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БЗОРНЫЕ СТАТЬИ

ReVIEWS

УДК 581.192.7

РОЛЬ ПЕПТИДНЫХ ГОРМОНОВ 
В РЕГУЛЯЦИИ РОСТА И РАЗВИТИЯ РАСТЕНИЙ 

И ИХ АДАПТАЦИИ К ВНЕШНИМ ФАКТОРАМ

Г. Г. ФИЛИПЦОВА1

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

Аннотация. Пептидные гормоны растений представляют собой класс сигнальных веществ, участвующих 
в регуляции процессов роста и развития растительных организмов, а также их адаптации к стрессовым воздей
ствиям. Индукция генов, кодирующих белки -  предшественники пептидных гормонов, осуществляется в ответ 
на разнообразные внешние и внутренние стимулы. Пептидные гормоны воспринимаются растительной клеткой 
с помощью специфических рецепторов и запускают многоуровневую систему сигналинга, обеспечивающую коор
динацию клеточных процессов при изменяющихся условиях среды, развитие защитных реакций и формирование 
иммунитета. В настоящей работе проведен анализ современных литературных данных о структуре, функциональной 
активности и механизмах сигналинга основных групп пептидных гормонов растений.

Ключевые слова: пептидные гормоны растений; механизмы сигналинга; регуляция роста и развития; устой
чивость растений.
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Обзорные статьи
Reviews

ROLE OF PEPTIDE HORMONES 
IN  REGULATION OF PLANT GROWTH AND DEVELOPMENT 
AND THEIR ADAPTATION TO ENVIRONMENTAL FACTORS

H. G. FILIPTSOVA

aBelarusian State University, 4 Niezaliezhnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus

Abstract. Plant peptide hormones are a class of signaling substances involved in the regulation of growth and deve
lopment processes, as well as the adaptation of plant organisms to stress. Induction of genes, which encode precursors 
of peptide hormones, occurs in response to a variety of external and internal stimuli. Peptide hormones are perceived by 
specific receptors of plant cells and trigger a multi-level signaling system that ensures the coordination of cellular pro
cesses under changing environmental conditions, the development of protective reactions and the formation of immunity. 
This work analyses recent studies on the structure, functional activity and signaling mechanisms of the main groups of 
plant peptide hormones.

Keywords: plant peptide hormones; signaling mechanisms; regulation of growth and development; plant resistance.

Введение
В силу прикрепленного образа жизни и необходимости приспосабливаться к изменяющимся внеш

ним факторам растения приобрели сложную сигнальную систему, обеспечивающую межклеточные 
коммуникации, а также взаимосвязь организма с окружающей средой. Важнейшим компонентом данной 
системы являются пептидные гормоны, с помощью которых осуществляются поддержание клеточного 
гомеостаза, регуляция роста и развития растений, запуск иммунного ответа, противодействие патогенам 
и вредителям.

К пептидам принято относить соединения, включающие от 2 до 100 аминокислотных остатков 
и имеющие молекулярную массу менее 10 кДа. Структура и функциональная роль одних пептидов 
известны достаточно давно (например, глутатион представляет собой трипептид у-глутамил-цистеинил- 
глицин и является широко распространенным эндогенным антиоксидантом [1]). Другие пептиды 
открыты относительно недавно, и выявление их функциональной активности находится на стадии 
становления. Некоторые растительные пептиды обладают антимикробной активностью и играют 
важную роль в устойчивости растений к фитопатогенам [2]. Наиболее изученными антимикробными 
пептидами являются тионины, дефензины (DEF), гевеино- и ноттиноподобные пептиды, циклотиды. 
Они конститутивно присутствуют во всех частях растений и выступают компонентами врожденного 
иммунитета [3].

Ряд пептидов являются элементами сигнальных путей, обеспечивающих межклеточные взаимо
действия в биологических системах [4; 5]. Исходя из функциональной активности, эти соединения 
принято называть пептидными гормонами. В отличие от относительно небольшого количества клас
сических фитогормонов, представленных ауксинами, цитокининами, гиббереллинами, абсцизовой 
кислотой и этиленом, в растениях обнаружено несколько тысяч гормонов пептидной природы [5]. 
Так, в модельном растении Arabidopsis thaliana идентифицировано более 1000 генов, кодирующих 
пептиды с той или иной биологической активностью [6]. Пептидные гормоны могут конститутивно 
присутствовать в растительных тканях или индуцироваться в ответ на внешние воздействия. Экспрес
сия генов конкретных изоформ пептидов происходит в определенных органах и тканях растения, на 
разных стадиях онтогенеза и, как правило, активируется под действием биотических и абиотических 
стрессовых факторов.

В растениях пептиды имеют как внеклеточную (апопласт), так и внутриклеточную (цитоплазматиче
ская мембрана, цитоплазма, вакуоль) локализацию [4]. Они могут продуцироваться в различных органах 
или накапливаться в отдельных тканях (например, в эпидермисе, проводящих сосудах, устьичных клет
ках). Пептиды часто синтезируются в виде мультидоменных белков-предшественников или образуются 
в результате ограниченного протеолиза, а также других способов деградации белков.

Сигнальные пептиды можно разделить на три группы. Две из них представляют собой секретируемые 
пептиды, содержащие N-концевую сигнальную последовательность, а одна группа включает несекрети- 
руемые пептиды [7]. К секретируемым относятся небольшие посттрансляционно модифицированные 
пептиды, которые продуцируются посредством протеолитического процессинга, и богатые цистеином
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пептиды, характеризующиеся четным числом остатков цистеина, участвующих в формировании внутри
молекулярных дисульфидных связей. В настоящее время идентифицировано 9 семейств посттрансля
ционно модифицированных пептидов (наиболее изученными среди них являются CLAVATA3 (CLV3), 
RGF, PSK, PSY1, Ce P, CIF, IDA, PIP) и 13 семейств богатых цистеином пептидов (RALF, EPF и EP f L, 
SCR и др.) [8]. Секретируемые пептиды выделяются из клетки и могут пассивно диффундировать во 
внеклеточном пространстве, взаимодействуя со специфическими рецепторами на мембранах соседних 
клеток, либо транспортироваться в другие органы по проводящим тканям. Несекретируемые пептиды, 
к которым относятся системин (Sys), РЕР, ENOD40, выполняют свои функции в той же клетке, в кото
рой были синтезированы, либо попадают в апопласт при разрушении клетки и активируют сигнальные 
системы соседних клеток.

Характеристика различных групп растительных пептидов представлена в ряде баз данных. В настоя
щее время наиболее полной является база данных PlantPepDB, включающая 3848 уникальных записей 
растительных пептидов, выделенных из 443 видов растений [9]. Анализ структуры этих пептидов по
казывает, что около 75 % из них состоят из 50 или менее аминокислотных остатков, остальные имеют 
длину более 50 аминокислотных остатков.

В зависимости от биологической активности выделяют несколько функциональных групп пептидов, 
хотя установлено, что один и тот же пептид может обладать несколькими видами биологической актив
ности. В данной работе проведен анализ современных знаний о структуре и биологической активности 
пептидных гормонов, особенностях их образования и сигналинга.

Биологическая активность пептидных гормонов растений
Современные исследования свидетельствуют о том, что пептидные гормоны регулируют самые разно

образные биохимические, онтогенетические и физиологические процессы, координируя рост и развитие 
растений, а также их взаимосвязь с окружающей средой [4; 7; 8; 10; 11]. Обычно они представляют со
бой небольшие молекулы, состоящие из 10-50 аминокислотных остатков, которые образуются из более 
крупных белков-предшественников или напрямую транслируются из открытых рамок считывания либо 
микроРНК без протеолиза [5; 7; 12].

Большинство охарактеризованных на сегодняшний день растительных пептидов происходят из не
функциональных белков-предшественников, называемых пребелками. Зрелый пептид образуется после 
удаления N-концевой сигнальной последовательности, функция которой заключается в направленной 
секреции пребелка везикулами эндоплазматического ретикулума. Вместе с тем имеются данные о том, 
что пептидные гормоны могут происходить из функциональных белков-предшественников [12]. Наи
более известными сигнальными пептидами, относящимися к этой группе, являются CAPE, инцептины 
и субтилазный пептид сои. Их предшественники обладают функциональной активностью, отличной от 
активности пептидов. К пептидам, образующимся из открытых рамок считывания, относятся ENOD40, 
PLS, ROT4 и некоторые другие.

