминокислотным 
остаткам белка, и заменены 93 редких для бактерий синонимических кодона). 

Цель исследования – изучить влияние условий культивирования на формирование целевого про-
дукта (белка-антигена) в клетках штамма-продуцента, несущего плазмиду pET-SOP. 

Задачи исследования: 1) проанализировать динамические характеристики биосинтеза белка SOP на 
ранних стадиях экспрессии; 2) сравнить уровни накопления белка в растворимой и нерастворимой фрак-
циях при различных условиях культивирования; 3) охарактеризовать антигенные свойства оптимизиро-
ванного белка капсида ЦВС-2 путем иммуноферментного анализа.

Материалы и методы исследования
В работе использовали плазмиды из коллекции кафедры микробиологии биологического факультета 

БГУ:
 • pET-TP3 с укороченным геном белка капсида ЦВС-2b [8];
 • pET-SOP с укороченным и оптимизированным по 93 кодонам геном белка капсида ЦВС-2b [9].

Бактерии штамма Escherichia coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL (E. coli B F – ompT hsdS(rB
– m B

– ) dcm+ 
Tetr gal λ (DE3) endA Hte [argU proL Camr ] [argU ileY leuW Strep/Specr ]) фирмы Stratagene (США), со-
держащие указанные плазмиды, обозначены E. coli pET-TP3 и E. coli pET-SOP соответственно. Клетки 
исходного штамма E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL без плазмид выступали в качестве отрицательного 
контроля, а клетки штамма E. coli pET-TP3 – в качестве положительного контроля.

Культуры клеток выращивали в жидкой питательной среде LB с добавлением антибиотиков (30 мкг/мл 
канамицина, 30 мкг/мл хлорамфеникола для E. coli pET-TP3 и E. coli pET-SOP; 30 мкг/мл хлорамфе-
никола для E. coli без рекомбинантной плазмиды). Для индукции экспрессии рекомбинантных генов 
в клетках штамма E. coli pET-SOP ночную культуру клеток, выращенную на качалке при 160 об/мин 
и 37 °С, разбавляли питательной средой в 20 раз и культивировали 2 ч при 160 об/мин и 37 °С до 
оптической плотности культуры 0,6–1,0 при длине волны 600 нм, затем добавляли изопропил-β-D-1-
тиогалактопиранозид (ИПТГ) до конечной концентрации 1 ммоль/л и продолжали культивирование 2 ч 
при температуре 18; 25; 30 или 37 °С. Перед добавлением индуктора и через каждые 30 мин выращи-
вания отбирали пробы культуры клеток для анализа различных фракций белков. Для получения проб 
клетки E. coli центрифугировали 3 мин при 13 000 об/мин. Выделение белков из клеток E. coli осу-
ществляли с помощью B-PER™ Bacterial Protein Extraction Reagent (Thermo Fisher Scientific Inc., США) 
в соответствии с инструкцией производителя. Данный реагент позволяет разрушать клетки и выделять 
растворимые белки, но не растворяет тельца включения и не нарушает структуру белков [10].

Уровень накопления белков анализировали путем электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ-
электрофореза) по Лэммли согласно общепринятому протоколу [11]. Для получения проб к образцам 
клеток, а также к растворимой и нерастворимой фракциям белка добавляли загрузочный буфер для 
электрофореза, затем кипятили их в течение 5 мин. Объем проб для ПААГ-электрофореза различных 
фракций рассчитывался таким образом, чтобы в каждой пробе был представлен белок, выделенный 
из одинакового количества клеток. В качестве маркеров молекулярной массы использовали Protein 
Marker VI (10 –245) Prestained (ITW Reagents, Испания) и PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo 
Fisher Scientific Inc.). Денситометрический анализ изображений окрашенных полиакриламидных гелей 
проводили с помощью программного пакета ImageJ (версия 1.46r) [12]. Долю целевого белка в клетке 
оценивали путем сравнения интенсивности окрашивания полосы белка SOP с интенсивностью окра-
шивания полос остальных белков на дорожке. Чтобы оценить соотношение растворимой и нераство-
римой фракций целевого белка, сравнивали интенсивность окрашивания полос растворимого и нерас-
творимого белка SOP, выделенного из одинакового количества клеток.

Антигенные свойства целевого белка в разделенных фракциях изучали посредством иммунофер-
ментного анализа [11]. В пробы для иммуноферментного анализа добавляли додецилсульфат натрия 
до конечной концентрации 0,54 % и инкубировали 10 мин при 37 °C. Концентрацию белка в образ-
цах определяли путем измерения оптической плотности при 280 нм [11] на спектрофотометре DS-11 
(DeNovix Inc., США). Все образцы разводили до конечной концентрации 20 мкг/мл фосфатно-солевым 
буфером (Melford Biolaboratiries Ltd., Великобритания). Пробы (каждый образец брали в четырех по-
вторах) иммобилизовали в лунках полистиролового 96-луночного планшета (Sarstedt, Германия) путем 
инкубирования в течение ночи при 4 °С. Для блокирования свободных сайтов связывания белка в лунки 
вносили по 300 мкл раствора, содержащего 1 % бычьего сывороточного альбумина и 0,05 % Tween 20 
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(Sigma Life Science, США) в фосфатно-солевом буфере, и выдерживали в течение 1 ч при 37 °С. Затем 
в лунки добавляли по 50 мкл первичных антител (использовали свиную поликлональную антисыворотку 
к ЦВС-2 (Accurate Chemical & Scientific Corporation, США), разбавленную до конечной концентрации 
в соответствии с инструкцией производителя) и выдерживали в течение 1 ч при 37 °С. Затем точно 
так же проводили инкубацию проб со вторичными козьими антителами к свиному иммуноглобулину G, 
конъюгированными с пероксидазой хрена (Abcam, Великобритания). Между этапами инкубации лун-
ки планшета 4 раза промывали фосфатно-солевым буфером. После инкубации образцов с антителами 
в лунки вносили по 50 мкл субстратной смеси, в качестве которой использовался 3,3′,5,5′-тетраметил-
бензидин (Thermo Fisher Scientific Inc.), и выдерживали при комнатной температуре до максимального 
проявления окраски (но не более 15 мин). Реакцию останавливали добавлением 50 мкл 1 моль/л серной 
кислоты. Результаты фиксировали путем считывания оптической плотности на планшетном спектро-
флуориметре SpectraMax M2 (Molecular Devices, США) при длине волны 450 нм. 

Статистический анализ (в том числе дисперсионный анализ) проводили в программе SOFA Statistics 
(версия 1.5.3). Количественные данные, обобщающие результаты нескольких экспериментов, указаны 
в следующем виде: среднее значение плюс-минус стандартная ошибка среднего, в скобках дано коли-
чество измерений n, например (24,06 ± 1,90) % (n = 4). 

Результаты и их обсуждение
Экспрессия укороченного оптимизированного гена белка капсида ЦВС-2 в бактериальных клет-

ках. В исследовании использовали культуру клеток потенциального штамма-продуцента E. coli pET-SOP, 
содержащего сконструированную плазмиду. Клетки исходного штамма E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL 
без плазмиды выступали в качестве отрицательного контроля, положительным контролем служили клет-
ки штамма E. coli pET-TP3, синтезирующие белок TP – укороченный белок капсида ЦВС-2. 

В первой серии экспериментов бактерии культивировали при оптимальной для E. сoli температу-
ре (37 °С). Пробы клеток E. coli pET-SOP, а также выделенные из них растворимую и нерастворимую 
фракции белка подвергали электрофоретическому, а затем и иммуноферментному анализу. Результаты 
белкового ПААГ-электрофореза представлены на рис. 1.

Рис. 1. Оценка распределения целевого белка в растворимой  
и нерастворимой фракциях бактериального лизата: 

1 – отрицательный контроль (общий белок из клеток без рекомбинантных плазмид);  
2 – положительный контроль (общий белок из клеток с плазмидой pET-TP3);  

3 – общий белок из клеток с плазмидой pET-SOP;  
4 – нерастворимая фракция белков из клеток с плазмидой pET-SOP;  
5 – растворимая фракция белков из клеток с плазмидой pET-SOP;  

M – маркер молекулярной массы (справа указаны размеры белков (кДа)). Красной и черной  
стрелками обозначены целевой белок SOP (26,35 кДа) и белок TP (25 кДа) соответственно

Fig. 1. Estimation of target protein distribution in soluble and insoluble fractions of bacterial lysate: 
1 – negative control (total protein from cells without recombinant plasmids);  

2 – positive control (total protein from cells with pET-TP3 plasmid);  
3 – total protein from cells with pET-SOP plasmid; 4 – insoluble fraction of proteins from cells  

with pET-SOP plasmid; 5 – soluble fraction of proteins from cells with pET-SOP plasmid;  
M – molecular weight marker (on the right are shown the protein sizes (kDa)).  

Red and black arrows indicate the target SOP protein (26.35 kDa) and TP protein (25 kDa) respectively
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Выявлено наличие белка SOP ожидаемого размера (около 26 кДа), который накапливается в клет-
ках преимущественно в нерастворимой форме (в виде телец включения). В отрицательном контроле 
присутствует белок с похожей молекулярной массой в количестве (2,40 ± 0,17) % (n = 3) от общего 
клеточного белка, на что сделана поправка при последующей оценке доли целевого белка в клетках. 
Дальнейшая идентификация рекомбинантного белка в клетках продуцента проведена с применением 
иммуноферментного анализа.

Проверка антигенных свойств целевого белка с помощью иммуноферментного анализа. Метод 
иммуноферментного анализа позволяет определить, взаимодействует ли целевой белок с соответствую-
щими антителами, при этом избежав трудностей с переносом целевого белка на мембрану из поли-
винилиденфторида, которые возникли при попытке проведения вестерн-блоттинга. Для иммунофер-
ментного анализа использовали образцы белка, отобранные в предыдущем эксперименте, – фракции 
белка из клеток с плазмидой pET-SOP, культивированных при температуре 37 °С, положительный и от-
рицательный контроль. Пробы доводили до одинаковой концентрации общего белка (каждый образец 
брали в четырех повторах). В качестве первичных антител в анализе использовали поликлональную 
анти сыворотку к ЦВС-2, а в качестве вторичных – антитела к свиному иммуноглобулину G, конъю-
гированные с пероксидазой хрена. В конце анализа была измерена оптическая плотность полученных 
образцов при 450 нм. Обобщенные результаты этих измерений представлены на рис. 2.

Как видно из рис. 2, оптическая плотность образцов с белком SOP заметно превышает оптическую 
плотность отрицательного контроля. Согласно проведенному дисперсионному анализу эта разница в оп-
тической плотности является статистически значимой ( p < 0,001 (7,454E – 6)). Данные иммунофермент-
ного анализа показывают, что в клетках продуцента, содержащих плазмиду pET-SOP, присутствует це-
левой модифицированный белок, который сохраняет свои эпитопные антигенные свойства. При этом 
оптическая плотность проб с нерастворимой фракцией значительно превышает оптическую плотность 
проб с растворимой фракцией, что указывает на преимущественное накопление целевого белка в не-
растворимом состоянии, это согласуется с результатами ПААГ-электрофореза.

Рис. 2. Результаты иммуноферментного анализа образцов белка  
из клеток E. coli с рекомбинантными плазмидами: 

1 – отрицательный контроль (общий белок из клеток без рекомбинантных плазмид);  
2 – положительный контроль (общий белок из клеток с плазмидой pET-TP3);  

3 – общий белок из клеток с плазмидой pET-SOP;  
4 – нерастворимая фракция белков из клеток с плазмидой pET-SOP;  

5 – растворимая фракция белков из клеток с плазмидой pET-SOP.  
Высота столбцов соответствует средней оптической плотности  

образцов при 450 нм, усы показывают стандартную ошибку среднего
Fig. 2. Results of enzyme-linked immunosorbent assay of proteins  

from E. coli cells with recombinant plasmids: 
1 – negative control (total protein from cells without recombinant plasmids);  

2 – positive control (total protein from cells with pET-TP3 plasmid);  
3 – total protein from cells with pET-SOP plasmid;  

4 – insoluble fraction of proteins from cells with pET-SOP plasmid;  
5 – soluble fraction of proteins from cells with pET-SOP plasmid.  

The height of the columns corresponds to the average  
optical density at 450 nm, the whiskers shows standard error of the mean
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Динамика накопления целевого белка в нерастворимой и растворимой формах. Проводилась 
индукция экспрессии гена при 37 °С. Пробы отбирали непосредственно перед добавлением индуктора 
и через каждые 30 мин после его добавления. Полученные образцы общего клеточного белка, а также 
растворимой и нерастворимой фракций проанализировали посредством ПААГ-электрофореза (рис. 3).

С помощью денситометрического анализа определяли процентное содержание белка SOP по отно-
шению к общему бактериальному белку, а также соотношение нерастворимой и растворимой фракций 
целевого белка. Чтобы избежать завышения доли целевого белка в клетке, в этом и последующих экспе-
риментах расчет производился с вычетом 2,4 % белка с молекулярной массой около 26 кДа, имевшегося 
в отрицательном контроле. Результаты анализа представлены на рис. 4. Согласно полученным данным 
первоначально белок SOP находится в клетках в растворимом состоя нии. Однако примерно через 1 ч 
после добавления ИПТГ, когда содержание целевого белка достигает (16,78 ± 3,16) % (n = 4) от общего 
клеточного белка, доля растворимой фракции снижается и целевой белок накапливается преимуще-
ственно в нерастворимой форме. При этом доля целевого белка через 2 ч после индукции достигает 
(24,06 ± 1,90) % (n = 4) от общего клеточного белка.

Рис. 3. Динамика накопления целевого белка в клетках E. coli  
при температуре культивирования 37 °С: а – общий клеточный белок;  

б – нерастворимая белковая фракция; в – растворимая белковая фракция.  
На всех электрофореграммах сверху указано время отбора проб  

с момента добавления индуктора (0; 0,5; 1,0; 1,5 и 2,0 ч);  
M – маркер молекулярного веса (справа указаны размеры белков (кДа)).  

Стрелкой обозначено расположение целевого белка SOP (26,35 кДа)
Fig. 3. Target protein accumulation dynamic in E. coli cells at cultivation temperature 37 °C: 

a – total cellular protein; b – insoluble protein fraction; c – soluble protein fraction. All figures  
above indicate the sampling time from the moment the inductor was added (0; 0.5; 1.0; 1.5 and 2.0 h);  

M – molecular weight marker (on the right are shown the protein sizes (kDa)).  
The arrow shows the target SOP protein placement (26.35 kDa)
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Особенности накопления белка SOP при различной температуре культивирования продуцента. 
После добавления индуктора клетки продуцента целевого белка культивировали при температуре 37; 
30; 25 и 18 °С. Отрицательный контроль (клетки без плазмиды) выращивали при 37 °С. Пробы клеток 
анализировали с помощью ПААГ-электрофореза (рис. 5).

Рис. 4. Динамика накопления растворимой и нерастворимой форм целевого белка  
в клетках в процессе культивирования продуцента при 37 °С

Fig. 4. Dynamics of soluble and insoluble target protein  
accumulation in the cells during cultivation at 37 °C

Рис. 5. Результаты ПААГ-электрофореза проб, содержащих общий белок из клеток E. coli  
с рекомбинантной плазмидой pET-SOP, культивируемых при различной температуре: 

1 – отрицательный контроль (белок из клеток без рекомбинантной плазмиды);  
2 – белок, синтезирующийся при 18 °С; 3 – белок, синтезирующийся при 25 °С;  
4 – белок, синтезирующийся при 30 °С; 5 – белок, синтезирующийся при 37 °С;  

M – маркер молекулярной массы (справа указаны размеры белков (кДа)).  
Стрелками обозначен целевой белок SOP (26,35 кДа)

Fig. 5. Results of PAGE electrophoresis of samples with total protein from E. coli cells  
with recombinant plasmid pET-SOP, cultivated at different temperature: 
1 – negative control (protein from cells without recombinant plasmids);  

2 – protein expressed at 18 °C; 3 – protein expressed at 25 °С; 4 – protein expressed at 30 °С;  
5 – protein expressed at 37 °C; M – molecular weight marker (on the right are shown the protein sizes (kDa)).  

The arrows indicate the target protein SOP (26.35 kDa)
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Чтобы определить оптимальные условия для накопления белка SOP в растворимом и нерастворимом 
состоянии, из образцов культур, выращенных при различной температуре, выделяли растворимую и не-
растворимую фракции, из которых готовили пробы для ПААГ-электрофореза (рис. 6). 

В ходе денситометрического анализа установлено, что наибольшее количество целевого белка 
((24,06 ± 1,90) % от общего белка) синтезируется в клетках, культивируемых при 37 °С, при этом он 
накапливается преимущественно в нерастворимой форме. При 30 °С содержание белка SOP достигает 
(14,93 ± 1,23) % (n = 5) от общего количества белка в клетке, при этом он присутствует как в раство-
римой, так и в нерастворимой фракции примерно в одинаковых пропорциях. При 25 °С содержание 
рекомбинантного белка снижается до (8,94 ± 1,33) % (n = 5), а при 18 °С – до (6,45 ± 0,76) % (n = 5). При 
18–25 °С белок SOP находится преимущественно в растворимом состоянии, а нерастворимый белок 
присутствует в незначительных количествах. Результаты анализа представлены на рис. 7.

Рис. 6. Результаты ПААГ-электрофореза разных фракций белка из клеток E. coli  
с рекомбинантной плазмидой pET-SOP, культивируемых при различной температуре: 
1 – отрицательный контроль (общий белок из клеток без рекомбинантной плазмиды);  

2 – нерастворимая фракция, образующаяся при 18 °С; 3 – растворимая фракция, образующаяся при 18 °С;  
4 – нерастворимая фракция, образующаяся при 25 °С; 5 – растворимая фракция, образующаяся при 25 °С;  
6 – нерастворимая фракция, образующаяся при 30 °С; 7 – растворимая фракция, образующаяся при 30 °С;  
8 – нерастворимая фракция, образующаяся при 37 °С; 9 – растворимая фракция, образующаяся при 37 °С;  

M – маркер молекулярной массы (справа указаны размеры белков (кДа)).  
Стрелками обозначен целевой белок SOP (26,35 кДа)

Fig. 6. Results of PAGE electrophoresis of various protein fractions from E. coli cells  
with recombinant plasmid pET-SOP, cultivated at different temperature: 

1 – negative control (total protein from cells without recombinant plasmid); 2 – insoluble fraction formed at 18 °C;  
3 – soluble fraction formed at 18 °C; 4 – insoluble fraction formed at 25 °C; 5 – soluble fraction formed at 25 °C;  

6 – insoluble fraction formed at 30 °C; 7 – soluble fraction formed at 30 °C; 8 – insoluble fraction formed at 37 °C;  
9 – soluble fraction formed at 37 °C; M – molecular weight marker (on the right are shown the protein sizes (kDa)).  