Пептидные гормоны могут быть мобильными или связанными с мембраной. Как правило, они рас
познаются специфическими рецепторами, в большинстве случаев представленными богатыми лейци
ном рецептороподобными киназами (LRR-RLK) [4; 5].

Пептидные гормоны обладают многими характеристиками классических гормонов растений. Они регу
лируют рост и развитие растений в низких (наномолярных) концентрациях, могут транспортироваться по 
симпласту и апопласту на большие расстояния, для их распознавания требуются мембранные рецепторы, 
а для перевода молекул в активное состояние часто необходимы модификации вторичных группировок. 
На рис. 1 приведена схема, демонстрирующая участие пептидных гормонов в различных процессах 
роста и развития растительных организмов. К настоящему времени показана роль пептидных сигналов 
в защитных реакциях растений, поддержании идентичности стволовых клеток в апикальных меристемах 
побега и корня, самонесовместимости при опылении крестоцветных растений, а также пролиферации 
и дифференцировке клеток.

Одной из важнейших функций пептидных гормонов является их участие в развитии ответной 
реакции растительного организма на действие биотических и абиотических стрессовых факторов, 
а также ассоциации растений с полезными микроорганизмами. На рис. 2 представлена схема, де
монстрирующая участие различных пептидов в формировании устойчивости растений к стрессовым 
воздействиям. Эти соединения являются ключевыми сигнальными компонентами при формировании 
иммунитета к фитопатогенным микроорганизмам, насекомым и нематодам. Также они играют важную 
роль в адаптации растений к засолению, засухе, гипо- и гипертермии, дефициту азота и фосфора. При
чем один и тот же пептид может обладать множеством различных функций или выполнять одну спе
цифическую функцию.
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Рис. 1. Участие пептидных гормонов в процессах роста и развития растений 
Fig. 1. Participation of peptide hormones in the processes of plant growth and development

Рис. 2. Участие пептидных гормонов в формировании устойчивости растений 
к биотическим и абиотическим стрессовым факторам 

Fig. 2. Participation of peptide hormones in the formation of plant resistance 
to biotic and abiotic stress factors

Характеристика основных групп пептидных гормонов растений
Системины. Системин (Sys) -  первый сигнальный пептид, функциональная роль которого была 

установлена в 1991 г. у растений томата [13]. Он состоит из 18 аминокислот с 4 -6  остатками пролина 
и консервативным мотивом PPKMQTD на С-конце. Данный пептид образуется из белка-предшественника 
просистемина (ProSys), содержащего 200 аминокислотных остатков, при механическом ранении или 
повреждении листьев насекомыми-вредителями. Системин воспринимается рецепторами и приводит 
к запуску системной защиты растений [14].

Схожие пептиды были обнаружены у других представителей пасленовых растений, таких как табак, 
картофель и перец [15]. Данные пептиды структурно отличаются от системина томата. В частности, они 
содержат гидроксипролин и поэтому называются гидроксипролинсистеминами (HysSys). Несмотря на 
структурные различия, HysSys вызывают схожий биологический ответ -  активацию системной устой
чивости [16].

В 1999 г. на цитоплазматической мембране клеток томата был идентифицирован рецептор системина 
SR160, представляющий собой трансмембранный белок массой 160 кДа, содержащий внеклеточный домен, 
богатый лейцином, и внутриклеточный киназный домен [17]. Показано, что рецептор SR160 гомологичен
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рецептору брассинолида BRI1 с высоким процентом идентичности аминокислотных последовательно
стей [18]. Стоит отметить, что это уникальный для растений пример наличия рецептора, запускающего 
функционально разные сигнальные пути: защитный и регулирующий процессы роста и развития.

При взаимодействии системина с рецептором SR160 происходит индукция сигнального пути, кото
рый включает активацию MAP-киназного каскада, состоящего из группы митогенактивируемых про
теинкиназ (МАРК) [19], увеличение концентрации ионов Са2+ в цитоплазме, ингибирование протонной 
АТФазы и быстрое подщелачивание внеклеточной среды [20], активацию фосфолипазы А2 и высвобож
дение линоленовой кислоты, которая дает начало сигнальным оксилипинам, таким как фитодиеновая 
и жасмоновая кислоты, а также повышение уровня экспрессии защитных генов [14; 21; 22]. При этом 
системин вызывает подавление экспрессии ряда фотосинтетических генов, связанных с фиксацией угле
рода и метаболизмом углеводов. Таким образом, системин генерирует и усиливает системный сигнал, 
активируя жасмонатный путь, который запускает синтез соединений, прямо или косвенно воздействую
щих на вредителей. В работе [14] приводятся данные о том, что под действием системина происходит 
активация биосинтеза более 20 белков, связанных с защитой растений.

Роль системина в реакции на повреждения была выяснена в ряде исследований с использованием 
мутантных растений со сверхэкспрессией белка-предшественника ProSys. Системин проявляет актив
ность в нано- и пикомолярных концентрациях и способствует увеличению устойчивости растений к та
ким вредителям, как тля (Macrosiphum euphorbiae), личинки чешуекрылых (Spodoptera littoralis), фито
патогенные грибы (Botrytis cinerea и Alternaria alternata) [14; 16; 22]. Показано, что сверхэкспрессия 
просистемина индуцирует накопление ингибиторов протеаз, которые расщепляют незаменимые амино
кислоты в кишечнике травоядных [23]. Растения томата с высоким уровнем экспрессии просистемина 
синтезируют больше летучих органических соединений, привлекающих паразитоидов тли, в частности 
Aphidius ervi [24].

Недавние исследования показали, что просистемин является предшественником не только системина, 
но и других низкомолекулярных пептидов, обладающих высокой биологической активностью, в частности 
пептидов, обозначаемых как PS1-70 и PS1-120 и относящихся к семейству внутренне неупорядоченных 
белков (IDP) [25]. Эти белки, не имеющие стабильной трехмерной структуры, играют важную роль 
в клеточных процессах, связанных с реакцией растений на стрессовые воздействия. Структурная плас
тичность позволяет им принимать альтернативные конформации, которые обеспечивают специфические 
взаимодействия со множеством молекулярных структур, а также участвовать в контроле клеточного 
цикла, метаболизма, гормональной передаче сигналов [26].

Пептиды RALF (rapid alkalinisation factor). Поиск системинов в растениях табака привел к откры
тию еще одной группы сигнальных пептидов, обладающих способностью подщелачивать внеклеточ
ную среду, -  RALF [27]. В настоящее время пептиды RALF выявлены у многих семенных растений, 
включая арабидопсис, томат, рис, пшеницу, сою, рапс. Помимо этого, они обнаружены у мохообразных 
(Physcomitrellapatens), а также в ряде фитопатогенных бактерий и нематод [28]. Пептиды RALF экспрес
сируются в различных тканях и органах растений и регулируют их размножение, развитие и реакцию 
на внешние раздражители. У растений A. thaliana семейство RALF включает 38 генов [29].

Пептиды RALF образуются из более крупного белка-предшественника, состоящего из 115 аминокис
лотных остатков, с массой около 5 кДа. Активная часть пептида включает 49 аминокислот и содержит 
4 консервативных остатка цистеина, которые формируют 2 дисульфидных мостика [27].

В 2014 г. был идентифицирован рецептор пептидов RALF -  FERONIA (FER), принадлежащий к семей
ству рецептороподобных киназ (RLK1Ls) [30]. Образование комплекса RALF -  FER инициирует запуск 
путей сигнальной трансдукции, приводящих к изменению ряда клеточных процессов: фосфорилированию 
H -АТФазы плазматической мембраны и ингибированию транспорта протонов, в результате чего про
исходит подщелачивание внеклеточного матрикса [30]; активации кальцийпроницаемого канала MLO 
(mildew resistance locus O) и увеличению концентрации цитоплазматического кальция [31]; активации 
НАДФ-оксидазы и повышению уровня активных форм кислорода (АФК) в клетках [32].

Пептиды RALF играют важную роль в регуляции процессов роста и развития растений. Большинство 
представителей семейства RALF вызывают ингибирование роста проростков или их отдельных органов 
[27; 28; 33; 34]. При экзогенном применении данных пептидов наблюдается резкое торможение роста 
корней и образования корневых волосков [27]. Исследования на трансгенных растениях арабидопсиса 
показали, что сверхэкспрессия пептидов RALF1 и RALF23 приводит к появлению карликовых расте
ний [34], что авторы связывают с замедлением роста клеток растяжением. Ингибирование роста также 
может быть вызвано тем, что комплекс RALF -  FER индуцирует транскрипцию рецепторов TIR1/AFB 
(transport inhibitor response 1 / auxin-signaling F-box) и, как следствие, убиквитинзависимую деградацию 
факторов ответа на ауксин [35]. Имеются данные о том, что пептиды RALF участвуют в брассиностероид- 
опосредованном морфогенезе корня [36], т. е. могут выступать негативными регуляторами растяжения 
клеток, проявляя антагонизм с брассиностероидами.
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Кроме того, пептиды RALF принимают участие в регуляции процесса двойного оплодотворения, 
в частности в передаче сигналов между мужскими и женскими гаметами, росте и обеспечении целост
ности кончика пыльцевой трубки [31]. Отмечается наличие функциональной связи между пептидами 
RALF и кальциевыми сигналами. Установлено, что при нарушении RALF-сигналинга не формируется 
цитозольный градиент ионов Ca2+, необходимый для образования пыльцевой трубки.

Пептиды RALF4 и RALF34 антагонистически регулируют целостность клеточной стенки пыльцевой 
трубки и предотвращают ее преждевременный разрыв. Как свидетельствуют результаты работы [37], 
взаимодействие этих пептидов с рецептором FER выполняет двоякую функцию: с одной стороны, обе
спечивает проникновение спермия в рыльце пестика, с другой стороны, предотвращает множественное 
оплодотворение.

Еще одной важной функцией пептидов RALF является регуляция иммунного ответа клетки. При воз
действии патогенных микроорганизмов они способны индуцировать два совершенно разных механизма 
сигналинга [38]. Пептиды RALF, которые расщепляются субтилизинподобной сериновой протеазой (S1P), 
такие как RALF23 и RALF33, могут ингибировать генерацию АФК, вызванную элиситорами патогена, 
и снижать иммунитет растений. Пептиды RALF, у которых отсутствует сайт расщепления S1P, например 
RALF17, способствуют росту концентрации АФК и запуску иммунного ответа. Анализ биологической 
активности 34 видов пептидов RALF in vitro показал, что их роль в иммуномодуляции зависит не только 
от сайтов расщепления S1P [33]. Иммунный ответ, индуцированный пептидами RALF, включает серию 
сигнальных реакций, таких как активация МАР-киназного каскада, повышение концентрации ионов Ca2+ 
в цитоплазме, изменение уровня стрессовых гормонов [32; 39-41]. Эти реакции способствуют увели
чению устойчивости растений к биотическим стрессорам. Например, у растений сои пептиды RALF4 
и RALF24 повышают устойчивость к Fusarium oxysporum [42]. У растений рапса пептид RALF10 вы
зывает формирование иммунитета к Sclerotinia sclerotiorum [43]. При этом некоторые фитопатогенные 
грибы и нематоды также могут секретировать растительные гомологи RALF для подавления иммунных 
реакций хозяина и повышения его восприимчивости к болезням [28; 44; 45].

Пептиды RALF играют определенную роль в устойчивости растений к неблагоприятным факторам 
абиотической природы. Имеются данные об участии этих пептидов в формировании устойчивости рас
тений к солевому стрессу [11; 46; 47]. Сверхэкспрессия пептида RALF8 повышает чувствительность 
арабидопсиса к засухе. В растениях хлопка пептид RALF33 является регулятором устойчивости к хо
лодовому и солевому стрессам [48]. Очевидно, что различные представители семейства RALF обла
дают разными видами биологической активности и выполняют в растительных организмах множество 
функций, обеспечивая многоуровневую регуляцию процессов роста, развития и адаптации к неблаго
приятным факторам среды.

Пептиды CLE (CLV3 / embryo surrounding region-related). Важным компонентом клеточной сигна
лизации у растений является семейство пептидных гормонов CLE. Впервые ген, кодирующий пептид 
CLE, был выявлен у кукурузы (Zea mays) в 1997 г. [49]. В настоящее время члены семейства генов CLE 
обнаружены у всех исследованных семенных растений, а также печеночника (Marchantiapolymorpha), мха 
(P. patens), зеленых водорослей (Chlamydomonas reinhardtii), это позволяет предположить, что пептиды 
CLE являются эволюционно-консервативными сигнальными соединениями [50-53]. Растения A. thaliana 
содержат 32 члена семейства генов CLE, которые кодируют 27 различных белков-предшественников 
длиной от 50 до 100 аминокислотных остатков [54]. Почти все органы и ткани этого растения, в том 
числе листья (за исключением устьичных клеток), стебли, корни, различные органы цветка, экспресси
руют 3 и более гена CLE. Экспрессия многих генов перекрывается, и между ними могут существовать 
антагонистические или синергетические взаимодействия [55].

Белки CLE имеют консервативную структуру, включающую N-концевой секреторный сигнальный 
пептид и консервативный 12-14-аминокислотный CLE-домен на С-конце [56]. Было обнаружено, что 
наименьшей единицей, проявляющей активность, является пептид из 12 аминокислот. Например, зрелые 
пептиды CLV3 состоят из 12 или 13 аминокислот (RTVP SGPDP LHH(H)), включая 2 остатка гидроксипро- 
лина (обозначены как P*), которые могут быть гликозилированы (чаще всего остатками арабинозы) [57]. 
Гликозилированная форма CLV3 обладает повышенным сродством к своим рецепторам.

В зависимости от функциональной активности выделяют четыре группы пептидов CLE: 1) пепти
ды, подавляющие развитие апикальной меристемы и дифференцировку клеток проводящих сосудов; 
2) пептиды, проявляющие только меристемингибирующую активность; 3) пептиды, осуществляющие 
дифференцировку клеток сосудов протоксилемы; 4) пептиды, не оказывающие явного влияния на фено
тип растений [5; 52].

Биологическая активность пептидов CLE обусловлена их взаимодействием с рецепторами, обнаружен
ными в большинстве растительных тканей. Наиболее распространенные типы рецепторов этой сигнальной
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системы включают различные киназы: богатые лейцином рецептороподобные протеинкиназы, в том 
числе рецептороподобные белки CLV1 и CLV2, рецептороподобную протеинкиназу RPK2 (receptor-like 
protein kinase 2), рецепторы ВАМ (barely any meristems), CIK (CLV3 insensitive receptor kinases) и псевдо
киназу CORYNE (CRN) [53; 58; 59]. У растений A. thaliana охарактеризовано несколько рецепторов, 
с которыми могут связываться пептиды CLE, -  CLV1, CLV2, RPK2, рецептороподобная протеинкиназа 
ACR4, PXY/TDR и SOL2/CRN [54; 60-62]. Функциональные различия между этими типами рецепторных 
комплексов и нижестоящие компоненты активируемых сигнальных путей пока изучены недостаточно. 
Имеются исследования, свидетельствующие об участии MAP-киназы и G-белков в этом процессе, а также 
о наличии взаимосвязи между передачей сигналов CLE и ауксина [63].

Пептидные гормоны CLE регулируют многие физиологические процессы. Наиболее значимая роль 
этих гормонов заключается в поддержании гомеостаза апикальной меристемы побега и количества орга
нов цветка, делении и дифференцировке клеток меристемы корней, формировании архитектуры корневой 
системы, образовании проводящих сосудов, ауторегуляции развития клубеньков, регуляции микоризных 
симбиотических отношений [51; 52; 55; 57; 63].

Непрерывный рост органов у растений зависит от пролиферации и дифференцировки меристема- 
тических клеток, что обеспечивается сигнальным пептидом CLV3 и транскрипционным фактором 
WUSCHEL (WUS), между которыми формируется отрицательная обратная связь [57]. Транскрипци
онный фактор WUS поддерживает недифференцированное состояние меристематических клеток [64]. 
Сигнальный пептид CLV3, наоборот, способствует их дифференцировке. Взаимодействие пептида CLV3 
с рецептором CLV1 приводит к ингибированию транскрипционного фактора WUS. Поддержание функ
циональной активности апикальной меристемы побега также опосредовано параллельными CLV'1-неза- 
висимыми путями, связанными с рецепторами CLV2, CRN и LRR-RLK ERECTA [53].

Экспрессия гена CLV3 наблюдается преимущественно в первом и втором слоях клеток центральной 
зоны меристемы. У мутантных растений с молчащими генами clv1, clv2 и clv3 дифференцировка кле
ток апикальной меристемы побега замедляется, и размер центральной зоны сильно увеличивается [55]. 
Схожие эффекты характерны для других пептидов CLE, таких как CLE42 и CLE44. Показано, что гипер
экспрессия генов, кодирующих данные пептиды, приводит к появлению кустарниковидных карликовых 
растений, у которых отсутствует верхушечное доминирование [65].