The arrows indicate the target protein SOP (26.35 kDa)

Рис. 7. Влияние температуры культивирования на биосинтез целевого белка в клетках E. coli
Fig. 7. Effect of cultivation temperature on the biosynthesis of the target protein in E. coli cells
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Обсуждение результатов. Белок капсида ЦВС-2 является антигеном, необходимым для получения 
вакцины, в связи с чем проводится множество исследований по оптимизации его производства. Один 
из таких способов – получение рекомбинантного белка в клетках E. coli, однако ген белка капсида ЦВС-2 
требует значительной модификации для повышения уровня его экспрессии в бактериях. Без оптими-
зации белок капсида ЦВС-2 составляет только 8,6 % от общего количества белка в клетке продуцен-
та [8], тогда как различные варианты модифицированного белка могут составлять от 13–14 % [8; 9; 13] 
до 22 % [14] от общего количества белка в клетке. Таким образом, уровень экспрессии свыше 20 % 
от общего белка в клетках E. coli можно считать достаточно высоким. Модифицированный рекомби-
нантный белок SOP накапливается в количестве более 24 % от общего клеточного белка, что позволяет 
отнести сконструированный штамм-продуцент к производственно значимым штаммам-продуцентам. 
Такой уровень экспрессии достигнут за счет сочетания оптимизации кодонов и удаления N-концевого 
участка белка, затрудняющего экспрессию.

Также установлено, что наиболее высокий уровень синтеза целевого белка соответствует темпера-
туре культивирования штамма-продуцента 37 °С, при которой бóльшая часть рекомбинантного белка 
накапливается в нерастворимом состоянии (в виде телец включения), это согласуется с результатами 
других экспериментов по биосинтезу гетерологичных белков [15]. Стоит отметить, что в работах по 
получению растворимого белка капсида цирковируса температура, при которой проводилась индукция 
экспрессии, отличается: 16 °C [16], 20 °С [17], 30 °С [18], 37 °С [19]. Это может быть связано с тем, 
что авторы указанных работ получали разные варианты данного белка (полноразмерный или укоро-
ченный белок, с оптимизацией кодонов гена или без нее и т. д.), которые имели свои особенности на-
копления в бактериальной клетке. Также различие результатов может объясняться разными способами 
разрушения клеток и выделения растворимого белка. Способ выделения белка может повлиять на его 
третичную структуру и функциональность. Так, в некоторых случаях разрушение клеток ультразвуком 
позволяло выделить больше белка в растворимой форме, чем при использовании реагента B-PER, од-
нако снижало долю функционального белка [10].

Проведенное исследование показало, что можно получать целевой белок в необходимой форме, варьи-
руя температуру экспрессии. При условиях культивирования и методе разрушения клеток, использован-
ных в данной работе, оптимальная температура для получения растворимого белка SOP составляет 25 °С. 
Наибольшее содержание рекомбинантного белка достигается при 37 °С, при этом он накапливается пре-
имущественно в нерастворимом состоянии. Таким образом, данная температура является оптимальной 
для получения большого количества целевого белка, однако затем потребуется либо изменение методов 
выделения белка, либо солюбилизация и рефолдинг полученного нерастворимого продукта [20], либо 
его использование непосредственно в виде телец включения [21].

Установлено, что укороченный и оптимизированный рекомбинантный белок капсида ЦВС-2 сохраняет 
свою антигенную активность. Эффективное связывание с антителами против капсида цирковируса дает 
надежду, что получаемый целевой рекомбинантный белок может быть использован в качестве антигена 
для производства вакцины. В связи с этим целесообразны дальнейшие исследования иммуногенности 
рекомбинантного белка капсида ЦВС-2 для определения наиболее эффективного и экономически вы-
годного варианта вакцины. 

Заключение
В клетках сконструированного бактериального штамма-продуцента, наследующего плазмиду pET-SOP 

с оптимизированным геном капсидного белка SOP (субъединичного рекомбинантного антигена ЦВС-2b), 
успешно индуцируется синтез этого целевого продукта. При температуре 37 °С в течение 2 ч после ин-
дукции доля целевого белка достигает 24 % от общего количества белка в клетке, при этом он накапли-
вается в основном в виде телец включения. При понижении температуры культивирования до 18–25 °С 
доля целевого белка в клетке продуцента снижается и он находится преимущественно в растворимом 
состоянии. Полученные данные позволяют отнести бактериальный штамм, содержащий сконструи-
рованную рекомбинантную плазмиду с модифицированным геном вируса, к эффективным производ-
ственным продуцентам целевого белка. Особенности его накопления в клетках позволяют получать 
целевой продукт как в растворимой, так и в нерастворимой форме, варьируя температуру и время экс-
прессии. Взаимодействие белка SOP с антисывороткой к ЦВС-2 указывает на потенциальную возмож-
ность использования данного белка для получения вакцины. 
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ДИНАМИКА КИШЕЧНОЙ МИКРОБИОТЫ ПАЦИЕНТОВ  
С ОНКОГЕМАТОЛОГИЧЕСКИМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ  

ПОСЛЕ АЛЛОГЕННОЙ ТРАНСПЛАНТАЦИИ  
ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

Е. В. ОХРЕМЧУК1), Е. Я. СКОПОВЕЦ 2), А. Э. ОХРЕМЧУК1),  
Н. П. КИРСАНОВА2), А. В. СИДОРЕНКО1), Л. Н. ВАЛЕНТОВИЧ1)

1)Институт микробиологии НАН Беларуси, 
ул. Академика Купревича, 2, 220141, г. Минск, Беларусь 

2)Республиканский научно-практический центр детской онкологии, гематологии и иммунологии,  
ул. Фрунзенская, 43, 223053, д. Боровляны, Минский район, Беларусь

Исследована динамика микробиоты кишечника 32 пациентов после аллогенной трансплантации гемопоэти-
ческих стволовых клеток. Показано, что обратный индекс Симпсона, характеризующий таксономическое раз-
нообразие микробиоты, на 14-й и 30-й дни после трансплантации снижается более чем в 3 раза и к 100-му дню 
возвращается к исходному уровню. Связи между снижением биоразнообразия микробиоты и развитием посттранс-
плантационных осложнений не выявлено. Отмечен индивидуальный характер изменений качественного и коли-
чественного состава микробиоты пациентов после трансплантации. Определен ряд бактериальных таксонов, та-
ких как семейства Streptococcaceae, Actinomycetaceae, Acidaminococcaceae, Akkermansiaceae, Desulfovibrionaceae, 
Prevotellaceae, роды Streptococcus, Clostridioides, Phascolarctobacterium, Paraprevotella, Bilophila, Akkermansia, Cop-
rococcus, Sutterella, Alistipes, изменение представленности которых связано с развитием посттрансплантационных  
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осложнений. Выдвинуто предположение, что повышенная относительная численность представителей отдела Pro-
teobacteria, семейств Actinomycetaceae и Streptococcaceae, рода Streptococcus до трансплантации может являться по-
тенциальным биомаркером развития реакции «трансплантат против хозяина».

Ключевые слова: микробиом; реакция «трансплантат против хозяина»; дисбиоз; метагеномика.
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In this study, we described the dynamics of intestinal microbiota of 32 patients after allogeneic hematopoietic stem cell 
transplantation (HSCT). After HSCT, on 14th day and 30th day, the inverse Simpson index value was more than 3 times lower 
compared to the pre-HSCT period. Biodiversity became more similar to the pre-HSCT level by 100th day. The correlation 
between diversity of microbiota and development of post-HSCT complications wasn’t observed. Our findings indicated indi-
vidual-specific changes in the taxonomic structure of patients’ microbiota after HSCT. Changes in the relative abundance of 
the bacterial families Streptococcaceae, Actinomycetaceae, Acidaminococcaceae, Akkermansiaceae, Desulfovibrionaceae, 
Prevotellaceae, genera Streptococcus, Clostridioides, Phascolarctobacterium, Paraprevotella, Bilophila, Akkermansia, Co-
prococcus, Sutterella, Alistipes appear to be associated with the development of post-HSCT complications. High abundance 
of phylum Proteobacteria, families Actinomycetaceae and Streptococcaceae, genus Streptococcus before HSCT can be con-
sidered as a potential predictor of graft-versus-host disease development in the post-HSCT period.

Keywords: microbiome; graft-versus-host disease; dysbiosis; metagenomics.
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Введение
Аллогенная трансплантация гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК) широко применяется при 

лечении онкогематологических заболеваний. Однако реципиенты ТГСК подвергаются высокому риску 
развития осложнений, таких как реакция «трансплантат против хозяина» (РТПХ), синдром синусои-
дальной обструкции, бактериальные инфекции и др. Острая РТПХ (оРТПХ) является одной из основ-
ных причин смертности пациентов, перенесших трансплантацию [1; 2].

Рядом исследователей показано, что высокая частота инфекционных и иммунных осложнений с ле-
тальными исходами после ТГСК ассоциирована с кишечным дисбиозом – снижением общего разно-
образия микробиоты и количества облигатно-анаэробных комменсальных бактерий, а также размноже-
нием патогенных и (или) условно-патогенных микроорганизмов [3–5]. Считается, что развитие РТПХ 
инициируется каскадом воспалительных реакций, вызванных повреждением тканей и транслокацией 
бактерий из кишечника [6]. Сообщалось, что состав микробиоты кишечника реципиентов ТГСК при 
приживлении нейтрофилов может являться предиктором развития оРТПХ [7].

Изменения качественного и количественного состава кишечной микробиоты в ранние сроки после 
ТГСК – период максимального риска осложнений и летальных исходов – все еще мало изучены. Од-
нако обсуждается возможность использования микробных биомаркеров для прогнозирования риска 
развития посттрансплантационных осложнений, в том числе РТПХ. В данном исследовании предпри-
нята попытка проанализировать изменения состава микробиоты пациентов с онкогематологическими 
заболеваниями после ТГСК (первые 100 дней), выявить взаимосвязь между степенью дисбиоза и кли-
ническим проявлением инфекционных и иммунологических осложнений, определить потенциальные 
микробные маркеры развития РТПХ.
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Материалы и методы исследования
Исследование одобрено комитетом по медицинской этике Республиканского научно-практического 

центра детской онкологии, гематологии и иммунологии. Все пациенты, включенные в исследование, 
либо их родители дали письменное информированное согласие на сбор и анализ клинических данных, 
а также образцов биологического материала. Сбор клинических данных проводился путем ретроспек-
тивного обзора клинических карт лицами, не участвующими в анализе микробиоты.

Исследуемая группа пациентов. В исследование включены 32 пациента с онкогематологическими 
заболеваниями в возрасте от 2 до 29 лет (медиана 10,5 года), проходивших лечение в условиях дневного 
стационара на базе Республиканского научно-практического центра детской онкологии, гематологии 
и иммунологии. Перед ТГСК пациентам назначался миелоаблативный либо немиелоаблативный режим 
кондиционирования с учетом возраста и соматического статуса, источника стволовых клеток, степени 
совместимости между донором и реципиентом, типа и стадии болезни. За период наблюдения после 
ТГСК (100 дней) у 8 пациентов развилась РТПХ различной степени тяжести; для 6 пациентов отмечен 
летальный исход, однако ни у одного из них не выявлены признаки РТПХ. Медиана возраста в группе 
пациентов с РТПХ составила 16,0 года (интерквартильный размах 5–29 лет), в группе пациентов без 
РТПХ – 6,0 года (интерквартильный размер 2–28 лет). Общая характеристика1 пациентов и парамет ров 
ТГСК представлена в табл. 1. 

Т а б л и ц а  1
Основные характеристики пациентов и параметры ТГСК

Ta b l e  1
Characteristics of patients and hematopoietic stem  

cell transplantation (HSCT) parameters

Параметр
Количество пациентов (доля, %)

с РТПХ без РТПХ всего

Половая принадлежность
Женщины 4 (50,0) 10 (41,7) 14 (43,7)
Мужчины 4 (50,0) 14 (58,3) 18 (56,3)

Диагноз
Острый лимфобластный лейкоз 5 (62,5) 4 (16,7) 9 (28,1)
Острый миелоидный лейкоз 2 (25,0) 4 (16,7) 6 (18,8)
Приобретенная апластическая анемия 0 (0) 5 (20,9) 5 (15,6)
Неходжкинская лимфома 1 (12,5) 2 (8,3) 3 (9,4)
Первичный иммунодефицит 0 (0) 3 (12,5) 3 (9,4)
Миелодиспластический синдром 0 (0) 2 (8,3) 2 (6,3)
Анемия Блекфена – Даймонда 0 (0) 1 (4,2) 1 (3,1)
Талассемия 0 (0) 1 (4,2) 1 (3,1)
Острый бифенотипический лейкоз 0 (0) 1 (4,2) 1 (3,1)
Лимфома Ходжкина 0 (0) 1 (4,2) 1 (3,1)

Режим кондиционирования
Миелоаблативный 8 (100,0) 15 (62,5) 23 (71,9)
Немиелоаблативный 0 (0) 9 (37,5) 9 (28,1)

Вид ТГСК
От HLA-идентичного  
неродственного донора 4 (50,0) 10 (41,7) 14 (43,7)

От совместимого родственного донора 0 (0) 8 (33,3) 8 (25,0)
Гаплоидентичная 4 (50,0) 6 (25,0) 10 (31,3)

1Более подробную характеристику пациентов см. в прил. 1: http://bio.bsu.by/ebb/2022/2/supplementary_data_1.pdf.
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Параметр
Количество пациентов (доля, %)

с РТПХ без РТПХ всего

Источник стволовых клеток
Костный мозг 2 (25,0) 15 (62,5) 17 (53,1)
Периферические стволовые клетки 6 (75,0) 9 (37,5) 15 (46,9)

Сбор и хранение биоматериала. Образцы кала собирали у пациентов в нескольких контрольных 
точках: до ТГСК (n = 30) и через 14 дней (n = 19), 30 дней (n = 21) и 100 дней (n = 15) после трансплан-
тации. Сбор биоматериала осуществляли в стерильные криопробирки объемом 2 мл с металлическим 
шариком (диаметр 4,5 мм) для гомогенизации и перемешивания содержимого. Образцы кала заморажи-
вали при –20 °C, затем хранили при –80 °C до выделения ДНК.

Секвенирование и биоинформатическая обработка данных. Выделение метагеномной ДНК из об-
разцов кала осуществляли с помощью набора NucleoSpin® DNA Soil (740780; Macherey-Nagel, Герма ния). 
Подготовку библиотек для секвенирования проводили в соответствии с руководством 16S Metagenomic 
Sequencing Library Preparation (Illumina, США). Для определения нуклеотидных последовательнос-
тей V3–V4 вариабельного региона генов 16S рРНК использовали комплект реактивов MiSeq Reagent 
Kit v3 (600-cycle) (MS-102-3003; Illumina) и секвенатор MiSeq (Illumina). Удаление последовательнос-
тей праймеров и объединение прочтений2 выполняли с помощью скрипта preprocess16S (https://github.
com/masikol/preprocess16S ). Последующую обработку данных осуществляли с использованием среды 
программирования R. Для контроля качества объединенных прочтений, конструирования таблицы ва-
риантов ампликонных последовательностей, удаления химерных последовательностей и присвоения 
таксономического статуса применяли конвейер dada2 (https://benjjneb.github.io/dada2/ ). При таксоно-
мической классификации в качестве референса использовали тренировочный набор данных на основе 
базы данных Silva SSU NR99 (версия 138) [8], форматированный для применения в конвейере dada2. 
Удаление предположительно контаминирующих последовательностей осуществляли с помощью би-
блиотеки de contam (https://benjjneb.github.io/decontam/ ). Для вычисления и визуализации обратного ин-
декса Симпсона [9] использовали возможности библиотеки phyloseq (https://joey711.github.io/phyloseq/ ). 
Для попарных сравнений применяли Т-критерий Вилкоксона [10], для поправки на множественную 
проверку гипотез – метод Бенджамини – Хохберга [11]. Вычисление логарифма кратного изменения 
(log2FoldChange) представленности вариантов ампликонных последовательностей и соответствующих 
значений средней доли ложных отклонений гипотезы (FDR) проводили с помощью библиотеки DESeq2 
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html ).

Результаты и их обсуждение
Биоразнообразие и динамика кишечной микробиоты пациентов после ТГСК. Разнообразие микро-

биоты пациентов с онкогематологическими заболеваниями анализировали до ТГСК (медиана за 8 дней 
до ТГСК) и через 14; 30; 100 дней после трансплантации. Медиана обратного индекса Симпсона, описы-
вающего вероятность принадлежности двух случайно отобранных из неопределенно большого сообще-
ства прочтений к разным таксономическим единицам, у пациентов до ТГСК составляла 9,5, на 14-й день 
после ТГСК – 2,1, на 30-й день – 3,1, на 100-й день – 9,7. Таким образом, через 14 и 30 дней после транс-
плантации наблюдалось статистически значимое снижение биоразнообразия кишечной микробиоты 
реципиентов ТГСК. Наблюдаемые изменения, вероятно, связаны с предшествующим ТГСК кондицио-
нированием, а также интенсивной антибиотикотерапией после трансплантации. Через 100 дней после 
ТГСК биоразнообразие кишечной микробиоты пациентов возвращалось к уровню предтрансплантацион-
ного периода (рис. 1). Резкое снижение α-разнообразия микробиоты, особенно между точкой до ТГСК 
и 14-м днем после трансплантации, отмечено и в других исследованиях [12; 13]. В работе Э. Илетт с кол-
легами статистически значимые отличия в уровне α-разнообразия кишечного микробоценоза наблюдали 
также между предтрансплантационным периодом и 100-м днем после ТГСК [14].

Основываясь на статистически значимых отличиях в значениях обратного индекса Симпсона у па-
циентов до ТГСК и через 14 и 30 дней после трансплантации, авторы проверили гипотезу о наличии 
связи между уровнем биоразнообразия кишечной микробиоты и развитием посттрансплантационных 
осложнений. В настоящем исследовании статистически значимых отличий в таксономическом разно-
образии микробных сообществ кишечника у реципиентов ТГСК с симптомами РТПХ и без данного  

2 Информацию о количестве прочтений, приходящихся на каждый образец, см. в прил. 2: http://bio.bsu.by/ebb/2022/2/
supplementary_data_2.xlsx.

О ко н ч а н и е  т а б л .  1
E n d i n g  t a b l e  1
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осложнения не выявлено (рис. 2). Также не обнаружено взаимосвязи между биоразнообразием ки-
шечной микробиоты и режимом кондиционирования (миелоаблативным либо немиелоаблативным). 
Схожие результаты опубликованы Э. Илетт с коллегами [14]. С другой стороны, рядом исследований 
показано, что снижение биоразнообразия кишечной микробиоты у реципиентов ТГСК связано с режи-
мом кондиционирования и антибиотикотерапией и может индуцировать оРТПХ [15; 16]. У взрослых 
пациентов, перенесших ТГСК и имеющих симптомы РТПХ, отмечено значимое уменьшение таксоно-
мического разнообразия микробиоты по сравнению с пациентами, у которых РТПХ не диагностирова-
лась [17]. Таким образом, полученные в настоящее время данные, касающиеся роли биоразнообразия 
кишечной микробиоты в развитии РТПХ, довольно противоречивы, что свидетельствует о необходи-
мости проведения дальнейших исследований в этом направлении.

Авторы проанализировали динамику представленности четырех наиболее характерных для микро-
биоты здоровых людей отделов бактерий (Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria) в ки-
шечнике пациентов в разных временных точках после ТГСК (рис. 3). Количество представителей отдела 
Firmicutes изменялось незначительно. Данный факт примечателен, так как в исследованиях других на-
учных групп отмечено снижение относительной численности фирмикут после ТГСК [12; 18], а в ряде 
работ низкая доля этих бактерий ассоциирована с дисбиозом [19]. Представленность отдела Bacteroide-
tes снижалась в поздний посттрансплантационный период ( р < 0,001), что согласуется с литературны-
ми данными [12; 19]. Доля представителей отдела Actinobacteria уменьшалась в ранний период после 
ТГСК ( р = 0,019), но возвращалась к исходному уровню уже через 30 дней. В исследовании С. Куиди 
с соавторами также отмечено снижение доли актинобактерий у реципиентов ТГСК [19]. Количество 
представителей отдела Proteobacteria варьировалось в широких пределах и статистически значимо не 
отличалось у пациентов с симптомами РТПХ и без данного осложнения. Отсутствие достоверных от-
личий в доле протеобактерий отмечено и в работе Н. Манцини с соавторами [12]. В ранее упомянутом 
исследовании С. Куиди с коллегами, напротив, выявлено повышение относительного количества пред-
ставителей отдела Proteobacteria после ТГСК [19].

Наиболее распространенными семействами бактерий в кишечнике пациентов до ТГСК были Lachno-
spiraceae, Bacteroidaceae и Ruminococcaceae, относительно высокое содержание которых характерно 
и для кишечной микробиоты здоровых людей [20]. Значительную долю также занимали представители се-
мейств Enterococcaceae, Streptococcaceae, Enterobacteriaceae, Peptostreptococcaceae и др. Через 14 дней пос-
ле трансплантации состав микробиоты пациентов характеризовался существенными индивидуальными 

Рис. 1. Динамика a-разнообразия кишечной микробиоты у реципиентов ТГСК.  
Уровень значимости p установлен с помощью Т-критерия Вилкоксона с применением  
метода Бенджамини – Хохберга для поправки на множественную проверку гипотез: 

* – p ≤ 0,05; ** – p ≤ 0,001; *** – p ≤ 0,000 1
Fig. 1. Changes in alpha diversity of gut microbiota in HSCT recipients.  
The Wilcoxon pairwise test with the Benjamini – Hochberg procedure  

was used to estimate and correct the p-values: 
* – p ≤ 0.05; ** – p ≤ 0.001; *** – p ≤ 0.000 1
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отличиями, что могло быть связано со случайным характером колонизации желудочно- кишечного тракта 
после кондиционирования и ТГСК во время нахождения в дневном стационаре. Лишь 14 общих таксо-
нов с относительным содержанием более 0,1 % прочтений присутствовали у 50 % или более пациен-
тов. При этом самой распространенной и многочисленной группой являлись энтерококки, у отдельных 
пациентов занимающие более 95 % прочтений. Помимо семейства Enterococcaceae, детектировались 
семейства Bacteroidaceae, Streptococcaceae и Enterobacteriaceae. На 30-й день после ТГСК все еще пре-
обладали бактерии семейства Enterococcaceae, однако появлялись бактерии других семейств, таких как 
Erysipelatoclostridiaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Bifidobacteriaceae, присутствовавших в ки-
шечном микробиоме пациентов до трансплантации. Через 100 дней после ТГСК наиболее представлен-
ным в кишечнике пациентов являлось семейство Lachnospiraceae, также были распространены семей-
ства Enterobacteriaceae, Enterococcaceae, Streptococcaceae. Стоит отметить, что состав микробиоты на 
100-й день был все еще крайне вариабелен, для некоторых пациентов отмечено дисбиотическое состоя-
ние, что может свидетельствовать об инфекционном процессе в организме. Так, на уровне клинической 
картины у 2 реципиентов ТГСК диагностировали сепсис, вызванный бактериями вида Pseudomonas 
aeruginosa, у 3 реципиентов – стафилококковую инфекцию кровотока, у 1 реципиента – инфекцию кро-
вотока, вызванную бактериями рода Achromobacter, у остальных реципиентов – энтероколиты различной 
природы, вирусные инфекции, микозы и др.

Рис. 2. Значения обратного индекса Симпсона в группе пациентов без РТПХ  
и в группе пациентов с РТПХ: а – до ТГСК; б – на 14-й день после ТГСК; 

в – на 30-й день после ТГСК; г – на 100-й день после ТГСК. 
Уровень значимости p установлен с помощью Т-критерия Вилкоксона

Fig. 2. Inverse Simpson index in patients with and without graft-versus-host disease:  
a – in pre-HSCT period; b – on 14th day after HSCT;  

c – on 30th day after HSCT; d – on 100th day after HSCT. 
p-Values were estimated using the Wilcoxon rank sum test
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Таким образом, изменение качественного и количественного состава микробиоты пациентов после 
ТГСК носило индивидуальный характер. В большинстве случаев на фоне кондиционирования и анти-
биотикотерапии отмечались снижение таксономического разнообразия и смена доминирующих таксонов 
бактерий в ранний период после ТГСК (14-й и 30-й дни) и возвращение структуры микробиома к состоя-
нию, близкому к предтрансплантационному периоду, через 100 дней. На фоне дисбиотических изменений 
микробиоты у пациентов часто наблюдалось избыточное развитие условно-патогенных микроорганиз-
мов, в том числе энтерококков, стафилококков и энтеробактерий, что могло стать причиной инфекцион-
ных осложнений.

Связь между изменениями состава кишечной микробиоты и развитием посттрансплантацион-
ных осложнений. Сведения об изменениях таксономического состава микробиоты кишечника и от-
дельных таксонов микроорганизмов, которые могли бы служить маркерами, позволяющими прогнози-
ровать развитие РТПХ, не согласованы и часто противоречивы [21; 22]. Вероятно, это связано с тем, что 
состав микробиоты кишечника зависит от множества факторов, включая прием антибиотиков, конди-
ционирование, сопутствующие заболевания, питание, географические условия и др. [3; 22–25].

В настоящем исследовании в составе микробиоты пациентов выявлено статистически значимое уве-
личение относительной численности бактерий родов Staphylococcus, Pseudomonas и Enterococcus от 

Рис. 3. Изменение представленности наиболее многочисленных  
отделов бактерий в микробиоте кишечника пациентов после ТГСК

Fig. 3. Changes in the abundance of prevalent taxa of gut microbiota in patients after HSCT
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предтрансплантационного периода к 14-му и 30-му дням после ТГСК (FDR < 0,01) (табл. 2). Возрас-
тание доли стафилококков в ранний посттрансплантационный период упоминалось и в работе Э. Илетт 
с соавторами [14]. Кроме того, положительные значения log2FoldChange установлены для родов Steno-
trophomonas и Lactococcus. Между точкой до ТГСК и 100-м днем после трансплантации изменялась 
доля представителей рода Klebsiella (FDR < 0,01).

Т а б л и ц а  2
Значения log2FoldChange представленности  

таксонов бактерий в микробиоте пациентов между точкой  
до ТГСК и 14, 30, 100-м днями после трансплантации

Ta b l e  2
Log2FoldChange in the relative abundance of bacterial taxa  

in the microbiota of patients between the point  
before HSCT and 14, 30, 100th days after transplantation

Род

Значение log2FoldChange 

между точкой  
до ТГСК и 14-м днем  
после трансплантации

между точкой  
до ТГСК и 30-м днем 
после трансплантации

между точкой  
до ТГСК и 100-м днем 
после трансплантации

Staphylococcus 5,47 8,19 –

Pseudomonas 8,23 12,88 –

Enterococcus 3,63 4,43 –

Stenotrophomonas 9,74 – –

Lactococcus – 3,91 –

Klebsiella – – 6,73

Колонизация кишечника пациентов бактериями рода Stenotrophomonas, в частности видом S. malto-
philia, может быть связана с пребыванием в онкологическом отделении и терапией после ТГСК. К факто-
рам риска заселения кишечного тракта бактериями S. maltophilia относят тяжелый мукозит и нейтро-
пению, длительную терапию и прием антибиотиков [26–28]. Исследуемые пациенты входили в группу 
риска, так как перед трансплантацией им назначалась интенсивная химио- и антибиотикотерапия, что 
приводило к фебрильной нейтропении, а у 3 пациентов был диагностирован мукозит. Колонизация ки-
шечника бактериями S. maltophilia отмечена у 8 из 32 пациентов. Увеличение доли данных бактерий 
происходило в ранний период после ТГСК, а к 100-му дню их численность снижалась.

Доля бактерий рода Klebsiella также повышалась после ТГСК. Высокая численность клебсиелл 
(0,3–99,9 %) на 100-й день наблюдалась у 6 пациентов, из них у 4 пациентов до ТГСК клебсиеллы не 
детектировались, а у 2 пациентов занимали малую долю (< 0,01 %). Лишь у 1 пациента бактерии рода 
Klebsiella до ТГСК выявлялись в количестве 1,7 % от всех прочтений, а через 100 дней после транс-
плантации не обнаруживались. Таким образом, вероятно, клебсиеллы попадали в организм пациентов 
во время нахождения в лечебном отделении.

Для выявления связи между изменением представленности определенных таксонов бактерий в ки-
шечном микробиоме реципиентов ТГСК и развитием РТПХ были изучены различия в количестве про-
чтений генов 16S рРНК на разных таксономических уровнях у пациентов с данным осложнением и без 
него. Установлено, что осложнения различной степени тяжести развивались у пациентов, в микробиоме 
которых до ТГСК была повышена доля представителей отдела Proteobacteria, семейств Actinomycetaceae 
и Streptococcaceae, а также рода Streptococcus (табл. 3).

Представители отдела Proteobacteria у пациентов без осложнений занимали до 22,72 % прочтений 
с медианой 0,55 %, а у пациентов с РТПХ – до 59,89 % с медианой 3,25 % (рис. 4). Стоит отметить, что 
протеобактерии часто чрезмерно представлены при кишечных и внекишечных заболеваниях, сопровож-
дающихся воспалительным процессом [29]; связь бактерий отдела Proteobacteria с развитием РТПХ 
отмечалась и ранее [16; 30]. Рядом исследователей показано, что увеличение доли протеобактерий кор-
релирует со снижением соотношения лимфоцитов Treg / Th17 [16], первые из которых обладают про-
тивовоспалительной активностью, а вторые опосредованно стимулируют выработку антимикробных 
пептидов эпителиальными клетками кишечника [31; 32]. Таким образом, повышенная численность бак-
терий отдела Proteobacteria в кишечнике увеличивает риск инфекционных осложнений.
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Т а б л и ц а  3
Таксоны в составе кишечного  

микробиома пациентов, доля которых  
была повышена у пациентов с РТПХ (FDR << 0,01)

Ta b l e  3
Taxa of the patients’ intestinal microbiome,  
which show increased relative abundance  

in patients with graft-versus-host disease (FDR << 0.01)

Таксон Значение 
log2FoldChange 

Proteobacteria 3,72
Actinomycetaceae 3,01
Streptococcaceae 4,47
Streptococcus 3,44

Семейство Actinomycetaceae в микробиоме пациентов без РТПХ составляло до 0,48 % прочтений с ме-
дианой 0,02 %, в то время как у пациентов с РТПХ на данный таксон приходилось от 0,01 до 0,94 % 
с медианой 0,06 % (см. рис. 4). Стоит отметить, что полученные авторами результаты противоречат 
ряду исследований, продемонстрировавших уменьшение доли бактерий семейства Actinomycetaceae 
у пациентов с оРТПХ [33]. В то же время показано, что высокое содержание в микробиоме бактерий 
γ-Proteobacteria положительно коррелирует со смертельным исходом, а высокая относительная числен-
ность бактерий Lachnospiraceae и Actinomycetaceae – с благоприятным исходом ТГСК [3]. За время 
наблюдения летальный исход зафиксирован у 6 пациентов, однако ни у одного из них смерть не была 
связана с развитием РТПХ.

Доля прочтений, приходящихся на семейство Streptococcaceae, у пациентов без РТПХ колебалась 
от 0,10 до 4,71 % с медианой 0,98 %, а у пациентов с РТПХ – от 0,14 до 81,79 % с медианой 8,19 %. На род 
Streptococcus у пациентов с РТПХ приходилось от 0,09 до 79,39 % с медианой 6,56 % (см. рис. 4). Доми-
нирование стрептококков в составе микробиоты пациентов после трансплантации является достаточно 
распространенным и считается одной из наиболее частых причин инфекций кровотока после ТГСК [34].

Рис. 4. Различия в представленности отдельных  
таксонов бактерий в кишечном микробиоме пациентов  

без РТПХ и пациентов с РТПХ
Fig. 4. Differences in given taxa abundance in patients  

with and without graft-versus-host disease
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На основании представленных данных можно предположить, что высокая относительная числен-
ность бактерий отдела Proteobacteria, семейств Actinomycetaceae и Streptococcaceae, рода Streptococcus 
в микробиоте кишечника пациентов до ТГСК может рассматриваться как потенциальный биомаркер 
развития РТПХ, однако для подтверждения данной гипотезы необходимы дальнейшие исследования 
на большей выборке пациентов.

На фоне присутствия перечисленных бактериальных таксонов в повышенном количестве у пациен-
тов с РТПХ было снижено содержание представителей отделов Verrucomicrobia и Desulfobacterota, се-
мейств Acidaminococcaceae, Akkermansiaceae, Desulfovibrionaceae и Prevotellaceae, родов Clostridioides, 
Phascolarctobacterium, Bilophila, Akkermansia, Paraprevotella, Coprococcus, Sutterella, Alistipes, Oscillo-
spiraceae NK4A214 и Eubacterium siraeum.

Представители семейства Acidaminococcaceae, и в частности рода Phascolarctobacterium, являются 
продуцентами пропионовой кислоты [35], снижение их численности отмечено у пациентов с колорек-
тальным раком [36].

Представители семейства Akkermansiaceae являются продуцентами короткоцепочечных жирных кис-
лот и широко распространены в микробиоте кишечника здоровых людей. Снижение содержания бакте-
рий данного семейства и непосредственно рода Akkermansia отмечали при сахарном диабете, синдроме 
раздраженного кишечника, гипертонии, ожирении, болезнях печени [37– 42]. В настоящее время род 
Akkermansia включают в перечень микроорганизмов, которые в перспективе можно использовать в ка-
честве альтернативы противовоспалительной и иммуносупрессивной терапии [43].

Влияние бактерий семейства Prevotellaceae на здоровье человека пока считается неоднозначным. 
Повышенную долю представителей семейства Prevotellaceae связывают с пародонтитом, бактериаль-
ным вагинозом, системным воспалением, ревматоидным артритом и метаболическими нарушениями. 
Имеются сведения, что воспаление слизистых, опосредованное превотеллой, приводит к системному 
распространению медиаторов воспаления, что может влиять на исход системных заболеваний [44]. 
В то же время показано, что представители семейства Prevotellaceae продуцируют короткоцепочечные 
жирные кислоты, нехватка которых является причиной повышенной проницаемости кишечника [45]. 
Род Paraprevotella – один из четырех родов семейства Prevotellaceae, для которого характерна продук-
ция короткоцепочечных жирных кислот. В 2019 г. Т. Таноэ с соавторами установил, что бактерии рода 
Paraprevotella индуцируют выработку γ-интерферона Т-клетками, не вызывая воспаления, опосредо-
ванного дендритными CD103+-клетками и главным комплексом гистосовместимости. Данный интер-
ферон играет решающую роль в противоопухолевом иммунитете и повышает эффективность примене-
ния ингибиторов иммунных контрольных точек [46].

Таким образом, снижение доли ряда семейств (Acidaminococcaceae, Akkermansiaceae, Prevotellaceae) 
и родов (Clostridioides, Phascolarctobacterium, Paraprevotella, Akkermansia, Alistipes и др.) кишечной 
микробиоты может влиять на иммунную систему, метаболический и функциональный статус желу-
дочно-кишечного тракта пациентов с РТПХ. Воздействие конкретных представителей микробиоты на 
статус пациентов с онкогематологическими заболеваниями требует дальнейшего изучения.

Следует отметить, что данное исследование ограничено небольшой выборкой пациентов с онкогема-
тологическими заболеваниями, перенесших ТГСК, которые относились к разным возрастным группам 
(2–29 лет), имели различный диагноз (острый лимфобластный лейкоз, острый миелоидный лейкоз, при-
обретенная апластическая анемия, неходжкинская лимфома и др.) и сопутствующие заболевания, про-
ходили лечение в условиях стационарного отделения одного медицинского учреждения. Каждый из этих 
факторов может влиять на качественный и количественный состав микробиоты кишечника и отчасти 
являться причиной отличия представленных результатов от данных, полученных другими исследова-
тельскими группами. В связи с этим желательно дальнейшее детальное изучение динамики изменения 
кишечной микробиоты реципиентов ТГСК на более репрезентативных и гомогенных группах пациен-
тов для разработки диагностических маркеров РТПХ и способов коррекции дисбиотических состоя-
ний в целях профилактики посттрансплантационных осложнений.