В работе [52] установлено, что экзогенное применение пептидов CLE1 -  CLE7 или сверхэкспрессия 
их предшественников приводят к подавлению регенерации побегов A. thaliana, что обусловлено репрес
сией транскрипционного фактора WUS. Схожее биологическое действие пептиды CLE оказывают на 
меристему корней, способствуя дифференцировке клеток [65]. В работе [51] установлено, что в апикаль
ной меристеме корня пептиды CLE являются негативными регуляторами, а пептиды RGF (root growth 
factor) -  положительными регуляторами поддержания деления меристематических клеток.

Пептиды CLE функционируют в еще одном типе делящихся клеток, называемых сосудистой меристе
мой, или прокамбием. Прокамбиальные клетки находятся между флоэмой и ксилемой и могут дифферен
цироваться в оба типа проводящих сосудов. Пептиды CLE оказывают влияние на развитие сосудов как 
в пространстве, так и во времени [57]. Судьбу прокамбиальных клеток определяет пептид, называемый 
фактором ингибирования дифференцировки трахеарных элементов (tracheary element differentiation in
hibitory factor, TDIF). Он является додекапептидом с 2 остатками гидроксипролина (HEVP SGP NPISN). 
Аминокислотная последовательность пептида TDIF идентична аминокислотной последовательности 
пептидов CLE41 и CLE44 у арабидопсиса. Показано, что гиперэкспрессия пептида CLE44, а также 
экзогенная обработка растений арабидопсиса этим пептидом способствуют делению клеток прокамбия 
и ингибируют дифференцировку ксилемы. Другие пептиды CLE влияют на развитие флоэмы. Например, 
пептид CLE25 способствует дифференцировке флоэмы, а пептид CLE45 ее ингибирует [51]. Представ
ленные данные свидетельствуют о сложной регуляторной системе, управляющей развитием проводящих 
элементов. Предполагается, что биологическая активность пептидов TDIF связана с их влиянием на 
PIN-опосредованный полярный транспорт ауксина [66].

Стоит отметить, что пептиды CLE играют важную роль не только в эндогенных программах разви
тия растений, но и в реакциях на действие факторов среды, включая симбиотические взаимодействия 
с микроорганизмами. Показано, что пептиды CLE участвуют в образовании клубеньков у ряда бобовых 
растений, таких как лядвенец (Lotus japonicus), соя (Glycine max) и люцерна (Medicago truncatula) [55]. 
Также они индуцируются при взаимодействии растений с фитопатогенными нематодами и микроорга
низмами. В работе [67] установлено, что пептиды CLE могут осуществлять индукцию иммунитета. Они 
воспринимаются рецептором бактериального белка флагеллина (FLS2) и вызывают серию врожденных 
иммунных реакций, ограничивающих распространение бактериальных фитопатогенов. Кроме того, 
пептиды CLE участвуют в формировании устойчивости растений к абиотическим стрессорам, таким
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как засуха и дефицит макроэлементов [59]. Так, экзогенная обработка растений пептидом CLE9 инду
цирует закрытие устьиц и повышает устойчивость к засухе, что связывают с активацией MAPK3 и двух 
сигнальных компонентов замыкающих клеток -  AБК-протеинкиназы OST1 (open stomata 1) и анионного 
канала SLAC1 (slow anion channel 1) [10]. Пептид CLE45 играет значительную роль в реакции растений 
на высокотемпературный стресс [68].

Пептиды CLE участвуют в регуляции азотного, фосфорного и углеводного обмена растений. Пока
зано, что при низком уровне азота в клетках перицикла корней активируются гены CLE1, CLE3, CLE4 
и CLE7, это приводит к подавлению роста боковых корней [69]. При достаточном количестве этого 
элемента усиливается экспрессия гена CLE2. Пептид CLE14 опосредует развитие стрессового сигнала 
при низком содержании фосфатов в корнях. Он оказывает влияние на соотношение процессов деления 
и дифференцировки клеток апикальной меристемы корня, ингибируя первичный рост корней [70]. Веро
ятно, этот сигнальный путь позволяет растениям адаптироваться к уровню фосфатов в среде: в условиях 
их дефицита растения изменяют скорость роста корней, чтобы увеличить поглощение необходимых 
макроэлементов.

Таким образом, представленные данные свидетельствуют о том, что пептиды CLE действуют как ме
диаторы экологических и физиологических стимулов, обеспечивая строгую координацию внутренних 
процессов развития растений при адаптации к изменяющимся условиям среды.

Пептиды PEP (plant elicitorpeptides). Важную роль в устойчивости растений к стрессовым факторам 
играют пептиды PEP, обладающие элиситорными свойствами. Они представляют собой большую группу 
пептидов, содержащих от 23 до 36 аминокислотных остатков. Данные пептиды образуются в растениях 
из более крупных белков-предшественников в ответ на стрессовые воздействия, воспринимаются рас
тительными клетками с помощью специфических рецепторов и запускают каскад защитных реакций, 
таких как активация протеинкиназ и фосфорилирование белков, образование вторичных мессенджеров, 
синтез стрессовых гормонов и повышение уровня экспрессии защитных генов, приводящих в итоге 
к формированию фитоиммунитета [71-74].

Первый представитель пептидных элиситоров растений был выделен в 2006 г. из листьев A. thaliana 
и назван AtPep1 [75]. Данный пептид состоит из 23 аминокислот (ATKVKAKQRGKEKVSSGRPGQHN) и об
разуется из С-терминального конца более крупного белка-предшественника PROPEP1. К настоящему 
времени пептиды РЕР идентифицированы у более чем 50 видов растений из семейств крестоцветных, 
пасленовых, бобовых, розоцветных и злаковых [76]. В растениях A. thaliana обнаружено 8 гомологов 
AtPep и, соответственно, 8 белков-предшественников, которые кодируются небольшим семейством ге
нов. У арабидопсиса было идентифицировано 8 генов PROPEP [77], у кукурузы -  7 генов PROPEP [78], 
у брокколи -  9 генов PROPEP [79]. У других видов исследованных растений их количество, как правило, 
ограничено 1-2 генами [80].

Белки PROРEР обнаружены в двух разных субклеточных компартментах -  цитозоле и тонопласте [76]. 
Индукция генов, кодирующих данные белки, осуществляется при механическом повреждении листьев 
бактериальными, грибковыми и вирусными патогенами, а также при обработке растений стрессовыми 
гормонами [81-83]. Установлено, что PEР-зависимая передача сигналов вызывает активацию фитоимму
нитета и приводит к увеличению устойчивости растений к стрессовым воздействиям как биотической, 
так и абиотической природы [71; 76; 79; 84; 85].

Рецепторы эндогенных пептидных элиситоров, обозначаемые как PEPR, представляют собой транс
мембранные белки, расположенные на цитоплазматической мембране и принадлежащие к классу богатых 
лейцином рецептороподобных киназ [86; 87]. На примере пептидного элиситора AtPep1 установлено, 
что при его взаимодействии с рецептором наблюдаются повышение уровня циклического гуанозин- 
монофосфата и активация нуклеотидзависимых катионных каналов CNGC2 (cyclic nucleotide-gated cation 
channel 2), обеспечивающих вход внеклеточного кальция в цитоплазму. Увеличение концентрации ионов 
Ca2+ запускает ряд Ca2+-зависимых путей сигнализации, приводящих к активации НАДФ-оксидазы и по
вышению уровня супероксидных анион-радикалов и перекиси водорода в апопласте, активации каль- 
модулина и кальмодулинподобных белков и синтезу NO в клетке, а также активации кальцийзависимых 
протеинкиназ [88; 89]. Механизмы РЕР-сигналинга и их роль в устойчивости растительных организмов 
к биотическим стрессовым факторам ранее были представлены в обзорной статье [90].