Заключение
Исследована динамика восстановления кишечной микробиоты пациентов с онкогематологически-

ми заболеваниями в ранние сроки после ТГСК. Выявлено, что изменения кишечного микробоценоза 
пациен тов носят индивидуальный характер, различия в таксономическом составе микроорганизмов 
более выражены в ранний период после трансплантации (14-й и 30-й дни). Настоящее исследование под-
тверждает, что дисбиоз у реципиентов ТГСК проявляется снижением общего разнообразия микробиоты. 
Медиана обратного индекса Симпсона на 14-й день после трансплантации была в 4,5 раза ниже медиа-
ны данного индекса до ТГСК. Однако связи между биоразнообразием кишечной микробиоты и развитием  
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осложнений после трансплантации, а также режимом кондиционирования не установлено. До транс-
плантации в составе кишечной микробиоты пациентов доминировали семейства Lachno spiraceae, Bacte-
roidaceae, Enterococcaceae, Ruminococcaceae, Streptococcaceae, Enterobacteriaceae, Pepto streptococcaceae. 
На 14-й день после ТГСК биоразнообразие было наименьшим, преобладали семейства Enterococcaceae, 
Bacteroidaceae, Streptococcaceae, Lactobacillaceae. Через 100 дней после трансплантации a-разнообразие 
микробиоты приближалось к предтрансплантационному уровню, детектировались таксоны, характер-
ные для периода до трансплантации (Erysipelatoclostridiaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae).

Обнаружена связь между развитием посттрансплантационных осложнений и изменением относи-
тельной численнос ти бактерий 3 отделов (Proteobacteria, Verrucomicrobia, Desulfobacterota), 6 семейств 
(Streptococcaceae, Actinomycetaceae, Acidaminococcaceae, Akkermansiaceae, Desulfovibrionaceae, Prevotel-
laceae) и 11 родов (Streptococcus, Clostridioides, Phascolarctobacterium, Paraprevotella, Bilophila, Akker-
mansia, Coprococcus, Sutterella, Alistipes, Oscillospiraceae NK4A214, Eubacterium siraeum) в кишечном 
микробиоме реципиентов ТГСК. Сделано предположение, что повышенная относительная численность 
представителей отдела Proteobacteria, семейств Actinomycetaceae и Streptococcaceae, рода Streptococcus 
до ТГСК может являться потенциальным биомаркером развития РТПХ.
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ХАРАКТЕРИСТИКА ШТАММОВ PRIESTIA MEGATERIUM Сp-1  
И RHODOCOCCUS JOSTII СА- 6, УСТОЙЧИВЫХ  

К СОЛЕВОМУ СТРЕССУ

Н. И. НАУМОВИЧ 1), З. М. АЛЕЩЕНКОВА1),  
И. Н. АНАНЬЕВА1), Г. В. САФРОНОВА1)

1)Институт микробиологии НАН Беларуси, 
ул. Академика Купревича, 2, 220141, г. Минск, Беларусь

Показано, что штаммы Priestia megaterium Ср-1 и Rhodococcus jostii СА-6 сохраняют способность к фосфат-
солюбилизации, азотфиксации и синтезу индолил-3-уксусной кислоты в условиях осмотического стресса, вызван-
ного хлоридом натрия в диапазоне концентраций 1197–2052 ммоль/л, а также положительно влияют на всхожесть 
семян и развитие проростков редиса розово-красного. Установлено, что пролин, бетаин и сахароза оказывают по-
ложительный эффект на рост штаммов P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6 и их способность адаптироваться к осмо-
тическому стрессу. В ходе масс-спектрометрического анализа выявлено, что внутриклеточное образование пролина 
и бетаи на у исследованных бактерий пропорционально связано с концентрацией хлорида натрия: при увеличении 
содержания NaCl в среде до 1197 ммоль/л уровень пролина повышается с 0,062 до 1,502 мкг/мл (Rh. jostii СА-6) 
и с 0,089 до 2,105 мкг/мл (P. megaterium Ср-1), а уровень бетаина – с 0,071 до 0,118 мкг/мл (Rh. jostii СА-6) и с 0,055 
до 0,219 мкг/мл (P. megaterium Ср-1).

Ключевые слова: азотфиксация; фосфатсолюбилизация; ростостимуляция; осмолиты; солевой стресс.
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The strains Priestia megaterium Ср-1 and Rhodococcus jostii CA-6 were shown to preserve phosphate-solubilising 
ability, nitrogen-fixing activity and synthesis of indole-3-acetic acid under osmotic stress conditions caused by sodium 
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chloride in concentration range of 1197–2052 mmol/L, as well as to promote seed germination rate and development 
of small ra dish seedlings. Proline, betaine and sucrose were found to exert a beneficial effect on growth and ability of strains 
P. megate rium Ср-1 and Rh. jostii CA-6 to adapt to osmotic stress. Mass spectrometric analysis has revealed that intracellular 
synthesis of proline and betaine in both bacteria was directly proportional to sodium chloride concentration: rising NaCl level 
in the medium to 1197 mmol/L was accompanied by increase in proline level from 0.062 to 1.502 µg /mL (Rh. jostii CA-6) and 
from 0.089 to 2.105 µg /mL (P. megaterium Ср-1), in a similar manner betaine production grew up from 0.071 to 0.118 µg /mL 
(Rh. jostii СА-6) and from 0.055 to 0.219 µg /mL (P. megaterium Ср-1).

Keywords: nitrogen fixation; phosphate solubilisation; growth stimulation; osmolytes; salt-induced stress.

Введение
Высокое содержание солей в почве является серьезным экологическим стрессом, который негативно 

влияет на биологическую активность почвы и рост растений. Для минимизации отрицательного воз-
действия абиотических факторов окружающей среды на растения активно применяются микроорга-
низмы, способные стимулировать рост растений в условиях засоления [1].

Солеустойчивые микроорганизмы используют различные механизмы адаптации к осмотическому 
стрессу, положительно влияющие на рост и развитие растений. К ним относят обеспечение растений 
питательными веществами посредством азотфиксации, фосфатсолюбилизации, синтеза осмопротек-
торов различной химической природы [2; 3]. Использование солеустойчивых ростостимулирующих 
ризобактерий в фиторемедиации агроэкосистем, страдающих от высокой концентрации солей в почве, 
указывает на их огромный потенциал [4].

В связи с вышеизложенным особый интерес представляют бактерии рода Priestia и рода Rhodococ-
cus, которые широко распространены в экстремальных экосистемах и характеризуются высокой адап-
тивной способностью [5]. Ранее авторами были выделены и идентифицированы ростостимулирующий 
азотфиксирующий штамм Rh. jostii СА-6 и ростостимулирующий фосфатсолюбилизирующий штамм 
P. megaterium Ср-1, растущие на среде, содержащей хлорид натрия в концентрации 2052 и 2565 ммоль/л 
соответственно. Данные штаммы перспективны для использования в технологии биоремедиации засо-
ленных почв и улучшения роста растений в условиях солевого стресса [6].

Цель настоящей работы – изучить сохранность агрономически ценных свойств солеустойчивых бакте-
рий Rh. jostii СА-6 и P. megaterium Ср-1 и их способность синтезировать осмолиты в условиях засоления.

Материалы и методы исследования
Объектом исследования являлись бактериальные штаммы P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6, вы-

деленные из образцов почвы, отобранной на территории ОАО «Беларуськалий». Как указывалось выше, 
они способны расти на среде, содержащей 2565 ммоль/л (15 %) и 2052 ммоль/л (12 %) NaCl соответствен-
но. Штаммы были идентифицированы с помощью секвенирования фрагмента гена 16S рРНК и масс-
спектрометрии MALDI-TOF и депонированы в Белорусской коллекции непатогенных микроорганизмов 
под регистрационными номерами БИМ В-1314Д (P. megaterium Cp-1) и БИМ В-1353Д (Rh. jostii СА-6) [6].

Физиолого-биохимические свойства исследуемых штаммов изучены с использованием автомати-
ческого бактериологического анализатора VITEK® 2 Compact (BioMérieux, Франция) и тест-системы 
Mikrolatest (Erba Lachema, Германия) для идентификации микроорганизмов. Каталазную и оксидаз-
ную активность штаммов определяли согласно методике, изложенной в работе [7]. Окраску бакте-
риальных штаммов осуществляли по Граму [7], микроскопирование проводили с помощью микроско-
па Nikon E200 (Nikon, Япония).

В работе использовали следующие концентрации хлорида натрия, ммоль/л: 171 (1 %), 342 (2 %), 
513 (3 %), 855 (5 %), 1197 (7 %), 1710 (10 %), 2052 (12 %).

Действие бактериальных штаммов Rh. jostii СА-6 и P. megaterium Ср-1 на всхожесть семян, рост 
и развитие проростков редиса розово-красного (Raphanus sativus var. radicula) в условиях засоления 
изучали с применением методов, изложенных в работе [8]. Семена контрольных растений замачивали 
в стерильной водопроводной воде, семена опытных растений – в 2 % растворе культуральной жид-
кости (КЖ), полученном путем внесения 2 мл КЖ в 98 мл стерильной водопроводной воды. Саму КЖ 
получали раздельным культивированием исследуемых штаммов в среде LB при скорости вращения 
лабораторной качалки (200 ± 20) об/мин и температуре (28 ± 2) °С в течение 48 ч. В чашках с кон-
трольными образцами фильтровальную бумагу увлажняли стерильной водопроводной водой, в чашках 
с опытными образцами – раствором хлорида натрия в концентрации 171–855 ммоль/л.
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Влияние хлорида натрия на способность штаммов синтезировать индолил-3-уксусную кислоту (ИУК) 
исследовали в процессе культивирования штаммов в течение 48 ч в жидкой среде LB [9, p. 1335–1885], 
содержащей 0,1 % триптофана и 1197; 1710; 2052 ммоль/л хлорида натрия. Концентрацию ИУК опре-
деляли колориметрическим методом при длине волны 530 нм путем сравнения оптической плотности 
образцов со стандартной кривой, полученной при измерении оптической плотности раствора, содержа-
щего ИУК в концентрации 10–100 мкг/мл [10].

Активность растворения фосфатов кальция в условиях засоления определяли в жидкой среде NBRIP 
(National Botanical Research Institute’s phosphate growth medium) [11], содержащей 5 г/л Са3(PO4)2 и 1197; 
1710; 2052 ммоль/л NaCl, по методу, изложенному в работах [12; 13], с использованием спектрофото-
метра РВ 2201А (SOLAR, Беларусь) при длине волны 540 нм. Концентрацию растворимого фосфора 
определяли путем сравнения оптической плотности исследуемых образцов со стандартной кривой, по-
лученной при измерении оптической плотности раствора, содержащего KH2PO4 в концентрации 2; 4; 
8; 12; 20; 30 мкг/мл [13].

Азотфиксирующую активность штамма Rh. jostii СА-6 в условиях осмотического стресса, вызванного 
хлоридом натрия, измеряли ацетиленовым методом на газовом хроматографе Хромос ГХ-1000 (Хромос 
Инжиниринг, Россия) [14].

Влияние осмолитов различной химической природы на рост солеустойчивых штаммов изучали пу-
тем культивирования их в жидкой среде М9 [7], содержащей пролин, бетаин и сахарозу в концентрации 
1 ммоль/л и хлорид натрия в концентрации 1197; 1710 и 2052 ммоль/л, в течение 72 ч с последующим 
высевом на поверхность плотной среды LB для определения титра жизнеспособных клеток [15].

Содержание пролина и бетаина в клетках определяли методом ВЭЖХ на хроматографе Agilent 1200 
c масс-селективным детектором типа «тройной квадруполь» Agilent 6410 (Agilent Technologies Inc., США). 
Бактериальную биомассу штаммов P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6 получали путем культивирова-
ния в среде М9, содержащей 1197 ммоль/л хлорида натрия, с последующим центрифугированием при 
13 000 об/мин в течение 5 мин. Полученную бактериальную биомассу разрушали с помощью ультра-
звука и фильтровали через шприцевый мембранный фильтр из регенерированной целлюлозы с разме-
ром пор 0,45 мкм. ВЭЖХ проводили с использованием колонки Agilent Zorbax XDB-C18 (4,6 × 150 мм, 
5 мкм) с температурой 40 °С в 0,1 % растворе трифторуксусной кислоты в деионизированной воде при 
скорости потока 0,5 мл/мин. Для количественного анализа бетаина и пролина осуществляли монито-
ринг заданных реакций (MRM) в режиме генерации положительных ионов при следующих переходах:

 • m/z 118 → m/z 59 (бетаин);
 • m/z 116 → m/z 70 (пролин).

В обоих случаях напряжение на фрагменторе и энергия в ячейке соударений составляли 100 и 20 В 
соответственно. Для построения калибровочной кривой использовали растворы пролина (Acros Orga-
nics, США) и бетаина (Беллесхимкомплект, Беларусь) в деионизированной воде в диапазоне концент-
раций от 0,02 до 2,00 мкг/мл. Количественный анализ хроматограмм проводили с применением про-
граммного обеспечения Agilent MassHunter Workstation (версия B.01.03) (Agilent Technologies Inc.).

Статистическую обработку результатов осуществляли в программе Microsoft Excel 2016. Данные пред-
ставлены в виде средних арифметических величин со среднестатистической ошибкой средних арифме-
тических величин.

Результаты и их обсуждение
Использованные в работе штаммы P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6 обладают комплексом агро-

номически ценных свойств и способны переносить абиотический стресс, вызванный повышенным со-
держанием хлорида натрия и дефицитом влаги в среде [6].

Бактерии P. megaterium Ср-1 – грамположительные спорообразующие аэробные палочки разме-
ром 5–7 мкм (рис. 1, а). Они образуют белые, округлые, выпуклые, непрозрачные, с жирно-блестящим 
и волнисто-бахромчатым краем колонии, способны расти в присутствии 2565 ммоль/л NaCl, при росте 
на МПА и среде Кинга В не образуют флуоресцирующий пигмент.

Бактерии Rh. jostii СА-6 – неподвижные прямые и слегка изогнутые грамположительные не обра-
зующие спор аэробные палочки (рис. 1, б ). Они образуют округлые, с валиком по краю, выпуклые, 
непрозрачные, матовые, с концентрическими кругами и гладким краем колонии с розовым оттенком, 
способны расти в присутствии 2052 ммоль/л NaCl.

Изучение физиолого-биохимических свойств солеустойчивых штаммов P. megaterium Ср-1 и Rh. jos-
tii СА-6 предполагало анализ их ферментативной и сахаролитической активности, а также устойчивости 
к антибиотикам и токсическим соединениям (табл. 1).
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Т а б л и ц а  1
Физиолого-биохимические свойства  

штаммов P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6
Ta b l e  1

Physiological-biochemical properties  
of strains P. megaterium Ср-1 and Rh. jostii CA-6

Вещество
Штамм

P. megaterium Ср-1 Rh. jostii СА-6
Ферментативная активность

Аланин-фенилаланин-пролинариламидаза – –
Аланинариламидаза – +
Лейцинариламидаза – +
Тирозинариламидаза – +
L-пролинариламидаза – –
L-пирролидонилариламидаза – –
L-аспартатариламидаза – –
L-лизинариламидаза – –
α-Маннозидаза – –
β-Маннозидаза – –
α-Галактозидаза + +
β-Галактозидаза + +
α-Глюкозидаза – –
β-Галактопиранозидаза + –
β-Глюкоронидаза – –
β-Ксилозидаза – –
N-ацетил-D-глюкозамин + –
Аланиндигидролаза I – –
Аргининдигидролаза II – –
Уреаза + +
Фосфатидилинозитолфосфолипаза C – –
Алкаланизатор L-лактата – +
Метил-B-D-глюкопиранозидаза + –
Фосфатаза + +

Рис. 1. Вид клеток штаммов P. megaterium Ср-1 (а)  
и Rh. jostii СА-6 (б ) в световом микроскопе (увеличение ×1000)

Fig. 1. The image of bacterial cells of P. megaterium Ср-1 (a)  
and Rh. jostii СА-6 (b) under light microscope (magnification ×1000)
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Вещество
Штамм

P. megaterium Ср-1 Rh. jostii СА-6

Сахаролитическая активность
D-амигдалин – –
D-глюкоза – –
D-рибоза + +
D-раффиноза + –
D-ксилоза + –
D-сорбитол – –
D-манитол + +
D-манноза – –
D-мальтоза + +
D-трегалоза + +
Лактоза + –
Сахароза + +
Циклодекстрин – –
Инозитол + +
Гликоген + –
Салицин + –

Устойчивость к антибиотикам и токсическим соединениям
Новобиоцин – –
Оптохин + –
Полимиксин В – +
Бацитрацин + –
О129 – –
Олеандомицин – –

Результаты изучения влияния осмотического стресса, вызванного содержанием хлорида натрия в среде 
в концентрации 1197; 1710 и 2052 ммоль/л, на азотфиксирующую активность (Rh. jostii СА-6) и фосфат-
солюбилизирующую способность (P. megaterium Ср-1), а также синтез ИУК исследуемыми штаммами 
приведены в табл. 2 и 3.

Т а б л и ц а  2
Влияние осмотического стресса на азотфиксирующую  

активность и синтез ИУК штаммом Rh. jostii СА-6
Ta b l e  2

Effect of osmotic stress on nitrogen-fixing activity  
and synthesis of indole-3-acetic acid by the strain Rh. jostii СА-6

Концентрация NaCl,  
ммоль/л

Азотфиксирующая 
активность, 

нмоль/л этилена  
на флакон за 3 сут

Количество ИУК, мкг/мл

0 (контроль) 43,90 ± 0,14 37,80 ± 0,09

1197 35,60 ± 0,24 12,40 ± 0,12

1710 26,20 ± 0,29 12,10 ± 0,03

2052 21,00 ± 0,28 9,90 ± 0,11

О ко н ч а н и е  т а б л .  1
E n d i n g  t a b l e  1
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Т а б л и ц а  3
Влияние осмотического стресса на фосфатсолюбилизирующую  

способность и синтез ИУК штаммом P. megaterium Ср-1
Ta b l e  3

Effect of osmotic stress on phosphate-solubilising ability  
and synthesis of IAA by the strain P. megaterium Ср-1

Концентрация NaCl, 
ммоль/л

Концентрация растворимого 
фосфора, мкг/мл Количество ИУК, мкг/мл

0 (контроль) 65,00 ± 0,71 89,70 ± 0,05
1197 64,10 ± 0,43 22,90 ± 0,03
1710 36,60 ± 0,92 15,20 ± 0,06
2052 29,60 ± 0,06 11,40 ± 0,03

Установлено, что засоление, вызванное содержанием хлорида натрия в среде в диапазоне концент-
раций 1197–2052 ммоль/л, снижает фосфатсолюбилизирующую способность, азотфиксирующую актив-
ность и синтез ИУК. У штамма Rh. jostii СА-6 в условиях засоления выявлено уменьшение азотфиксирую-
щей активности с 43,9 до 21,0 нмоль/л С2Н4 на флакон за 3 сут и количества ИУК с 37,8 до 9,9 мкг на 1 мл 
КЖ (см. табл. 2). Показано, что концентрация растворенного фосфора в КЖ штамма P. megaterium Ср-1 
в условиях засоления снижается с 65,0 до 29,6 мкг/мл, а ИУК – с 89,7 до 11,4 мкг/мл (см. табл. 3).

Полученные данные свидетельствуют о том, что исследуемые штаммы P. megaterium Ср-1 и Rh. jos-
tii СА-6 сохраняют способность к фосфатсолюбилизации, азотфиксации и синтезу ИУК в условиях 
осмотического стресса, вызванного хлоридом натрия.

В ходе дальнейшей работы изучено влияние осмолитов различной химической природы (пролин, бе-
таин и сахароза в концентрации 1 ммоль/л) на рост солеустойчивых штаммов P. megaterium Ср-1 (табл. 4) 
и Rh. jostii СА-6 (табл. 5) в условиях засоления, вызванного хлоридом натрия в диапазоне концентраций 
1197–2052 ммоль/л.

Установлено, что при глубинном культивировании штаммов P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6 
в среде, содержащей хлорид натрия в концентрации 1197 ммоль/л, соединение не оказывает негативного 
эффекта. Максимальный титр жизнеспособных клеток штамма P. megaterium Ср-1 (1,17 ⋅ 108 КОЕ/мл) до-
стигается через 48 ч культивирования, а максимальный титр жизнеспособных клеток штамма Rh. jostii СА-6 
(2,60 ⋅ 108 КОЕ/мл) – через 72 ч.

При культивировании штамма P. megaterium Ср-1 в среде, содержащей 1197 ммоль/л NaCl и осмоли-
ты пролин, бетаин или сахарозу, установлено, что через 48 ч роста титр клеток равен 1,09 ⋅ 108; 1,14 ⋅ 108; 
1,14 ⋅ 108 КОЕ/мл соответственно. Полученные данные свидетельствуют, что клетки P. megaterium при 
низких концентрациях соли в среде способны самостоятельно справляться с осмотическим стрессом, 
так как осмолиты не оказывают на них стимулирующего влияния (см. табл. 4).

Увеличение числа жизнеспособных клеток Rh. jostii СА-6 отмечено при выращивании штамма в среде, 
содержащей 1197 ммоль/л хлорида натрия и 1 ммоль/л осмолитов. Максимальное число колониеобразую-
щих единиц штамма Rh. jostii выявлено при культивировании в среде, содержащей пролин и сахарозу 
(4,93 ⋅ 108 и 5,20 ⋅ 108 КОЕ/мл соответственно) (см. табл. 5).

При концентрации хлорида натрия в среде 1710 ммоль/л для штаммов P. megaterium Ср-1 и Rh. jos-
tii СА-6 отмечается снижение титра клеток, особенно заметное в первые 24 ч, что свидетельствует 
о негативном влиянии осмотического шока на бактериальные клетки. Для обоих штаммов характерно 
уменьшение количества клеток до 105 КОЕ/мл через 24 ч культивирования и восстановление их титра 
до 106 КОЕ/мл на 2-е сутки. В процессе культивирования штаммов P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6 
в среде, содержащей осмолиты в концентрации 1 ммоль/л и хлорид натрия в концентрации 1710 ммоль/л, 
не наблюдается снижения численности бактерий через 24 ч по сравнению с контролем. При глубинном 
культивировании штаммов P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6 в средах, содержащих осмолиты, проис-
ходит постепенное увеличение титра жизнеспособных клеток. Максимальный титр клеток (107 КОЕ/мл) 
отмечается на 3-е сутки культивирования.

При культивировании штаммов P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6 в условиях осмотического стресса, 
вызванного хлоридом натрия в концентрации 2052 ммоль/л, титр клеток через 24 ч падает до 105 КОЕ/мл. 
У штамма P. megaterium Ср-1 через 72 ч культивирования титр клеток равен 4,80 ⋅ 105 КОЕ/мл, а у штамма 
Rh. jostii СА-6 – 3,33 ⋅ 105 КОЕ/мл. Под действием осмолитов (пролин, бетаин или сахароза в концентра-
ции 1 ммоль/л) численность популяции штамма P. megaterium Ср-1 через 72 ч культивирования в среде, 
содержащей 2052 ммоль/л NaCl, составляет 3,07 ⋅ 106; 3,13 ⋅ 106 и 3,07 ⋅ 106 КОЕ/мл соответственно, а чис-
ленность популяции штамма Rh. jostii СА-6 – 4,07 ⋅ 106; 4,87 ⋅ 106 и 3,20 ⋅ 106 КОЕ/мл соответственно. 
Можно предположить, что осмолиты обеспечивают выживание клеток исследуемых штаммов бакте-
рий в условиях повышенной минерализации.
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В лабораторной модели установлено влияние засоления на синтез штаммами P. megaterium Ср-1 
и Rh. jostii СА-6 пролина (рис. 2 и 3) и бетаина (рис. 4 и 5).

В результате масс-спектрометрического анализа биомассы клеток штаммов P. megaterium Ср-1 
(см. рис. 2) и Rh. jostii СА-6 (см. рис. 3) было установлено, что концентрация пролина внутри кле-
ток пропорционально связана с концентрацией хлорида натрия в среде: при увеличении содержания 
хлорида натрия с 0 до 1197 ммоль/л отмечается повышение содержания пролина в клетках с 0,089 
до 2,105 мкг/мл и с 0,062 до 1,502 мкг/мл соответственно.

Масс-спектрометрический анализ биомассы клеток штаммов P. megaterium Ср-1 (см. рис. 4) и Rh. jos-
tii СА-6 (см. рис. 5) показал, что концентрация внутриклеточного бетаина пропорционально связана с кон-
центрацией хлорида натрия: при увеличении содержания хлорида натрия в среде до 1197 ммоль/л со-
держание бетаина в клетках возрастает с 0,055 до 0,219 мкг/мл и с 0,071 до 0,118 мкг/мл соответственно.

В лабораторном опыте изучено влияние штаммов P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6 на всхожесть 
семян, рост и развитие проростков редиса розово-красного (R. sativus var. radicula) в условиях засоле-
ния, вызванного хлоридом натрия в диапазоне концентраций 171–855 ммоль/л.

Установлено, что обработка семян редиса 2 % раствором КЖ исследуемых бактерий оказала поло-
жительное влияние на всхожесть семян и длину проростков культуры в условиях засоления (табл. 6).

Рис. 3. Внутриклеточное содержание пролина в клетках штамма Rh. jostii СА-6: 
a – без хлорида натрия (контроль); б – в присутствии 1197 ммоль/л NaCl

Fig. 3. Intracellular proline concentration in strain Rh. jostii СА-6: 
a – free from sodium chloride (control); b – in the presence of 1197 mmol/L NaCl

Рис. 2. Внутриклеточное содержание пролина в клетках штамма P. megaterium Ср-1: 
a – без хлорида натрия (контроль); б – в присутствии 1197 ммоль/л NaCl

Fig. 2. Intracellular proline concentration in strain P. megaterium Ср-1: 
a – free from sodium chloride (control); b – in the presence of 1197 mmol/L NaCl
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Т а б л и ц а  6
Влияние солеустойчивых штаммов P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6  

на всхожесть семян и длину проростков редиса розово-красного
Ta b l e  6

Effect of halotolerant strains P. megaterium Ср-1 and Rh. jostii CA-6  
on seed germination and length of small radish seedlings

Вариант опыта Всхожесть семян,  
% к контролю

Длина проростков
мм % к контролю

P. megaterium Ср-1
Без инокуляции (контроль) 100 38,60 ± 0,52 100
Инокуляция штаммом + 171 ммоль/л NaCl 119 46,20 ± 0,44 120
Инокуляция штаммом + 342 ммоль/л NaCl 115 43,80 ± 0,32 114
Инокуляция штаммом + 513 ммоль/л NaCl 113 46,30 ± 0,47 120
Инокуляция штаммом + 855 ммоль/л NaCl 109 40,60 ± 0,81 105

Рис. 5. Внутриклеточное содержание бетаина в клетках штамма Rh. jostii СА-6: 
a – без хлорида натрия (контроль); б – в присутствии 1197 ммоль/л NaCl

Fig. 5. Intracellular betaine concentration in strain Rh. jostii СА-6: 
a – free from sodium chloride (control); b – in the presence of 1197 mmol/L NaCl

Рис. 4. Внутриклеточное содержание бетаина в клетках штамма P. megaterium Ср-1: 
a – без хлорида натрия (контроль); б – в присутствии 1197 ммоль/л NaCl

Fig. 4. Intracellular betaine concentration in strain P. megaterium Ср-1: 
a – free from sodium chloride (control); b – in the presence of 1197 mmol/L NaCl
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Вариант опыта Всхожесть семян,  
% к контролю

Длина проростков
мм % к контролю

Rh. jostii СА-6
Без инокуляции (контроль) 100 37,70 ± 0,26 100
Инокуляция штаммом + 171 ммоль/л NaCl 114 40,60 ± 0,40 107
Инокуляция штаммом + 342 ммоль/л NaCl 112 41,50 ± 0,32 110
Инокуляция штаммом + 513 ммоль/л NaCl 100 42,10 ± 0,47 114
Инокуляция штаммом + 855 ммоль/л NaCl 105 41,40 ± 0,81 110

Выявлено, что инокуляция семян редиса розово-красного 2 % раствором КЖ солеустойчивого 
штамма P. megaterium Ср-1 максимально увеличивает всхожесть семян по сравнению с контролем на 
19 % (171 ммоль/л NaCl), а длину проростков – на 20 % (171 и 513 ммоль/л NaCl). Всхожесть се-
мян и длина проростков редиса, инокулированного штаммом Rh. jostii СА-6, возрастает на 14 % (171 
и 513 ммоль/л NaCl соответственно).

Инокуляция семян редиса розово-красного 2 % раствором КЖ штаммов P. megaterium Ср-1 и Rh. jos-
tii СА-6 положительно влияет на накопление проростками сырой (рис. 6, а) и сухой (рис. 6, б ) фитомассы. 
Установлено, что при обработке семян 2 % раствором КЖ солеустойчивого штамма P. megaterium Ср-1 
наблюдается увеличение сухой и сырой фитомассы на 12 и 29 % соответственно при концентрации 
хлорида натрия, равной 171 и 855 ммоль/л. При содержании хлорида натрия 171 ммоль/л инокуляция 
семян редиса 2 % раствором КЖ штамма Rh. jostii СА-6 повышает накопление сухой фитомассы на 
17 %, сырой – на 76 %. Прирост сухой фитомассы данной сельскохозяйственной культуры семейства 
капустных в присутствии 513 ммоль/л хлорида натрия составляет 17 %, сырой – 52 %.

Штаммы P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6, сохраняющие свои агрономически ценные свойства 
в условиях засоления, перспективны для использования в биотехнологии для минимизации негативного 
влияния засоления на рост и развитие растений.

Рис. 6. Влияние штаммов P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6 на сырую (а)  
и сухую (б ) фитомассу проростков редиса в условиях засоления: 

1 – 171 ммоль/л NaCl; 2 – 342 ммоль/л NaCl; 3 – 513 ммоль/л NaCl; 4 – 855 ммоль/л NaCl
Fig. 6. Impact of strains P. megaterium Ср-1 and Rh. jostii СА-6 on crude (a)  

and dry (b) phytomass of small radish seedlings in saline midia: 
1 – 171 mmol/L NaCl; 2 – 342 mmol/L NaCl; 3 – 513 mmol/L NaCl; 4 – 855 mmol/L NaCl

О ко н ч а н и е  т а б л .  6
E n d i n g  t a b l e  6



71

Биотехнология и микробиология 
Biotechnology and Microbiology

Заключение
Установлено, что в условиях осмотического стресса, вызванного хлоридом натрия в диапазоне кон-

центраций 1197–2052 ммоль/л, исследуемые штаммы P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6 сохраняют 
фосфатсолюбилизирующую, азотфиксирующую и ИУК-синтезирующую активность.

Показано, что осмолиты пролин, бетаин и сахароза оказывают положительный эффект на рост штам-
мов P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6 и их способность адаптироваться к осмотическому стрессу. 
Внутриклеточное образование пролина и бетаина у исследуемых штаммов пропорционально связано 
с концентрацией хлорида натрия: при увеличении содержания хлорида натрия в среде до 1197 ммоль/л 
уровень пролина повышается с 0,062 до 1,502 мкг/мл (Rh. jostii СА-6) и с 0,089 до 2,105 мкг/мл (P. mega-
terium Ср-1), уровень бетаина – с 0,071 до 0,118 мкг/мл (Rh. jostii СА-6) и с 0,055 до 0,219 мкг/мл (P. me-
gaterium Ср-1).

Полученные экспериментальные данные свидетельствуют о том, что штаммы Rh. jostii СА-6 и P. me-
gaterium Ср-1 сохраняют свои агрономически ценные свойства в условиях засоления и положительно 
влияют на всхожесть семян и развитие проростков редиса розово-красного (R. sativus var. radicula), 
являющегося наиболее чувствительной тест-культурой при определении фитотоксичности микроорга-
низмов и почвы. Штаммы P. megaterium Ср-1 и Rh. jostii СА-6 перспективны для использования в биотех-
нологиях, обеспечивающих минимизацию негативного влияния засоления на рост и развитие растений.
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СТРУКТУРА ПЫЛЬЦЕВОГО ГРУЗА ИМАГО ЖАЛОНОСНЫХ 
ПЕРЕПОНЧАТОКРЫЛЫХ (ACULEATA) – ПОСЕТИТЕЛЕЙ СОЦВЕТИЙ 

ИНВАЗИВНЫХ ЗОЛОТАРНИКОВ SOLIDAGO CANADENSIS L. s. l.  
В УСЛОВИЯХ БЕЛАРУСИ
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В составе сообществ антофильных жалоносных перепончатокрылых – посетителей соцветий инвазивных зо-
лотарников Solidago canadensis L. s. l. в условиях Беларуси отмечены 44 вида из 20 родов, 11 семейств и 3 над-
семейств. К числу многочисленных видов принадлежат шмели Bombus terrestris L. и B. lapidarius L., к числу 
обычных видов – осы Philanthus triangulum F., Polistes dominula Christ, P. nimpha Christ, пчела Hylaeus communis 
Nyl. и шмель B. ruderarius Müller. Суммарное относительное обилие имаго этих видов составило 67 %. В структу-
ре пыльцевого груза данных антофилов доля неконспецифической пыльцы варьировалась от 17 до 45 пыльцевых 
зерен на экземпляр и во всех случаях была меньше доли конспецифической пыльцы. В составе последней доли 
легко утрачиваемой и относительно легко утрачиваемой пыльцы, значимой для осуществления опыления у имаго 
всех видов, превышали долю трудно утрачиваемой пыльцы.

Ключевые слова: пыльцевой анализ; опыление; Apoidea; Vespoidea; антофильные насекомые; сообщества 
опылителей.
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Community structure of visitors to inflorescences of invasive goldenrods was investigated by sampling at 9 sites in 
Minsk city, Minsk and Mogilev regions in Belarus. A total 44 species of Aculeata including 1 species of Chrysioidea, 
7 species of Vespoidea and 36 species of Apoidea were registered. Among them 2 species of bumblebees (Bombus terres-
tris L., B. lapidarius L.) were numerous, 2 species of Vespoidea (Polistes dominula Christ, P. nimpha Christ) and 3 species of 
Apoidea (Philanthus triangulum F., Hylaeus communis Nyl., B. ruderarius Müller) were common. Pollen cargo analysis 
revealed the predominance of easily lost and relatively easily lost conspecific pollen grains on the bodies of the imago of 
the all common and numerous species of visitors to inflorescences of invasive goldenrods.

Keywords: pollen cargo analysis; pollination; Apoidea; Vespoidea; anthophilous insects; pollinator communities.

Введение
Внедрение чужеродных для аборигенной флоры видов в растительные сообщества приводит к транс-

формации их структуры и нарушению стабильности и функционирования соответствующих природных 
комплексов. В частности, инвазивные виды способны нарушать трофические связи между аборигенны-
ми энтомофильными растениями и насекомыми-опылителями [1–3]. Внедрение растений-инвайдеров 
в естественные биоценозы ведет к изменению структуры гильдии опылителей энтомофильных расте-
ний и в целом негативно сказывается на биоразнообразии насекомых [4; 5].

К числу наиболее известных и широко распространенных в Беларуси растений-инвайдеров отно сится 
золотарник канадский (Solidago canadensis L.) североамериканского происхождения [6, с. 150 –159]. 
Целенаправленные исследования позволили заключить, что произрастающие в Беларуси высокоинва-
зивные золотарники S. canadensis L. s. l. следует рассматривать в качестве самостоятельного таксона, 
морфологически отличного от родительского таксона S. canadensis L. s. str. [7].

Золотарники комплекса S. altissima L., к которому принадлежит S. canadensis L., – многолетние травя-
нистые растения высотой до 280 см с прямостоячими, обычно опушенными, простыми стеблями и жел-
тыми цветками (краевые цветки ложноязычковые, срединные цветки трубчатые). Корзинки мелкие, 
собраны в однобокие дугоподобные изогнутые кисти, которые образуют общее верхушечное соцветие 
пирамидальной формы. Цветение длится с июля по сентябрь, семянки обычно созревают с августа по 
октябрь. Для этих растений характерно распространение семян воздушными потоками (ветром): их 
семянки снабжены хохолками из многочисленных волосков. Они легковоспламеняемы, что определяет 
высокую пожароопасность невыкошенных участков сплошного произрастания золотарников в осен-
ний период [8].