В работе [91] продемонстрировано, что пептидные элиситоры оказывают влияние на устойчивость 
растений не только к биотическим, но и к абиотическим неблагоприятным факторам, например окисли
тельному стрессу. Показано, что экзогенная обработка растений пептидом AtPep1 вызывает индукцию 
сигнальных систем с участием АФК, активацию антиоксидантных ферментов пероксидазы и супероксид- 
дисмутазы, в результате чего происходит снижение скорости окислительных процессов в растениях, 
подвергнутых окислительному стрессу. Очевидно, что пептиды РЕР представляют собой важное звено
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в формировании устойчивости растений к разнообразным стрессовым воздействиям, усиливая защитный 
ответ клетки. На примере брокколи продемонстрирована роль пептидов РЕР в устойчивости растений 
к засолению [79]. Авторы показали, что экзогенная обработка проростков пептидом BoPep4 повышает 
их толерантность к избыточному количеству хлорида натрия в среде за счет снижения соотношения Na+ 
и K+ в цитоплазме, повышения уровня абсцизовой кислоты и стимуляции накопления воска и кутина 
в листьях. Кроме того, имеются данные о том, что при восприятии пептидов AtPep происходят повы
шение уровня этилена и жасмоновой кислоты [92], активация синтеза вторичных метаболитов [85], 
торможение роста корневой системы [93; 94].

Пептиды CEP (C-terminally encoded peptides). Значительную роль в реакции растений на действие 
факторов среды играют пептидные гормоны CEP. Они представляют собой посттрансляционно моди
фицированные пептиды, образующиеся из консервативного С-конца белка-предшественника и состоя
щие из 14 или 15 аминокислотных остатков [95]. Зрелые пептиды CEP содержат 1 либо 2 гидроксили- 
рованных или арабинозилированных остатка пролина, что влияет на гибкость белка и его способность 
взаимодействовать с рецепторами [96].

Гены, кодирующие белки -  предшественники пептидов CEP, идентифицированы в таких расте
ниях, как арабидопсис, соя, сорго, рапс, кукуруза и рис [97]. В геноме A. thaliana обнаружено 15 генов 
CEP [98]. Их экспрессия изменяется под действием различных абиотических стрессов, в том числе 
низкого уровня азота в среде. Показано, что пептиды CEP из клеток корня поступают в ксилему и пере
мещаются в направлении побега, где взаимодействуют с рецепторами CEPR1 и CEPR2 [99]. У растений 
люцерны (M. truncatula) их ортологом является рецептор CRA2 (compact root architecture 2) [100]. При 
взаимодействии пептидов СЕР с рецепторами индуцируется серия реакций, приводящих к изменению 
архитектуры корня. Установлено, что пептиды CEP оказывают влияние на полярный транспорт ауксина 
и ингибируют рост корней, но при этом способствуют образованию клубеньков и росту побегов [101]. 
Различные гомологи СЕР могут обладать разными типами биологической активности. Так, пептид CEP5 
отрицательно влияет на развитие первичных и боковых корней у арабидопсиса, но при этом увеличивает 
устойчивость растения к осмотическому стрессу и засухе [102]. Пептид CEP1 способствует поглощению 
нитратов корнями посредством активации генов, кодирующих глутатионзависимые оксидоредуктазы 
класса III (глутаредоксины), которые положительно влияют на экспрессию генов высокоаффинного 
переносчика нитратов [103]. Авторами показано, что регуляторные пути CEP1 связаны с цитокинино- 
вым сигналингом, благодаря чему обеспечивается лучшая координация ассимиляции азота в условиях 
азотного голодания и роста корней.

Сульфатированные пептидные гормоны. Как следует из названия, к данной группе гормонов от
носятся посттрансляционно модифицированные пептиды, активация которых связана с сульфатиро- 
ванием одного или нескольких остатков тирозина. Этот процесс происходит с участием специального 
фермента -  тирозилпротеинсульфотрансферазы, переносящей сульфат с фосфоаденозинфосфосульфата 
на гидроксильную группу определенных тирозиновых остатков белка-предшественника с образованием 
тирозин-сульфатного эфира [104]. Установлено, что консервативным мотивом для сульфатирования яв
ляется последовательность аспарагиновая кислота -  тирозин (DY) на N-конце белка-предшественника. 
Сульфатный фрагмент обеспечивает стабильность и высокую биологическую активность пептидного 
гормона, специфичность его распознавания рецептором [105]. Согласно данным, приведенным в рабо
те [106], несульфатированные пептиды имеют в 185 раз более низкое сродство к рецептору. Они активны 
в микромолярных концентрациях, тогда как биологическая активность сульфатированных пептидов 
наблюдается в наномолярном диапазоне. Помимо высоких специфичности и сродства к рецепторам, 
тирозинсульфатированные пептиды достаточно стабильны в условиях варьирования рН среды, что обуслов
ливает их активность в апопласте при высокой кислотности [107].

К настоящему времени обнаружено несколько типов сульфатированных пептидных гормонов -  фито- 
сульфокины (PSK), пептид PSY1 (plant peptide containing sulfated tyrosine 1), фактор роста корневой ме
ристемы RGF1 (root meristem growth factor 1), факторы целостности поясков Каспари CIF (Casparian strip 
integrity factors) [105; 108].

Фитосульфокины. Впервые фитосульфокины были обнаружены в культуре клеток спаржи (Asparagus 
officinalis) как положительные факторы пролиферации [109]. Они представляют собой пентапептиды 
(Y IY TQ), содержащие 2 сульфатированных остатка тирозина (обозначены как Y ). Фитосульфокины 
образуются из белков-предшественников, состоящих из 75-123 аминокислот [110]. Эти достаточно кон
сервативные белки выявлены у 53 видов однодольных и двудольных растений, включая A. thaliana, сою 
(G. soja), рапс (Brassica napus), кукурузу (Z. mays), рис (Oryza sativa) и др. [105]. Растения арабидопсиса 
содержат 7 генов белков -  предшественников PSK. Транскриптомный анализ позволил выявить, что экс
прессия фитосульфокинов осуществляется во всех тканях и на всех стадиях развития растений [111].
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Однако наиболее высокий уровень экспрессии генов, кодирующих данные пептиды, обнаружен в апи
кальных меристемах побега и корня, что свидетельствует об участии фитосульфокинов в процессах 
деления клеток.

Фитосульфокины воспринимаются локализованными в плазматической мембране богатыми лейцином 
рецептороподобными протеинкиназами, обозначаемыми как PSKR1 и PSKR2 [107]. Связывание PSK 
с рецептором происходит главным образом за счет образования водородных связей, при этом сульфатные 
фрагменты взаимодействуют со специфическими сайтами рецептора [112]. Для успешного протекания 
этого процесса требуются кислые условия среды, т. е. закисление апопласта может стимулировать вос
приятие фитосульфокинов и усиливать передачу сигнала.

Показано, что рецептор PSKR1 образует нанокластер с H+-ATФазами AHA1 и AHA2 (Arabidopsis 
H-ATPases) и ионными каналами CNGC17, активируемыми циклическими нуклеотидами (cyclic nu
cleotide-gated cation channel 17) [113]. Помимо этого, рецептор PSKR1 обладает гуанилатциклазной 
активностью. Образование комплекса PSK -  PSKR1 приводит к запуску серии сигнальных путей, таких 
как Са2 -сигналинг, гуанилатциклазный и кальмодулинзависимый сигналинг [114; 115].

Фитосульфокины выполняют множество физиологических функций. Они стимулируют соматиче
ский эмбриогенез [116] и образование адвентивных корней [117]. На примере растений циннии (Zinnia 
elegans) установлено, что PSK участвуют в дифференцировке клеток мезофилла и формировании про
водящих сосудов [118]. Фитосульфокины способствуют удлинению гипокотиля, росту листьев и корней, 
причем ростостимулирующая активность PSK обусловлена не индукцией деления клеток, а увеличе
нием их размеров [105; 109]. Физиологическая активность фитосульфокинов может быть связана с их 
влиянием на соотношение фитогормонов: они активируют синтез ауксина и ингибируют образование 
этилена [119; 120].

Имеются данные о том, что фитосульфокины играют важную роль в процессе семенного размно
жения растений, способствуют прорастанию пыльцы и удлинению пыльцевой трубки [121]. Авторами 
отмечено, что растения, у которых отсутствуют рецепторы фитосульфокинов, производят меньше семян.

Еще одной важной функцией фитосульфокинов является участие в развитии иммунных реакций 
растений. Интересно отметить, что в зависимости от типа патогена фитосульфокины могут по-разному 
влиять на иммунитет. Так, в работах [122; 123] установлено, что мутантные растения арабидопсиса, нечув
ствительные к PSK, были более восприимчивы к некротрофным фитопатогенным грибам A. brassicicola 
и S. sclerotiorum и бактериям Ralstonia solanacearum. При этом устойчивость растений к геми- и био- 
трофам, таким как Pseudomonas syringae и Hyaloperonospora arabidopsidis, наоборот, повышалась.

Фитосульфокины оказывают влияние на устойчивость растений к абиотическим негативным фак
торам. Так, при осмотическом стрессе в растениях арабидопсиса увеличивается экспрессия 4 генов 
фитосульфокинов -  PSK1, PSK3, PSK4 и PSK5 [124]. Согласно данным, представленным в работе [10], 
растения, сверхэкспрессирующие предшественник PSK1, характеризуются не только усиленным ростом 
корней и гипокотиля, но и повышенной устойчивостью к засухе.

Поскольку фитосульфокины активируют передачу сигналов ауксина и запуск ауксинзависимого каль
циевого сигналинга [119; 125], предполагается, что они управляют механизмами перераспределения 
ресурсов растений, координируя процессы роста и иммунных реакций, и это позволяет выработать 
наиболее подходящую стратегию при адаптации растений к изменяющимся условиям внешней среды.

ПептидPSY1. Данный пептид был выделен из культуры клеток модельного растения Arabidopsis [126]. 
Он представляет собой сульфатированный и гликозилированный пептид, состоящий из 18 аминокислот. 
Пептид PSY1 образуется из небольшого белка-предшественника, содержащего 75 аминокислотных остат
ков и кодируемого у арабидопсиса 3 ядерными генами. Подобно фитосульфокинам, пептид PSY1 спо
собствует пролиферации и увеличению размеров клеток. Он экспрессируется в различных растительных 
тканях, но наиболее высокий уровень экспрессии характерен для зоны удлинения корня и апикальной 
меристемы побега [126]. Запуск PSY1-сигналинга осуществляется с помощью специфического рецептора 
PSY1R, после чего происходят активация H -АТФазы АНА2, закисление внеклеточного пространства 
и повышение растяжимости клеточной стенки [127].

Механическое повреждение усиливает экспрессию пептида PSY1, что свидетельствует о его важной 
роли в устойчивости растений к биотическим стрессорам [105]. Например, в работе [128] приводятся 
данные о том, что передача сигналов PSY повышает устойчивость растений к некротрофному фитопа
тогенному грибу A. brassicicola.

Фактор роста корневой меристемы RGF1. Было замечено, что для мутантных растений Arabidopsis 
tpst-1 с низкой активностью фермента тирозилпротеинсульфотрансферазы характерен особый фенотип 
с короткими корнями. Обработка растений пептидами PSK и PSY1 не восстанавливала дефекты мутантов 
tpst-1, что указывало на наличие других пептидов, регулирующих рост корней [5]. Поиск сульфатирован
ных гормонов с данным видом биологической активности привел к обнаружению пептида, названного
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фактором роста корневой меристемы RGF1 [109]. Экзогенное применение этого пептида возобновляло 
меристематическую активность мутантных растений Arabidopsis tpst-1, а совместное использование 
RGF1, PSK и PSY1 полностью восстанавливало рост корней.

В настоящее время обнаружено несколько пептидов, относящихся к семейству RGF. Они состоят из 
13-18 аминокислотных остатков и содержат типичный для сульфатированных пептидов DY-мотив и вы
сококонсервативный гидроксилированный остаток пролина. Пептиды RGF воспринимаются с помощью 
рецепторов RGFR1 -  RGFR5, что приводит к последующему взаимному трансфосфорилированию цито
плазматических киназных доменов и запуску сигнального каскада с участием МАР-киназы [129]. Помимо 
своей активности в апикальной меристеме корня, пептиды RGF контролируют гравитропизм, развитие 
боковых корней и корневых волосков [130]. Члены семейства RGF влияют на поток ауксина, изменяя 
распределение переносчика ауксина PIN2 [131]. Установлено, что у растений A. thaliana пептид RGF1 
регулирует активность первичной корневой меристемы и при этом подавляет развитие боковых корней 
путем активации экспрессии транскрипционного фактора PUCHI через МАР-киназный сигналинг [132].

Факторы целостности поясков Каспари CIF. Относительно недавно в растениях обнаружена еще 
одна группа сульфатированных пептидов (CIF), контролирующих процесс отложения гидрофобных 
компонентов клеточной стенки (лигнина или суберина) в клетках эндодермы [133]. В отличие от других 
тирозинсульфатированных пептидов CIF выполняют одну высокоспецифичную функцию -  формирова
ние поясков Каспари, что и обусловило их название.

Геном A. thaliana содержит 5 генов, кодирующих пептиды семейства CIF, состоящие из 82 аминокис
лотных остатков [134]. На С-конце белков-предшественников находится высококонсервативный домен, 
дающий начало зрелой форме пептидов CIF. Пептиды CIF состоят из 21-24 аминокислот с 1 сульфати- 
рованным тирозином и 2 гидроксилированными остатками пролина.

Стоит отметить, что пептиды CIF действуют локально, преимущественно они экспрессируются в стеле 
первичных и боковых корней [135]. Сульфатирование остатков тирозина обеспечивает полную био
логическую активность CIF и их высокое сродство к рецепторам GSO1/SGN3 и GSO2/SGN3, которые 
локализуются на мембранах клеток эндодермы и относятся к подсемейству богатых лейцином рецеп
тороподобных киназ [136]. Взаимодействие CIF с рецептором приводит к увеличению концентрации 
перекиси водорода в апопласте, активации специфических пероксидаз и полимеризации монолигнолов, 
в результате чего образуется лигнин и формируются пояски Каспари.

Пептиды ENOD40 (early nodulin 40). Для бобовых растений характерно наличие специфических 
пептидов, регулирующих взаимоотношения растения-хозяина с симбиотическими бактериями рода 
Rhizobium, а также формирование клубеньков, или нодул. К таким пептидам относится ENOD40. Раз
витие нодулы зависит от скоординированной экспрессии растительных и бактериальных генов. Ген 
нодулина enod40 быстро индуцируется ризобиями в перицикле корня и делящихся клетках коры зачатка 
клубенька [137].

Известна структура по меньшей мере двух пептидов ENOD40, состоящих из 12 и 24 аминокислот
ных остатков. Оба пептида связываются с белком нодулином, который взаимодействует с ферментом 
сахарозосинтазой [138]. Очевидно, что пептиды ENOD40 участвуют в регуляции метаболизма сахарозы 
в азотфиксирующих клубеньках, и это в значительной степени влияет на скорость их развития. Показано, 
что трансгенные растения люцерны (M truncatula) со сверхэкспрессией гена enod40 характеризуются 
ускоренным формированием структуры клубенька, тогда как растения с уменьшенным количеством 
транскриптов enod40 образуют лишь несколько модифицированных клубенькоподобных структур [139].

Гены enod40 высококонсервативны у различных видов бобовых растений. Также они обнаружены 
у некоторых растений из других семейств, таких как табак (Nicotiana tabacum) и рис (O. sativa) [140; 141]. 
Функции данных пептидов у этих растений пока не изучены.

Пептиды NCR (nodule cysteine-rich). Важную роль в формировании клубеньков играет еще одна 
группа пептидных гормонов растений -  NCR. По структуре эти пептиды схожи с антимикробными 
пептидами дефензинами [142]. Как правило, они содержат 25-55 аминокислотных остатков, в том числе 
4 или 6 остатков цистеина. Аминокислотные последовательности пептидов NCR могут быть разнообраз
ными, в связи с чем они делятся на катионные, анионные и нейтральные. Структура NCR в основном 
не упорядочена, очень динамична и сшита посредством дисульфидных связей.

Бобовые культуры экспрессируют значительное количество пептидов NCR. У люцерны усеченной 
(M. truncatula) было выявлено более 650 пептидов NCR, у люцерны посевной (M. sativa) -  469, у гороха 
(Pisum sativum) -  353, у нута (Cicer arietinum) -  63 пептида NCR [143; 144]. При этом гены, кодирующие 
NCR, не обнаружены в сое (G. max) и лядвенце (L. japonicus). Отсутствие пептидов NCR у некоторых 
бобовых растений свидетельствует о том, что они не являются обязательными компонентами азотфик
сации. Вероятнее всего, с помощью этих пептидов растения контролируют развитие симбиотических
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бактерий в целях оптимизации процесса азотфиксации. У растений, синтезирующих пептиды NCR, 
их количество и состав оказывают влияние на степень развития бактероидов [144; 145]. Показано, что 
данные пептиды секретируются через растительные мембраны и проникают в бактероиды, вызывая из
менения дифференцировки клеток. Недавние исследования свидетельствуют о том, что один из самых 
коротких пептидов NCR -  NCR247, состоящий из 24 аминокислот, -  способствует усвоению железа 
и увеличению активности бактероидной нитрогеназы [146]. Потеря отдельных генов NCR вызывает 
быстрое старение бактероидов. Кроме того, установлено, что уровень экспрессии пептидов NCR за
висит от содержания нитратов в среде. В частности, при добавлении нитрата экспрессия генов NCR 
в растениях снижается [145].