Золотарники принадлежат к числу насекомоопыляемых цветковых растений, основным способом 
распространения и воспроизводства которых является семенной [9, с. 355–356]. Очевидно, что эффек-
тивность опыления этих инвазивных растений антофильными насекомыми определяет не только их 
семенную продуктивность, но и формирование пула распространяемых ветром семян. 

Для оценки эффективности опыления растений посетителями цветков и соцветий используется 
в том числе метод пыльцевого анализа [10]. Он предусматривает выяснение состава пыльцевого груза – 
пыльцы, накапливающейся как на теле насекомого, так и в обножке (при наличии морфологических при-
способлений для аккумуляции собранной пыльцы, например корзиночки у медоносных пчел или скопы 
у пчел-листорезов). Схема анализа предполагает смывание с насекомого пыльцевых зерен и последую-
щий их подсчет и идентификацию под микроскопом [10].

Прочность удержания пыльцевых зерен на теле насекомых-опылителей различна. С учетом этого 
можно выделить три фракции пыльцы:

 • легко утрачиваемую (осыпается уже при полете насекомого);
 • относительно легко утрачиваемую (может быть удалена смыванием);
 • трудно утрачиваемую (может быть удалена только механически).

Такой вариант дифференциации был использован авторами для анализа пыльцевого груза посетите-
лей соцветий якобеи обыкновенной (Jacobaea vulgaris L.) [11].
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В задачи выполненных исследований входила оценка объема пыльцевого груза (количество пере-
носимых на теле насекомых и в обножке (при ее наличии) пыльцевых зерен) и доли в нем конспеци-
фической (т. е. принадлежащей модельному растению) пыльцы, а также выяснение соотношения легко 
утрачиваемой, относительно легко утрачиваемой и трудно утрачиваемой фракций пыльцы.

Материалы и методы исследования
Сбор насекомых производился в 2018 г. во время активного цветения золотарников (летне-осенний 

период) на территории их массового произрастания, к которой относятся:
1) окрестности водохранилища Дрозды (Минск);
2) окрестности жилого района по ул. Могилёвской (Минск);
3) Центральный ботанический сад НАН Беларуси (Минск);
4) окрестности Музея валунов (Минск);
5) окрестности Цнянского водохранилища (Минск);
6) лесопарковая зона микрорайона Зеленый Луг (Минск);
7) окрестности водохранилища Удранка (Молодечненский район, Минская область);
8) окрестности учебной географической станции «Западная Березина» (Воложинский район, Минская 

область);
9) окрестности д. Борок (Бобруйский район, Могилёвская область).
Прилегающую к участкам сбора материала местность предварительно обследовали на предмет отсут-

ствия на расстоянии до 3 км сколько-нибудь многочисленных местопроизрастаний аборигенного вида – 
 золотарника обыкновенного (S. virgaurea L.), поскольку по морфологическим признакам его пыльца прак-
тически неотличима от пыльцы S. canadensis и S. altissima. Идентификацию пыльцевых зерен выполняли, 
опираясь на материалы онлайновой базы данных Palynological Database (https://www.paldat.org/ ). Дистан-
ция 3 км использована с учетом известных данных о расстояниях полетов фуражирующих особей анто-
фильных перепончатокрылых [12].

Отлов насекомых производили вручную, а также с помощью энтомологического сачка. Коллектиро-
ванных особей помещали в отдельные полипропиленовые пробирки объемом 10 мл. Для идентифи-
кации таксономической принадлежности перепончатокрылых насекомых использовали соответствую-
щие определители [13; 14; 15, S. 19–42]. 

Ранжирование видов по относительному обилию (на основании структуры энтомологической коллек-
ции) осуществлено с применением предложенной Ю. В. Песенко [16, c. 28–30] пятибалльной ограничен-
ной сверху логарифмической шкалы. Соответствующие пороговые значения представлены в табл. 1.

Т а б л и ц а  1
Пятибалльная ограниченная сверху логарифмическая шкала  

для дифференциации по уровню относительного обилия жалоносных  
перепончатокрылых (Aculeata), коллектированных в числе  

посетителей соцветий инвазивных золотарников S. canadensis L. s. l.  
в условиях исследуемых местопроизрастаний

Ta b l e  1
Five-point logarithmic scale limited by the upper bound  

for differentiation relative species abundance of Aculeata, collected  
on alien S. canadensis L. s. l. inflorescences in discussed locations

Класс по уровню обилия
Граница интервала класса

Нижняя Верхняя

1 (единичный вид) 1 3

2 (малочисленный вид) 4 9

3 (обычный вид) 10 26

4 (многочисленный вид) 27 78

5 (доминирующий вид) 79 232

Объем пыльцевого груза оценивается количеством пыльцевых зерен на одну особь [10]. Анализ про-
водился с помощью микроскопа Zeiss Stemi 2000 (Carl Zeiss, Германия) и камеры Горяева по методике, 
аналогичной методике подсчета эритроцитов крови, при этом размер пыльцевых зерен не учитывался. 
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Использовался ранее предложенный авторами [11] вариант дифференциации пыльцевых зерен на три 
фракции (легко утрачиваемая, относительно легко утрачиваемая и трудно утрачиваемая пыльца). Ко-
личественные данные аккумулировались в электронных таблицах, базовый статистический анализ вы-
полнялся средствами программного обеспечения PAST (версия 4.05).

Результаты и их обсуждение
В ходе проведенных исследований на соцветиях золотарников S. canadensis L. s. l. были коллек-

тированы имаго 44 видов перепончатокрылых насекомых, принадлежащих к 20 родам, 11 семействам 
и 3 надсемействам. Их систематическое положение приведено ниже в соответствии с вариантом систе-
матики, использованным в издании «Аннотированный каталог перепончатокрылых насекомых России» 
[17, p. 118–309].

Надсемейство Chrysioidea: Hedychrum nobile (Scopoli, 1763).
Надсемейство Vespoidea: Ancistrocerus ichneumonideus (Ratzeburg, 1844); A. nigricornis Morawitz, 1889; 

A. parietinus Linnaeus, 1761; Eumenes coarctatus (Linnaeus, 1758); Polistes dominula (Christ, 1791); P. nim-
pha (Christ, 1791); Vespula rufa (Linnaeus, 1758).

Надсемейство Apoidea, секция Spheciformes: Ammophila terminata F. Smith, 1856; Cerceris arenaria 
(Linnaeus, 1758); C. quinquefasciata (Rossi, 1792); C. ruficornis (Fabricius, 1793); C. rybyensis (Linnaeus, 
1771); Lestica alata (Panzer, 1797); L. clypeata (Schreber, 1759); Philanthus triangulum (Fabricius, 1775).

Надсемейство Apoidea, секция Apiformes: Andrena chrysopyga Dours, 1872; A. flavipes Panzer, 1799; 
A. gallica Schmiedeknecht, 1883; A. lepida Schenck, 1861; A. pilipes Fabricius, 1781; Bombus humilis Illiger, 1806; 
B. hypnorum (Linnaeus, 1758); B. lapidarius (Linnaeus, 1758); B. lucorum (Linnaeus, 1761); B. rudera-
rius (Müller, 1776); B. semenoviellus Skorikov, 1910; B. terrestris (Linnaeus, 1758); Bombus (Psithyrus) 
barbutellus (Kirby, 1802); Epeolus variegatus (Linnaeus, 1758); E. cruciger (Panzer, 1799); Colletes si-
milis Schenck, 1853; Hylaeus annularis (Kirby, 1802); H. communis Nylander, 1852; Halictus maculatus 
(Smith, 1848); H. tumulorum (Linnaeus, 1758); Lasioglossum calceatum (Scopoli, 1763); L. costulatum (Kriech-
baumer, 1873); L. leucopus (Kirby, 1802); L. morio (Fabricius, 1793); L. sexnotatulum (Nylander, 1852); Sphe-
codes puncticeps Thomson, 1870; Heriades truncorum (Linnaeus, 1758); Macropis europaea Warncke, 1973.

Все отмеченные насекомые были зарегистрированы в качестве посетителей соцветий инвазивных 
золотарников на территории Беларуси впервые. 

Рассматривая структуру исследуемого сообщества (гильдии) посетителей соцветий инвазивных зо-
лотарников, следует обратить внимание на ее резкие различия в аспектах видового богатства и относи-
тельного обилия. Так, к группе многочисленных отнесены 2 вида пчелиных семейства Apidae – шмели 
B. lapidarius L. и B. terrestris L., к группе обычных – 5 видов, таких как шмель B. ruderarius Müller, 
пчела H. communis Nyl. и осы Ph. triangulum F., P. dominula Christ, P. nimpha Christ. Все перечисленные 
виды являются широко распространенными на территории Беларуси [18] и, как следует из рис. 1, а, 
составляют 67 % (41 и 26 % соответственно) особей анализируемой выборки. В то же время рис. 1, б, 
указывает, что на них приходится около 16 % совокупного видового богатства. Это заставляет сфокуси-
роваться на составе названных двух групп антофилов и оценке их возможного вклада в осуществление 
трансфера пыльцы.

Рис. 1. Структура сообщества (гильдии) энтомофильных  
жалоносных перепончатокрылых (Aculeata) – посетителей соцветий инвазивных золотарников  

S. canadensis L. s. l. в аспектах относительного обилия (а) и видового богатства (б ), %
Fig. 1. The composition of communities of entomophilous Aculeata – visitors of alien  

S. canadensis L. s. l. inflorescences in terms of relative species abundance (a) and species diversity (b), %
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Существенным аспектом экологической структуры рассматриваемой гильдии является представ-
ленность группы антофильных перепончатокрылых насекомых с разной широтой спектра посещае-
мых энтомофильных растений. Наибольшим видовым богатством характеризуется группа полилектов, 
фуражирующих на соцветиях растений многих эколого-таксономических групп. Олиголектом в составе 
исследуемого сообщества является пчела M. europaea, посещающая также соцветия вербейников (Lysi-
machia L.) [19]. На соцветиях золотарников авторами было зарегистрировано всего 2 экземпляра M. euro-
paea, что позволяет предположить, что эти пчелы посещали золотарники не для питания, а для отдыха 
или груминга. 

Все представители групп многочисленных и обычных видов принадлежат к числу полилектов, а зна-
чит, на участках сплошного произрастания золотарников способны посещать цветки и соцветия иных 
энтомофильных растений и, следовательно, нести не только конспецифическую пыльцу золотарников.

На рис. 2 представлен общий объем пыльцевого груза, а на рис. 3 – доля в нем конспецифической 
и неконспецифической пыльцы.

Таким образом, обнаруживается значительное преобладание конспецифической пыльцы в пыльце-
вых грузах многочисленных и обычных видов рассматриваемых сообществ. Это объясняется проявле-
нием известного для пчелиных правила цветочной константности, которое выражается в том, что на-
секомые посещают цветки одного и того же вида растения так долго, насколько это возможно. Правило 
цветочной константности базируется на восприятии пчелами и другими насекомыми сходства и раз-
личия морфологических признаков посещаемых цветков [20, с. 47–57].

Также следует отметить, что наибольшее число конспецифических пыльцевых зерен выявлено в пыль-
цевых грузах шмелей (Bombus Latr.). Доказано, что шмели являются распространенными опылителями 
широкого спектра цветковых растений, это отражено во многих работах, опубликованных за последние 
годы [18; 21]. 

Пыльца энтомофильных растений зачастую обладает различными приспособлениями для фиксации 
на теле антофильных насекомых, последние в ряде случаев также приспособлены к аккумуляции на 
себе пыльцевых зерен для последующего их сбора и использования в качестве пищевого ресурса, в том 
числе для своего потомства [20, с. 17– 47].

В результате часть пыльцевых зерен настолько надежно закрепляются на теле насекомых, что могут 
быть удалены лишь целенаправленным механическим воздействием. Они могут быть конспецифиче-
скими, но не являются ресурсом для опыления целевых энтомофильных растений (в данном случае – 
инвазивных золотарников). Более того, фракция трудно утрачиваемых пыльцевых зерен формирует пул 
блокированной для участия в опылении пыльцы, ее превалирование в структуре пыльцевого груза ха-
рактеризует посетителей соцветий в качестве неэффективных опылителей.

Рис. 2. Объем пыльцевого груза имаго многочисленных и обычных видов  
жалоносных перепончатокрылых (Aculeata) – посетителей соцветий  

золотарников S. canadensis L. s. l.
Fig. 2. Pollen cargo on numerous and common species  

of Aculeata – visitors of S. canadensis L. s. l. inflorescences
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В табл. 2 представлены результаты анализа фракционного состава пыльцевого груза имаго перепон-
чатокрылых из групп многочисленных и обычных посетителей соцветий золотарников.

Т а б л и ц а  2
Объем и структура пыльцевого груза имаго  

многочисленных и обычных видов жалоносных перепончатокрылых (Aculeata) – посетителей  
соцветий золотарников S. canadensis L. s. l. в условиях исследуемых местопроизрастаний

Ta b l e  2
Volume and structure of pollen cargo of numerous and common species  

of Aculeata – visitors of S. canadensis L. s. l. inflorescences in discussed locations

Вид
Фракция пыльцы, пыльцевых зерен на экземпляр

Легко утрачиваемая Относительно легко 
утрачиваемая Трудно утрачиваемая

B. lapidarius 96,00 ± 20,00 177,00 ± 22,41 167,00 ± 19,26

B. terrestris 184,00 ± 62,00 203,00 ± 49,55 204,00 ± 62,84

B. ruderarius 77,00 ± 24,42 232,00 ± 64,26 139,00 ± 41,56

H. communis 16,00 ± 6,63 111,00 ± 73,77 29,00 ± 10,29

Ph. triangulum 77,00 ± 66,26 147,00 ± 36,40 94,00 ± 35,87

P. dominula 125,00 ± 49,01 137,00 ± 46,62 84,00 ± 32,69

P. nimpha 66,00 ± 20,50 113,00 ± 29,70 93,00 ± 20,32

Визуализация полученных данных позволяет сделать заключение о преобладании в составе пыль-
цевого груза имаго всех многочисленных и обычных видов перепончатокрылых конспецифических 
пыльцевых зерен (рис. 4). Более того, доля фракции конспецифической трудно утрачиваемой пыльцы 
у всех видов намного меньше доли фракций легко утрачиваемой и относительно легко утрачиваемой 
пыльцы, которая пригодна для опыления.

Рис. 3. Соотношение различных фракций пыльцы в пыльцевом грузе многочисленных  
и обычных видов жалоносных перепончатокрылых (Aculeata) – посетителей  

соцветий золотарников S. canadensis L. s. l. 
Fig. 3. Distribution of different pollen fractions in pollen cargo of numerous  

and common species of Aculeata – visitors of S. canadensis L. s. l. inflorescences
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Большое количество пыльцевых зерен, переносимых имаго бумажных ос P. dominula и P. nimpha, 
может быть объяснено особенностями их этологии: ввиду социальности и формирования крупных семей 
полисты, посещая соцветия золотарников для питания и (или) охоты, накапливают и переносят на своих 
телах пыльцу. 

Наибольшие объемы пыльцевого груза ожидаемо были констатированы для имаго многочисленных 
(B. terrestris, B. lapidarius) и обычных (B. ruderarius) видов шмелей, что хорошо коррелирует с данными 
предыдущих исследований [18].

Высокая плотность фуражирующих особей этих шмелей в местах произрастания золотарников делает 
их, предположительно, основными переносчиками пыльцы золотарников в данных местопроизрастаниях. 
Также следует обратить внимание на то, что B. terrestris проявляет тенденцию к доминированию в ком-
плексах опылителей цветковых растений, и это подтверждается результатами исследований [21]. До-
вольно широкий радиус фуражирования, характерный для этих видов (312–2800 м для B. terrestris, 
450 м для B. lapidarius [21]), также способствует частому посещению соцветий золотарников даже 
особями, гнезда которых расположены на значительном расстоянии от зарослей золотарников на рас-
сматриваемом местопроизрастании.

Заключение
Структура сообществ (гильдий) антофильных жалоносных перепончатокрылых (Aculeata) – посе-

тителей соцветий инвазивных золотарников S. canadensis L. s. l. в условиях Беларуси, установленная по 
результатам анализа данных для девяти участков местопроизрастаний на территории Минска, Минской 
и Могилёвской областей в аспектах видового богатства и относительного обилия отдельных видов, кон-
кретна: на группы многочисленных и обычных видов приходится около 16 % видового богатст ва и 67 % 
совокупного обилия. В группу многочисленных видов вошли шмели B. terrestris L. и B. lapidarius L., 
в группу обычных видов – шмель B. ruderarius Müller, пчела H. communis Nyl., осы Ph. triangulum F., 
P. dominula Christ, P. nimpha Christ. В составе пыльцевого груза этих антофилов доля конспецифической 
пыльцы варьировалась от 83,43 до 96,95 % и у всех видов превышала долю неконспецифической пыльцы. 
Дифференциация конспецифической пыльцы на легко утрачиваемую, относительно легко утрачивае-
мую (доступны для трансфера и последующего опыления) и трудно утрачиваемую (фактически изъя-
та из пула пыльцевых зерен) выявила преобладание в структуре пыльцевого груза важных фракций 
конспецифической пыльцы. Высокая доля конспецифической пыльцы, а также ее легко утрачиваемой 

Рис. 4. Соотношение различных фракций пыльцы  
в пыльцевом грузе имаго многочисленных и обычных видов  

жалоносных перепончатокрылых (Aculeata) – посетителей соцветий 
инвазивных золотарников S. canadensis L. s. l.

Fig. 4. Distribution of different pollen fractions in pollen cargo of numerous  
and common species of Aculeata – visitors of alien S. canadensis L. s. l. inflorescences
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и относительно легко утрачиваемой фракций у многочисленных и обычных видов шмелей B. terrestris, 
B. lapidarius и B. ruderarius хорошо согласуется с их статусом эффективных опылителей энтомофиль-
ных растений.
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ГАЗОВЫЙ ХРОМАТО -МАСС- СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИЙ  
АНАЛИЗ АЦЕТОНОВОГО ЭКСТРАКТА КОРНЕЙ  

LACTUCA TATARICA (L.) C. A. MEY. 

Э. Н. ШУКЮРЛИ 1)

1)Институт ботаники НАН Азербайджана,  
Бадамдарское шоссе, 40, АZ1004, г. Баку, Азербайджан

Методом газовой хроматографии в сочетании с масс-спектрометрией изучены корни Lactuca tatarica (L.) 
C. A. Mey. В неочищенном экстракте, который получают из корней, обнаружено присутствие природных соеди-
нений различных групп. В результате из твердой массы объекта исследования идентифицированы 25 различных 
веществ, в том числе ациклические соединения (метилмиристат, метилпальмитат, этилпальмитат, метилэлаидат, ме-
тилстеарат, этилолеат и др.). Наиболее распространенными эфирами жирных кислот являются метилолеат (6,831 %) 
и метилпальмитат (2,902 %). Кроме того, выявлены характерные для L. tatarica тритерпеноидные соединения (аце-
тат лупеола, ацетат циклоартенола, ацетат 3β,13β,14β-13, 27-циклоурсан-3-ола), среди которых ацетат лупеола яв-
ляется преобладающим компонентом и составляет 56,35 % от общего количества полученных веществ. Также 
обнаружены элаидиновая кислота, бис(2-этил гексил)фталат и другие соединения. Некоторые идентифицирован-
ные вещества ранее были обнаружены у других видов рода Lactuca L., однако в L. tatarica они (ацетат лупеола, 
ацетат 3β,13β,14β-13, 27-циклоурсан-3-ола, ацетат олеан-12-ен-3-ила) впервые выявлены в рамках настоящего 
исследования, что делает его значимым с химической точки зрения. Изучаемое растение широко распространено 
во флоре низменных и приморских районов Азербайджана. Таким образом, полученные результаты открывают 
новые горизонты для будущих исследований в различных областях, в том числе и в фармацевтике. 

Ключевые слова: эфиры жирных кислот; метод ГХ-МС; Lactuca tatarica; ацетат лупеола; тритерпеноид.
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GAS CHROMATOGRAPHY – MASS SPECTROMETRY  
ANALYSIS OF ACETONE EXTRACT  

OF LACTUCA TATARICA (L.) C. A. MEY. ROOTS

E. N. SHUKURLU a

aInstitute of Botany, Azerbaijan National Academy of Sciences, 
40 Badamdar Highway, Baku AZ1004, Azerbaijan

Research work is devoted to the chemical investigation of the roots of the Lactuca tatarica (L.) C. A. Mey. by gas chro-
matography – mass spectrometry method. From the crude extract that is obtained from the roots, the pre sence of natural com-
pounds of various groups has been detected. As a result, 25 different substances including acyclic compounds (methyl myristate, 
palmitic acid methyl ester, ethyl palmitate, methyl elaidate, methyl stearate, ethyl oleate, etc.) have been identified from the 
solid mass of the research object. The most abundant fatty acid esters are methyl oleate (6.831 %) and palmitic acid methyl 
ester (2.902 %). In addition, the triterpenoid compounds (lupeol acetate, cycloartenol acetate, 3β,13β,14β-13, 27-cyclour-
san-3-ol ace tate) which are characteristic of the L. tatarica have been identified. Lupeol acetate is the predominant com-
ponent which makes up 56.35 % of the whole obtained substances. Elaidic acid which belongs to the fatty acids group, 
bis(2-ethylhexyl)phthalate which belongs to the aromatic dicarboxylic acid esters and other compounds have also been 
identified. Among the identified substances, some are found previously from the other species of the genus Lactuca L. but 
with regards to the L. tatarica to the best of our knowledge the majority of them are firstly being reported in this study. 
The investigated plant is widespread in the lowlands and coastal areas of Azerbaijani flora. The availability of some 
pharma cological effective compounds (lupeol acetate, 3β,13β,14β-13, 27-cycloursan-3-ol acetate, olean-12-en-3-yl ace-
tate) makes the research significant in terms of chemical aspect. Therefore, the results of this investigation open up new 
horizons for future studies in various fields including the pharmaceutical one.

Keywords: fatty acid esters; GC-MS method; Lactuca tatarica; lupeol acetate; triterpenoid.

Introduction
Increasing demand of herbal medicines puts chemical investigation of plants forward. The presence of 

pharmacological active substances in triterpenoid derivatives and their wide distribution in species of Aste-
raceae makes their research important [1]. The genus Lactuca L. (Asteraceae Bercht. & J. Presl) is characte-
rised by the presence of sesquiterpene lactones [2]. Also 15 species in the Caucasus and 10 species in Azerbai-
jani flora have been found of the genus Lactuca L. [3, p. 551–557]. Lactuca tatarica is a perennial bare plant, 
stalk is straight, simple panicle branched inflorescence, 5–50 cm tall. Sessile leaves, lanceolate in outline, 
notched pinnate into triangular whole-marginal or short-edged, back facing lateral lobes, upper lobe usually 
elongated. Outer leaves are lanceolate, inner from a triangular base. In Azerbaijan L. tatarica is distributed in 
Caspian seashores, Absheron – Kur – Araz lowlands, Lankaran, in slightly saline grounds, along coastal sands 
[3, p. 551–557]. In terms of its chemical substances, plants of the genus Lactuca L. have been found to produce 
sesquiterpene lactones, including guaianolides, along with germacranolides and eudesmanolides [4]. Still lack 
of chemical research of Lactuca species performed in Azerbaijan.

Traditionally L. tatarica has been used in folk medicine, such as decoction of whole plant was used for 
joint pains [5]. Its leaves used for headache, internal wounds, fever and vomiting in Indian folk medicine [6]. 
In China, its whole herb has been used as a folk medicine for the cure of some ailments, including erysipelas, 
extravasated blood, appendicitis, red leucorrhea properties and abdominal distension [7].

In general, sesquiterpene lactones and their various derivatives (sesquiterpene lactone glycosides contained 
guaianolide and germacrolide derivatives) have been extracted from L. tatarica plant species according to 
the world literature findings [8]. From the roots of the L. tatarica lactucopicrin, 8-deoxylactucin, crepidia-
side B, jacquinelin, lactucin, 11β,13-dihydrolactucin, vernoflexuoside (glucozaluzanin C) and lactuside A are 
obtained [9]. Tataroside, a germacrolide glucoside, was isolated from the roots of L. tatarica [10]. 11βH,13-di-
hydrolactucin-8-O-p-methoxyphenylacetate, picriside C, sonchuside A, 11βH,13-dihydroglucozaluzanin C, 
benzyl-β-glucopyranoside, cichorioside B, macrocliniside A and ixerin F were isolated from the roots of L. ta-
tarica [8]. Additionally, deacetylmatricarin, 2-oxo-11β,13-dihydrosantamarin and 11β,13-dihydrosantamarin 
have been isolated from the whole part of the respective plant [11].

L. tatarica is rich in flavonoids, triterpenoids and sesquiterpene lactones and some of these compounds are 
medically effective. Therefore, the goal of this research is the determination of chemical components of roots 
of L. tatarica which is omnipresent in Southern Caucasus region. A brief description of the investigation of the 
issue and justification of the novelty of the questions that the author considers in the article are given. 
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Materials and research methods
Collection of plant material. As a research object roots of the L. tatarica were collected on summer (2017) 

during the blossoming period, from the Shabran region (41°12′ 32.9″ N; 48° 58′ 08.2″ E). They have been 
chopped into small pieces and dried at room temperature. 

Preparation of extracts. A portion of small-scale chopped and dried research object (820 g) has been 
extracted with acetone at room temperature for nine days [12]. The extract was decanted, filtered and concen-
trated by rotary evaporator on the water bath (evaporator model: ROVA-N2L (MRC, Israel); water bath model: 
WB-2000 (ANM Industries, India)). Also 10.2 g dried extract were obtained and extraction percentage was 
1.24 %. Extractive substances have been separated into fractions through the column chromatography.

Column chromatography. As a mobile phase n-hexane-benzene in the volume ratio of 1 : 1 was used and 
the respective extract was separated into fractions by silica gel (mesh 70 –230 (i. e., 63–200 µm); pore size 
60 Å) which was the stationary phase. The column was eluted with abovementioned solvent, collecting 100 mL 
fractions, a total of 62 fractions. Each 100 mL fraction (in some cases more than 2 fractions were gathe red 
together) was collected in a 250 mL flask and the solvent was evaporated under reduced pressure using a rotary 
evaporator. Substances that are obtained from the 13–16th fractions then solidified in n-hexane-benzene (in the 
volume ratio of 1 : 1) solution. Weight of the solid mass was 0.04 g. 

Thin layer chromatography (TLC). As a solvent for TLC analysis benzene was used. Visualisation of 
spots was conducted by chromatoscope. TLC plates (Silufol UV-254, Kavalier, Czech) were observed under 
UV light at 366 nm. Solid mass was found to have a polycomponent nature during the TLC analysis. There-
fore, qualitative and quantitative analysis of solid mass precipitated from the 13–16th fractions was performed 
using gas chromatography – mass spectrometry (GC-MS) method and its spectrum confirmed the presence of 
different components.

GC-MS analysis. GC-MS analysis has been performed as described previously by Shukurlu [13]. Gas 
chromatography – mass spectra were obtained using an Agilent Technologies 6890 N (USA) network GC system 
equipped with an Agilent Technologies 5975 inert mass selective detector. Compound identification has been 
conducted using the NIST library database (the NIST Mass Spectral Search Program for the NIST/EPA/NIH 
Mass Spectral Library (version 2.0.g) build 19 May 2011). The statistical analysis has not been carried out in 
this research.

Results and discussion
The GC-MS spectrum illustrated in figure and totally 25 different compounds were identified. As shown in 

the table, the main characteristic compounds of the 13–16th fractions are triterpenoids. The triterpenoid profile 
of L. tatarica was characterised by the high concentrations of lupeol acetate (56.35 %), 3β,13β,14β-13, 27-cyclo-
ursan-3-ol acetate (20.31 %), while the lowest amounts were detected for olean-12-en-3-yl acetate (1.92 %) 
and cycloartenol acetate (1.11 %). The following fatty acid esters have been obtained: methyl myristate, methyl 
palmitoleate, palmitic acid methyl ester, ethyl palmitate, methyl linoleate, methyl oleate, methyl elaidate, me-
thyl stearate, methyl linolelaidate, ethyl-9,12-octadecadienoate, ethyl oleate, methyl 9-cis,11-trans-octadecadie-
noate, 10,13-eicosadienoic acid methyl ester, 11-eicosenoic acid methyl ester, methyl arachisate, oleic acid 
3-hydroxypropyl ester, bis(2-ethylhexyl)sebacate. Among them the highest abundant ones are methyl oleate 
(6.831 %), palmitic acid methyl ester (2.902 %), methyl linoleate (2.826 %) and the least abundant ones are 
10,13-eicosadienoic acid methyl ester (0.075 %) and methyl myristate (0.047 %). Elaidic acid (0.303 %) which 
is a monounsaturated trans fatty acid is identified. The other identified compounds are phthalic acid butyl hept-
4-yl ester (belongs to aromatic dicarboxylic acid esters); bis(2-ethylhexyl)phthalate (belongs to aroma tic dicarbo-
xylic acid derivatives) and a diterpene 4-(3-hydroxy-3-methylpentyl)-3,4a,8,8-tetramethyldecahydro-1-naphtha-
lenol are obtained. To the best of our knowledge, the fatty acid profile of the roots L. tatarica has never been 
reported previously. 

Compounds identified in the crystalline mass obtained from the 13 –16th fractions  
by column chromatography from the roots of L. tatarica by GC-MS method

Peak Retention 
time, min Fragments

Molecular 
weight,  
g/mol

Name Percentage 
of total

Fatty acid esters
1 14.392 143, 88, 75, 69, 57, 55, 43, 41, 29 242 Methyl myristate 0.047
2 16.824 98, 97, 88, 84, 75, 70, 56, 42 268 Methyl palmitoleate 0.256
3 17.155 227, 143, 88, 75, 69, 57, 55, 43, 41 270 Palmitic acid methyl ester 2.902
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Peak Retention 
time, min Fragments

Molecular 
weight,  
g/mol

Name Percentage 
of total

4 18.214 102, 89, 73, 69, 57, 55, 43, 41, 29 284 Ethyl palmitate 0.214

5 19.825 109, 96, 83, 82, 79, 68, 56, 41 294 Methyl linoleate 2.826

6 19.952 98, 96, 87, 84, 75, 70, 56, 43, 41 296 Methyl oleate 6.831

7 20.032 98, 96, 87, 84, 75, 70, 56, 43, 42 296 Methyl elaidate 1.373

8 20.329 298, 143, 88, 75, 69, 57, 55, 43, 41 298 Methyl stearate 1.534

9 20.618 96, 82, 81, 79, 68, 56, 43, 42, 29 294 Methyl linolelaidate 0.297

10 20.852 96, 83, 82, 69, 68, 56, 55, 42 308 Ethyl-9,12-octadecadienoate 0.312

11 20.949 101, 97, 96, 89, 84, 70, 56, 44, 42 310 Ethyl oleate 0.082

12 21.288 109, 96, 82, 79, 69, 68, 55 294 Methyl 9-cis,11-trans-
octadecadienoate 0.375

13 22.887 109, 97, 96, 83, 82, 69, 68, 70, 56, 41 322 10,13-Eicosadienoic acid methyl 
ester 0.075

14 22.976 292, 98, 96, 84, 74, 70, 67, 56 324 11-Eicosenoic acid methyl ester 0.165

15 23.359 326, 143, 88, 75, 57, 55, 44, 41 326 Methyl arachisate 0.095

16 24.746 265, 99, 81, 70, 67, 60, 57, 44, 42, 31 340 Oleic acid 3-hydroxypropyl ester 0.091

17 29.507 186, 112, 98, 83, 71, 70, 58, 55, 43, 41 426 Bis(2-ethylhexyl)sebacate 0.124

Aromatic dicarboxylic acid ester

18 17.663 224, 206, 151, 150, 104, 98, 76, 57,  
56, 41 320 Phthalic acid butyl hept-4-yl ester 0.765

Monounsaturated trans fatty acid

19 20.491 98, 96, 84, 70, 57, 56, 43 282 Elaidic acid 0.303

Aromatic dicarboxylic acid derivative

20 26.163 279, 167, 150, 71, 70, 57, 55, 43, 41 390 Bis(2-ethylhexyl)phthalate 1.505

Diterpenoid

21 31.210 190, 154, 137, 136, 124, 110, 96, 83,  
70, 56 310

4-(3-Hydroxy-3-methylpentyl)-
3,4a,8,8-tetramethyldecahydro-1-
naphthalenol

0.123

Triterpenoids

22 39.863 219, 203, 189, 136, 110, 96, 82, 69, 44 468 Olean-12-en-3-yl acetate 1.925

23 41.323 190, 121, 110, 108, 96, 94, 82, 70,  
56, 44 468 Lupeol acetate 56.35

24 42.644 121, 109, 107, 95, 93, 81, 70, 55, 44, 42 468 Cycloartenol acetate 1.113

25 43.576 469, 206, 139, 136, 124, 122, 110, 96, 
70, 44 468 13, 27-cycloursan-3-ol, acetate,  

(3β,13β,14β)- 20.314

Lupeol acetate has been isolated from the aerial parts of Lactuca sativa L. [14] and from L. denticulata [15]. 
Olean-12-en-3-yl acetate was obtained from the leaves of L. sativa L. [16].

As a fatty acid ester methyl palmitoleate, methyl linoleate, palmitic acid methyl ester have been isolated 
from L. saligna L. [17]. Methyl oleate and palmitic acid methyl ester are also found in the seeds of L. tata-
rica [18]. Methyl myristate, methyl oleate, palmitic acid methyl ester, methyl linoleate, methyl stearate, methyl 
arachisate have been obtained from the seeds of L. sativa L. [19].

E n d i n g  t a b l e
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Among these components lupeol acetate, 3β,13β,14β-13, 27-cycloursan-3-ol acetate and olean-12-en-3-yl 
acetate are pharmacologically effective substances. Lupeol acetate has an antiarthritic effect [20]. Obtained 
pentacyclic triterpenoid 3β,13β,14β-13, 27-cycloursan-3-ol acetate possesses antibacterial, antioxidant and anti- 
carcinogenic properties [21]. Olean-12-en-3-yl acetate has an antiinflammatory, antidepressant and anticancer 
activity [22]. Due to the availability of pharmacological active components in L. tatarica roots, it can be re-
com mended for further investigations onto the respective area. 

Conclusion
In this study, the chemical investigation of L. tatarica root extract was performed using column chromato-

graphy and GC-MS technique. Briefly 25 components are identified (4 of them belong to triterpenoids, whereas 
17 of them are defined as fatty acid esters, 1 of them is aromatic dicarboxylic acid ester, 1 is monounsaturated 
trans fatty acid, 1 is aromatic dicarboxylic acid derivative and 1 belongs to the diterpenoid group). In accor-
dance with the literature data, there is a lack of information on this species. Acquired outcomes, together with 
the previous information, could support further investigations, including in the pharmaceutical area.
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23 января 2022 г. на 68-м году жизни безвремен-
но скончался доктор биологических наук профес-
сор кафедры ботаники биологического факультета 
БГУ Василий Васильевич Карпук – замечательный 
ученый и талантливый исследователь, внесший боль-
шой вклад в понимание механизмов иммунитета 
и фитохимию лекарственных растений. 

В. В. Карпук родился 25 апреля 1954 г. в д. Кус-
тын Брестского района Брестской области в семье 
железнодорожных служащих. Он был старшим из 
трех сыновей. Чтобы содержать семью, родители 
были вынуждены после ночной смены в Бресте 
днем работать в колхозе. На старшего сына Васи-
лия возлагалась забота о доме и младших братьях. 
Он должен был принимать серьезные продуман-
ные решения и в отсутствие родителей полагаться 
только на свои силы. Как-то зимой в метель, когда 
родители были на работе, ему, ученику второго 
класса, пришлось вечером идти 3 км через поле, 
чтобы вызвать врача для брата с очень высокой 
температурой. 

В детстве Василий Васильевич был очень вни-
мательным и успешным грибником. Он находил 

грибы, мимо которых проходили другие, не заме-
чая их. В будущем микология, наука о грибах, ста-
нет его профессией.