Пептиды EPF (epidermal pattern factor) и EPFL (EPF-like). Пептиды EPF и EPFL состоят из 
45-76 аминокислот с 6 или 8 консервативными остатками цистеина, определяющими их функциональ
ную активность [147]. Роль этих пептидов главным образом связана с развитием и функционированием 
устьиц. Замыкающие клетки устьиц образуются при асимметричном делении меристемоидных материн
ских клеток. Частота деления данных клеток, которая контролируется пептидами EPF и EPFL, является 
основным фактором, определяющим количество устьичных и неустьичных эпидермальных клеток.

В растениях происходит синтез нескольких членов семейства EPF и EPFL. Они обнаружены у A. thalia
na [148], риса (O. sativa) [149] и других растений, в том числе мха (P patens) и плаунка (S. moellen- 
dorffii) [5].

В качестве рецепторов пептидов EPF и EPFL выступают рецептороподобные киназы ERECTA (ER), 
ERL1 (ER-like 1), ERL2 (ER-like 2) и рецептороподобный белок TMM (too many mouths) [150]. Сигналы 
пептидов EPF1, EPF2 и EPFL9 воспринимаются комплексом TMM -  ER, что приводит к запуску МАР- 
киназного каскада YODA-MKK-MPK.

Различные члены семейства EPF и EPFL оказывают разнонаправленное действие на формирование 
устьичных клеток. Пептиды EPF1 и EPF2 экспрессируются исключительно в эпидермальных клетках 
и являются отрицательными регуляторами плотности устьиц [148]. Сверхэкспрессия генов EPF1 и EPF2 
блокирует образование устьиц. Наоборот, потеря их функциональной активности вызывает чрезмерное 
деление и увеличение количества устьиц. Положительным регулятором в процессе формирования устьиц 
является пептид EPFL9, или STOMAGEN [151]. Он образуется в клетках мезофилла и конкурирует 
с пептидами EPF1 и EPF2 за связывание с комплексом TMM -  ER. Таким образом, антагонистические 
взаимоотношения между этими гормонами позволяют осуществлять регуляцию количества устьиц в со
ответствии с эндогенными программами развития.

Имеются исследования, свидетельствующие о том, что один из генов, кодирующих члены семейства 
EPFL, специфически экспрессируется в пограничных доменах различных органов побега и регулирует 
размер меристемы побега, расположение листьев и семяпочек, а также морфогенез края листа [152].

Пептиды GASA (gibberellic acid-stimulated Arabidopsis). Низкомолекулярные белки GASA представ
ляют собой продукты семейства генов арабидопсиса, стимулируемых гиббереллиновой кислотой. Для них 
характерно наличие N-концевого сигнального домена, гидрофильного среднего сегмента и C-концевого 
консервативного домена, состоящего примерно из 60 аминокислот с 12 остатками цистеина [153]. Длина 
белков может сильно варьироваться. Например, у арабидопсиса обнаружены белки GASA, содержащие 
от 87 до 275 аминокислотных остатков. Белки GASA обычно образуют 5-6 дисульфидных связей, которые 
необходимы для стабилизации пространственной структуры, а также взаимодействия с другими белка
ми. При этом отсутствие ключевых аминокислотных остатков цистеина может привести к образованию 
нефункционального домена и, как следствие, к потере биологической активности пептида [154; 155].

Идентифицировано около 445 генов, кодирующих белки GASA, у 33 видов растений [156]. Ре
зультаты биоинформационного анализа данных показывают, что гены GASA имеются у многих видов 
сосудистых растений, но отсутствуют у мхов и зеленых водорослей. Например, растения кукурузы 
и риса содержат по 10 членов семейства генов GASA, в геноме сои и мягкой пшеницы идентифициро
вано по 37 генов GASA, тогда как у твердой пшеницы выявлено только 19 таких генов [157; 158]. Гены, 
кодирующие белки GASA, индуцируются фитогормонами и участвуют в запуске ряда сигнальных пу
тей [159]. Было показано, что транскрипция генов GASA существенно изменяется в ответ на экзогенную 
обработку гиббереллиновой и абсцизовой кислотами [158]. Предполагается, что белки GASA играют 
важную роль в сложных перекрестных взаимодействиях между сигнальными путями, индуцируемыми 
различными фитогормонами.

Функции пептидов GASA достаточно многообразны и зависят от субклеточного расположения. 
На примере твердой пшеницы установлено, что большинство пептидов GASA локализуются в апоплас- 
те, но некоторые из них располагаются в цитоплазматической мембране и эндомембранах [159]. Члены 
семейства GASA регулируют многие физиологические процессы растений, причем они могут выполнять
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как сходные, так и противоположные функции. Например, сверхэкспрессия гена GASA4 приводит к уве
личению массы семян и урожайности растений, тогда как сверхэкспрессия гена GASA5 снижает скорость 
роста стебля и задерживает цветение [160].

Пептиды GASA активно участвуют в реакциях растения на действие абиотических негативных фак
торов, таких как осмотический стресс, УФ-излучение, гипертермия и др. [155]. Установлено, что при 
неблагоприятных воздействиях среды экспрессия гена GASA14 повышается, а экспрессия гена GASA5, 
наоборот, снижается [161]. Кроме того, гены GASA индуцируются биотическими стрессорами, такими 
как фитопатогенные грибы, бактерии, вирусы, а также нематоды, что предполагает их важную роль 
в формировании иммунитета растения [159].

Недавние исследования свидетельствуют о том, что участие пептидов GASA в росте растений и их 
реакциях на стресс опосредовано транскрипционным фактором DELLA, являющимся негативным регу
лятором гиббереллиновых сигналов, и синтезом белков теплового шока [159]. Однако функциональная 
связь между этими компонентами пока не изучена.

Пептиды IDA (inflorescence deficient in abscission) и IDL (IDA-like). Пептиды IDA и IDL были 
идентифицированы как факторы, которые инициируют опадение органов цветка после оплодотворения 
и формирования семян [162]. Растения арабидопсиса содержат 6 членов семейства IDA и IDL. Эти пеп
тиды образуются из небольшого белка-предшественника, состоящего из 77 аминокислотных остатков. 
Сигнальный пептид IDA включает 26 аминокислот, расположенных на N-конце белка-предшественника.

Пептиды IDA взаимодействуют с рецепторами HAESA (HAE) и HSL2 (HAE-like 2), расположенными 
на поверхности клеток отделительного слоя, что приводит к запуску МАР-киназного каскада и повы
шению уровня экспрессии генов, кодирующих ферменты, осуществляющие гидролиз полисахаридов 
клеточных стенок [163].

В геноме арабидопсиса выявлено 8 генов IDA и IDL, экспрессия которых увеличивается при сниже
нии в тканях уровня ауксинов и повышении концентрации этилена [162]. Обычно это происходит при 
старении листьев и цветков, созревании плодов, но может осуществляться и под действием стрессовых 
факторов. Имеются данные об участии пептидов IDA в опадении листьев при засухе [164]. Эти пепти
ды индуцируют разрушение клеточной стенки и, следовательно, разделение клеток, вызывая опадение 
органов.

Еще одна важная функция пептидов IDA -  регуляция роста боковых корней [163]. В клетках основ
ного корня данные пептиды активируют экспрессию генов, способствующих разрыхлению клеточных 
стенок коры и росту боковых корней.

Пептиды SCR (S-locus cystein-rich). Пептиды SCR были обнаружены у крестоцветных растений. 
Они состоят из 47-60 аминокислотных остатков и содержат 8 остатков цистеина [165]. Для пептидов 
SCR характерна консервативная трехмерная структура, состоящая из а-спирали и трехцепочечного анти
параллельного P-листа, стабилизированного 4 дисульфидными связями [166].

Данные пептиды содержатся в пыльце и отвечают за самонесовместимость, позволяющую избежать 
самооплодотворения. При попадании пыльцевого зерна на рыльце пестика происходит взаимодействие 
сигнального пептида SCR пыльцы с рецепторной киназой SRK (S-locus receptor kinase), расположенной 
на плазматической мембране клеток пестика. В результате этого индуцируется киназный каскад, при
водящий к активации аквапоринов и обезвоживанию поверхности пестика, следствием чего являются 
дегидратация и отторжение пыльцы [167].