Девятый и десятый классы В. В. Карпук окан-
чивал в Мотыкальской средней школе, которая 
находилась в 10 км от его дома. Василий Василье-
вич ходил более 2 км до автобусной остановки 
к 7:30 утра в любую погоду. Когда были снежные 
заносы, автобусы переставали курсировать, и он 
добирался пешком к 6:30 утра до пригородного 
поезда Высоко-Литовск – Брест. В 1971 г., несмот-
ря на все трудности, В. В. Карпук окончил школу 
с отличием.

В 1972 г. он поступил на биологический факуль-
тет БГУ, который успешно окончил в 1977 г., защи-
тив дипломную работу под руководством профес-
сора кафедры ботаники А. С. Шуканова и доцента 
кафедры физиологии растений Л. В. Кахнович. 
Это была первая для В. В. Карпука попытка рас-
смотреть проблемы патологии растения с позиции 
физиологии растительного организма. В том же 
году Василий Васильевич начал работать в лабо-
ратории физиологии больного растения Института 

Василий  Васильевич 
КАРПУК

Vasilii  Vasil’evich 
KARPUK
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Памяти ученого
To the Memory of Scientist

экспериментальной ботаники имени В. Ф. Купре-
вича АН БССР, которой заведовала физиолог- 
фитопатолог, доктор биологических наук, профес-
сор З. Я. Серова. В 1980 г. В. В. Карпук женился 
на Алле Валентиновне Макаревич, у них родился 
сын Александр. 

В 1981 г. Василий Васильевич прошел по конкур-
су в целевую аспирантуру Главного ботанического 
сада АН СССР в Москве. Ему пришлось оставить 
в Минске жену и маленького ребенка, о которых он 
очень заботился и которым всегда был предан. 

В Москве Василий Васильевич полностью оку-
нулся в исследовательскую работу, не жалея ни 
времени, ни сил. Он внимательно следил за науч-
ной литературой, много работал эксперименталь-
но, благодаря чему стал эрудированным специа-
листом в своей области. В. В. Карпук был очень 
требователен к себе, проверяя и перепроверяя по-
лученные данные. Научная истина для него была 
превыше всего. 

Результатом стала успешная защита диссертации 
«Цитофизиологические особенности взаимоотно-
шений растения-хозяина и патогена при поражении 
ржи и пшеницы стеблевой ржавчиной» на соис-
кание ученой степени кандидата биологических 
наук в 1986 г. Руководителями диссертационной 
работы В. В. Карпука были член-корреспондент 
РАН Л. Н. Андреев и доктор биологических наук 
Ю. М. Плотникова. В 1986 г. Василий Васильевич 
возвратился в Минск в лабораторию физиологии 
больного растения Института экспериментальной 
ботаники имени В. Ф. Купревича АН БССР. Почти 
сразу после возвращения В. В. Карпук был моби-
лизован и на 3 месяца направлен на ликвидацию 
чернобыльской аварии во главе подразделения 
из 12 человек. Они работали в пределах опасной 
10-километровой зоны. Василию Васильевичу тог-
да было 32 года. По возвращении из Чернобыля 
у него начались проблемы со здоровьем, на кото-
рые Василий Васильевич старался не обращать 
внимания, отдавая себя исследовательской работе 
и заботе о семье. Живой интерес к научному поис-
ку, огромная работоспособность, упорство в до-
стижении результатов всегда выделяли его среди 
молодых специалистов.

Василий Васильевич исследовал взаимоотно-
шения патогенных грибов с клетками растения-
хозяина у наиболее вредоносных болезней куль-
турных злаков, возбудителей стеблевой ржавчины 
пшеницы (Puccinia graminis f. sp. tritici) и ржи 
(P. graminis f. sp. secalis). Он сделал крупный вклад 
в понимание механизмов структурной интеграции 
растений и грибов в патосистемах и закономернос-
тей их формирования. Проанализировав различия 

1Растениеводство : учеб. пособие для студентов учреждений высш. образования по биол. специальностям / В. В. Карпук, 
С. Г. Сидорова. Минск : БГУ, 2011. 352 с. ; Карпук В. В. Фармакогнозия : учеб. пособие для студентов высш. учеб. заведений 
по биол. специальностям. Минск : БГУ, 2011. 340 с.

в механизмах некротрофного и биотрофного пара-
зитизма, В. В. Карпук доказал, что сбалансирован-
ность совместного существования гриба и расте-
ния достигается при биотрофном типе отношений 
между ними. Изменение или прекращение сопря-
женности метаболических процессов ведет к пре-
кращению биотрофных и началу некротрофных 
отношений. Василий Васильевич подчеркивал ве-
дущую роль экзо- и эндоцитоза в развитии взаимо-
отношений патогена и растения-хозяина.

В. В. Карпук выявил участие гидролитических 
ферментов в ступенчатой деградации липидов при 
прорастании уредоспор и дифференциации инфек-
ционных структур возбудителей ржавчины пшени-
цы и ржи in vitro и in vivo. Он доказал, что утили-
зация запасных веществ спор патогенных грибов 
при прорастании и дифференциации инфекцион-
ных структур обеспечивает им трофическую авто-
номность от хозяина на период, необходимый для 
установления паразитических отношений и пере-
хода грибов на альтернативный метаболический 
путь питания за счет клеток растения. 

В 2000 г. В. В. Карпук защитил диссертацию 
«Структурная организация патогенеза злаков, вы-
зываемого грибной инфекцией» на соискание уче-
ной степени доктора биологических наук.

Будучи зрелым и признанным ученым в своей 
области, Василий Васильевич успешно совершил 
крутой поворот в своей карьере и стал известным 
специалистом, педагогом, автором учебных посо-
бий для университетов. В 2001 г. В. В. Карпук пе-
решел для работы на новый факультет фундамен-
тальной и нетрадиционной медицины БГУ, с 2001 
по 2006 г. являлся доцентом кафедры фармации. 
С 2006 г. и до конца жизни Василий Васильевич 
работал на кафедре ботаники биологического фа-
культета БГУ. Здесь он читал общие курсы «Рас-
тениеводство» и «Фармакогнозия» для студентов 
биологического факультета, а также в течение 
3 лет для студентов химического факультета по 
вновь открывшимся специальностям «химия (фар-
мацевтическая деятельность)» и «химия лекар-
ственных соединений». Для обоих курсов им были 
написаны учебные пособия1. Кроме того, Василий 
Васильевич проводил лабораторные занятия по кур-
су «Фармакогнозия», летнюю ботаническую практи-
ку, руководил курсовыми и дипломными работами, 
входил в состав государственной экзаменационной 
комиссии. Под его руководством выполнены ряд 
дипломных работ по фитохимии лекарственных 
растений, научно-исследовательская тема «Фито-
химическое изучение произрастающих в Беларуси 
и культивируемых суккулентных растений как про-
дуцентов биологически активных веществ».



Экспериментальная биология и биотехнология. 2022;2:88–90
Experimental Biology and Biotechnology. 2022;2:88–90

Как авторитетный ученый, В. В. Карпук входил 
в экспертную группу ВАК Беларуси, был членом 
ряда советов по защите диссертаций по специаль-
ностям «защита растений», «физиология и биохи-
мия растений», «ботаника», «экология». Также он 
входил в состав программных комитетов между-
народных научных конференций «Актуальные про-
блемы изучения и сохранения фито- и микобиоты» 
(2014, 2021). 

В. В. Карпук – автор более 115 научных и учебно-
методических работ, в том числе коллективной моно-
графии «Структурные основы системы иммунитета 
злаков»2.

Особым эмоциональным увлечением Василия 
Васильевича была музыка, а народные песни род-

2Карпук В. В. Структурные основы системы иммунитета злаков // Физиология патогенеза и болезнеустойчивости расте-
ний : монография / А. П. Волынец [и др.] ; науч. ред. В. Н. Решетников. Минск : Беларус. навука, 2016. С. 100 –155. 

3Вадим Викторович Демидчик – член-корреспондент НАН Беларуси, доктор биологических наук, доцент; декан биологи-
ческого факультета Белорусского государственного университета.

Vadim V. Demidchik, corresponding member of the National Academy of Sciences of Belarus, doctor of science (biology), docent; 
dean of the faculty of biology, Belarusian State University.

E-mail: dzemidchyk@bsu.by
4Юлия Марковна Плотникова – доктор биологических наук, профессор; независимый исследователь (Москва, Россия).
Yuliya M. Plotnikova, doctor of science (biology), full professor; independent researcher (Moscow, Russia).
5Михаил Васильевич Карпук – кандидат физико-математических наук; независимый исследователь (Минск, Беларусь).
Michael V. Karpuk, PhD (physics and mathematics); independent researcher (Minsk, Belarus).
6Валерий Николаевич Тихомиров – кандидат биологических наук, доцент; заведующий кафедрой ботаники биологического 

факультета Белорусского государственного университета.
Valery N. Tikhomirov, PhD (biology), docent; head of the department of botany, faculty of biology, Belarusian State University.
E-mail: tikhomirov_v_n@list.ru
7Валентина Дмитриевна Поликсенова – кандидат сельскохозяйственных наук, доцент; доцент кафедры ботаники биологи-

ческого факультета Белорусского государственного университета.
Valentina D. Poliksenova, PhD (agricultural sciences), docent; associate professor at the department of botany, faculty of biology, 

Belarusian State University.
E-mail: polyksenova@gmail.com

ной Брестчины и мелодичные украинские песни 
трогали его до глубины души.

В последние годы В. В. Карпук стал работать 
с архивами семьи и собрал много материалов о своей 
родословной.

Василия Васильевича ценили на кафедре за его 
эрудицию, добросердечие, умение поддерживать 
хорошие отношения в коллективе.

В. В. Карпук был истинным ученым, преданным 
науке до последнего дыхания, и новатором в науке. 
Его идеи, которыми он охотно делился с коллегами, 
будут жить и претворяться в жизнь будущими по-
колениями ученыx.

В. В. Демидчик3, Ю. М. Плотникова4,  
М. В. Карпук5, В. Н. Тихомиров6, В. Д. Поликсенова7
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АННОТАЦИИ ДЕПОНИРОВАННЫХ В БГУ РАБОТ

INDICATIVE ABSTRACTS OF THE PAPERS DEPOSITED IN BSU

УДК 574(075.8)+502.171(075.8)
Гричик В. В. Экология и рациональное природопользование [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-
метод. комплекс для спец. 1-31 01 01 «Биология (по направлениям)» / В. В. Гричик ; БГУ. Электрон. 
текстовые дан. Минск : БГУ, 2021. 118 с. : ил. Библиогр.: с. 117–118. Режим доступа: https://elib.bsu.by/
handle/123456789/276061. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 21.02.2022, № 001521022022.

Электронный учебно-методический комплекс предназначен для студентов специальности 1-31 01 01 
«Биология (по направлениям)», включает в себя разделы: теоретический, контроля знаний и вспомога-
тельный, содержащий учебно-программные материалы и список рекомендованной литературы. Курс 
«Экология и рациональное природопользование» предполагает изучение основных разделов современ-
ной экологии, включая ее прикладные аспекты и анализ глобальных и региональных экологических 
проблем.

УДК 577.1.087(075.8)
Новиков Д. А. Прикладная биохимия [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для 
спец. 1-31 80 11 «Биохимия» / Д. А. Новиков ; БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2022. 172 с. : 
ил. Библиогр.: с. 171–172. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/277181. Загл. с экрана. 
Деп. в БГУ 30.03.2022, № 003030032022.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальности 
1-31 80 11 «Биохимия». Содержание ЭУМК предполагает формирование и развитие у магистрантов 
представлений о методах современной биохимии, получивших широкое применение в различных об-
ластях производства, медицины, судебной экспертизы, формирование навыков самостоятельного про-
ведения аналитических исследований с использованием современных методов биохимии. Дисципли-
ной предусмотрено выполнение практических работ, направленных на овладение комплексом знаний 
и умений для решения научных и прикладных задач в области прикладной биохимии.

УДК 576.3(075.8)+611.018(075.8)
Цитология и гистология [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для спец.: 1-31 01 01 
«Биология», 1-31 01 02 «Биохимия», 1-33 01 01 «Биоэкология», 1-31 01 03 «Микробиология» / БГУ ; 
сост.: С. В. Глушен , В. В. Гринев, Ю. И. Кожуро. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2022. 110 с. : 
табл. Библиогр.: с. 109–110. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/277791. Загл. с экрана. 
Деп. в БГУ 13.04.2022, № 004113042022.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальностей 
1-31 01 01 «Биология», 1-31 01 02 «Биохимия», 1-33 01 01 «Биоэкология» и 1-31 01 03 «Микробиоло-
гия» биологического факультета Белорусского государственного университета. Предлагаемый ЭУМК 
включает изучение техники микроскопии клеток и тканей, структурно-функциональной организации 
эукариотической клетки на уровне субклеточных органелл и макромолекулярных комплексов, разно-
образия клеток, их дифференцировку и объединение в надклеточные ансамбли – ткани.

УДК 615.3.07(075.8)
Анализ и контроль качества лекарственных средств [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. 
комплекс для спец. 1-31 01 02 «Биохимия» / БГУ ; сост. С. В. Гриневич. Электрон. текстовые дан. Минск : 
БГУ, 2022. 39 с. : ил. Библиогр.: с. 38–39. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/278775. 
Загл. с экрана. Деп. в БГУ 28.04.2022, № 004528042022.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальности 
1-31 01 02 «Биохимия». Содержание ЭУМК предполагает изучение следующих вопросов: общих по-
нятий (лекарственные средства, фармацевтические субстанции, биологически активные вещества), 
источников и способов получения лекарственных средств, принципов классификации лекарственных 
средств, используемых в фармацевтической химии, современных требований к лекарственным средствам 
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(безопасность, эффективность и качество), физических свойств лекарственных веществ, химических ме-
тодов идентификации, нормативной документации, регламентирующей качество лекарственных средств, 
пробоотбора и пробоподготовки, методов аналитической химии и биохимии, применяемых в анализе 
лекарственных средств.

УДК 577.204(075.8)+576.33.04(075.8)
Качан А. В. Молекулярные механизмы биосигнализации [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. 
комплекс для спец. 1-31 80 01 «Биология» профилизации «Функциональная биология» / А. В. Качан, 
Е. А. Николайчик, А. М. Ходосовская ; БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2022. 104 с. : ил. 
Библиогр.: с. 103–104. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/278910. Загл. с экрана. Деп. 
в БГУ 05.05.2022, № 004705052022.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов магистратуры, 
обучающихся по специальности 1-31 80 01 «Биология» профилизации «Функциональная биология». 

Содержание ЭУМК предполагает изучение наиболее актуальных вопросов молекулярной биологии 
передачи сигналов в клетках прокариот, растений и животных. ЭУМК включает также практический 
раздел, содержащий задания, позволяющие студентам провести самостоятельный анализ результатов 
экспериментов. На практических занятиях также закрепляется материал, изложенный в ходе лекций. 
Раздел контроля знаний призван облегчить подготовку к итоговой аттестации по дисциплине. 

УДК 579.011(075.8)
Методология микробиологических исследований [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. ком-
плекс для спец. 1-31 80 12 «Микробиология» профилизации «Фундаментальная и прикладная микробио-
логия» / БГУ ; сост. М. И. Мандрик. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2022. 35 с. : ил. Библиогр.: 
с. 29–30. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/278995. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 10.05.2022, 
№ 004810052022.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов 2-й ступени выс-
шего образования специальности 1-31 80 12 «Микробиология» (профилизация «Фундаментальная 
и прикладная микробиология»). Содержание ЭУМК посвящено теоретическим и практическим осно-
вам постановки цели и задач исследования, правилам работы с литературными источниками, порядку 
планирования и постановки эксперимента, обработке и графическому представлению данных, оформ-
лению квалификационных работ, научных публикаций и подготовке устных и стендовых докладов.

УДК 577.15(075.8)
Энзимология [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для спец. 1-31 01 02 «Биохи-
мия» / БГУ ; сост. Т. А. Кукулянская. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2022. 71 с. : ил., табл. Биб-
лиогр.: с. 70–71. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/279812. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 
18.05.2022, № 005118052022.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальности 
1-31 01 02 «Биохимия» биологического факультета Белорусского государственного университета. Со-
держание ЭУМК предполагает изучение следующих вопросов: особенностей биокаталитических про-
цессов, структурно-функциональной организации ферментов и механизма их действия, внутриклеточ-
ной локализации и организации ферментов, а также молекулярных механизмов регуляции активности 
ферментов in vivo. 

УДК 575.1/.2(075.8)
Романовская Т. В. Эпигенетика [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для спец. 
1-31 80 01 «Биология» / Т. В. Романовская ; БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2022. 88 с. : 
ил. Библиогр.: с. 86–88. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/280326. Загл. с экрана. Деп. 
в БГУ 31.05.2022, № 005831052022.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальности 
1-31 80 01 «Биология». Содержание ЭУМК предполагает формирование и развитие у магистрантов пред-
ставлений о разнообразных эпигенетических феноменах, представленных в живой природе, и о механиз-
мах, которыми эти феномены обусловлены.



УДК 573.22(075.8)
Введение в системную биологию [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для спец.: 
1-31 01 01 «Биология (по направлениям)», направления спец.: 1-31 01 01 01 «Биология (научно-производ-
ственная деятельность)», 1-31 01 01 02 «Биология (научно-педагогическая деятельность)», 1-31 01 01 03 
«Биология (биотехнология)»; 1-31 01 02 «Биохимия»; 1-31 01 03 «Микробиология» / О. В. Недзьведь [и др.] ; 
БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2022. 134 с. : ил. Библиогр.: с. 133–134. Режим доступа: https://
elib.bsu.by/handle/123456789/280838. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 07.06.2022, № 006107062022.

Электронный учебно-методический комплекс по учебной дисциплине «Введение в системную биоло-
гию» предназначен для студентов специальностей 1-31 01 01 «Биология (по направлениям)», направления 
специальности 1-31 01 01 01 «Биология (научно-производственная деятельность)», 1-31 01 01 02 «Биология 
(научно-педагогическая деятельность)», 1-31 01 01 03 «Биология (биотехнология)»; 1-31 01 02 «Биохимия»; 
1-31 01 03 «Микробиология».
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