Пептиды SCOOP (serine-rich endogenous peptides). У представителей семейства крестоцветных было 
выявлено еще одно специфическое семейство богатых серином эндогенных пептидов -  SCOOP [168]. Эти 
пептиды образуют трехмерную структуру в форме шпильки, обнажая 2 остатка серина, определяющих 
их функциональную активность.

Растения A. thaliana содержат 14 генов, кодирующих белки -  предшественники SCOOP [168]. Пеп
тиды SCOOP относятся к секретируемым пептидам с различными типами функциональной активности, 
однако главной из них является защитная активность. Некоторые пептиды данного семейства, например 
SCOOP12, участвуют в передаче защитных сигналов посредством их восприятия рецепторным комплек
сом, включающим MIK2 (male discoverer 1-interacting receptor-like kinase 2) [169; 170].

Установлено, что пептид SCOOP12 влияет на устойчивость растений к фитопатогенам, окислительному 
стрессу, а также определяет рост корневой системы [168]. Растения с дефектом гена, кодирующего дан
ный пептид, более восприимчивы к Erwinia amylovora, но при этом для них характерен усиленный рост 
корней. Показано, что экзогенная обработка растений арабидопсиса синтетическим пептидом SCOOP12 
вызывает развитие различных защитных реакций, в том числе поддержание АФК-гомеостаза и акти
вацию фосфолипидного сигнального пути [171]. В работе [170] продемонстрировано, что восприятие 
эндогенного пептида SCOOP12 рецептором MIK2 индуцирует жасмонатный сигнальный путь и приводит 
к повышению устойчивости арабидопсиса к травоядным насекомым, таким как S. littoralis.

16



Обзорные статьи
Reviews

Пептид SCOOP10 участвует в регуляции процессов цветения [172]. Мутации генов, кодирующих дан
ный пептид, приводят к увеличению экспрессии цветочных генов LEAFY и более раннему переходу к ге
неративной стадии онтогенеза.

Пептиды CAPE (CAP-derivedpeptides). Изначально пептиды CAPE были идентифицированы у рас
тений томата как члены суперсемейства богатых цистеином белков, связанных с патогенезом (PR1) [173]. 
В настоящее время известно, что пептиды CAPE широко распространены. Они встречаются у предста
вителей как двудольных, так и однодольных растений [174].

Пептиды CAPE состоят из 11 аминокислотных остатков с консервативным мотивом PAGNYIGARPY, 
расположенным на С-конце белка-предшественника. На примере растений томата и арабидопсиса по
казано, что пептиды CAPE участвуют не только в иммунном ответе растений на действие фитопатогенов 
и насекомых-вредителей, но и в реакции на засоление. Например, образование пептида AtCAPE1 в рас
тениях A. thaliana активируется при их обработке хлоридом натрия [174]. Этот пептид снижает толе
рантность растений к засолению, подавляя несколько генов солеустойчивости, ответственных за синтез 
осмолитиков, детоксикацию продуктов обмена, защиту клеточных мембран, а также закрывание устьиц.

Заключение
Несмотря на то что выявление и исследование пептидных гормонов растений началось только в кон

це XX в., к настоящему времени накоплено огромное количество экспериментальных данных, свиде
тельствующих о значительной роли этих соединений в регуляции биохимических и физиологических 
процессов растительных организмов. Пептидные гормоны широко распространены в царстве растений. 
Они представляют собой важное звено в функционировании сигнальных путей, обеспечивающих ре
гуляцию клеточного цикла, координацию роста и развития растительного организма, его взаимосвязь 
с окружающей средой.

В растениях обнаружено несколько тысяч сигнальных пептидов. Одни из них характерны для всех 
растительных организмов, другие -  только для определенных семейств. Пептидные гормоны обладают 
многими характеристиками классических гормонов, в частности воспринимаются с помощью специфи
ческих рецепторов и проявляют активность в низких концентрациях. Ряд пептидных гормонов конститу
тивно присутствуют в растительных тканях, некоторые индуцируются в ответ на внешние воздействия 
биотической и абиотической природы. Помимо регуляции процессов роста и развития, одной из важ
нейших функций пептидных гормонов является формирование устойчивости растений к стрессовым 
воздействиям. Они функционируют как медиаторы внешних стимулов, обеспечивая адаптацию расти
тельных организмов к изменяющимся условиям среды. Исследование механизмов сигналинга пептидных 
гормонов находится на стадии становления. Очевидно, что их расшифровка позволит не только понять 
физиологическую роль того или иного пептида, но и разработать новые стратегии управления процес
сами роста растений и повышения их устойчивости к стрессовым факторам.
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НАНОСТРУКТУРИРОВАННЫЙ ОКСИД ЦИНКА:
РОЛЬ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВ 

В БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 
И ПОТЕНЦИАЛЬНОЙ ЦИТОТОКСИЧНОСТИ МАТЕРИАЛА

Ю. М. ГАРМ АЗА, А. В. ТАМАШЕВСКИЙ1\  Е. И. СЛОБОЖАНИНА11 2) 3)

^Республиканский научно-практический центр трансфузиологии и медицинских биотехнологий, 
Долгиновский тракт, 160, 220053, г. Минск, Беларусь 
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Аннотация. За последние два десятилетия нанотехнологии стали представлять интерес не только для науки, 
но и для промышленности. Использование нанотехнологических подходов обеспечило возможность получения 
различных наночастиц и новых материалов на их основе со специфическими свойствами, отличными от свойств 
микроаналогов. К таким новым материалам можно отнести наноструктурированный оксид цинка, который нашел 
применение в биомедицинском секторе, включая биовизуализацию и адресную доставку лекарственных средств. 
Производство частиц в наноразмерном диапазоне позволило значительно увеличить активную площадь поверх
ности данного типа материалов в занимаемом объеме, что и привело к улучшению их химических, электриче
ских, магнитных, структурных и (или) морфологических свойств. Однако в зависимости от способа проникнове
ния в организм человека наночастицы могут перемещаться в различные органы и ткани, где способны вызывать 
побочные эффекты. Для проведения токсикологических исследований необходимо смоделировать in vitro взаимо
действие между наночастицами и клеточными системами in vivo, а для возможности соотнесения любых токси
ческих реакций с типом наночастиц требуется выяснить, в какой степени они способны адсорбироваться на кле
точной поверхности и проникать внутрь клеток. Известно, что цитотоксичность наноструктурированного оксида 
цинка также может существенно зависеть от его физико-химических свойств, в частности от размера и формы 
частиц. По этой причине понимание взаимосвязи между цитотоксичностью и физико-химическими свойствами 
наночастиц представляется актуальным для объективной оценки возможных рисков от их воздействия. Таким 
образом, в настоящем обзоре рассмотрены основные механизмы воздействия наноматериалов на организм чело
века, роль их физико-химических свойств в биологической активности, а также вопросы потенциальной цитоток
сичности наноструктурированного оксида цинка.
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Abstract. Over the past two decades, nanotechnology has become interesting not only for science, but also for indust
ry. Application of nanotechnological approaches has provided opportunities for obtaining various nanoparticles and new 
materials based on them with specific properties different from the properties of microanalogues. These new materials 
include nanostructured zinc oxide, which has found application into the biomedical sector, including bioimaging and tar
geted drug delivery. The production of particles in the nanoscale range has made it possible to increase the active surface 
area of this type of materials in the occupied volume, which has led to an improvement into their chemical, electrical, 
magnetic, structural and (or) morphological properties. However, depending on the entry type to the human body, nano
particles can travel to various organs and tissues, where they can cause side effects. So, it is important in vitro to simulate 
the interaction in vivo between nanoparticles and cellular systems for toxicological studies. Moreover, in order to correlate 
any toxic reactions with the type of nanoparticles, it is necessary to find out the degree of their ability to adsorb on the cell 
surface and penetrate inside cell. It is known that the cytotoxicity of nanostructured zinc oxide can also significantly de
pend on its physico-chemical properties, in particular on the size and shape of the particles. For this reason, understanding 
the relationship between cytotoxicity and the physico-chemical properties of nanoparticles seems relevant for the objec
tive assessment of possible risks associated with their exposure. Thus, the review provides a comprehensive overview of 
the main mechanisms of nanomaterials action on the human organism, the role of their physico-chemical properties into the 
biological activity, as well as the questions of potential cytotoxicity of nanostructured zinc oxide.

Keywords: nanostructured zinc oxide; physico-chemical properties; biodistribution of nanoparticles; biological acti
vity of nanomaterials; cytotoxicity; reactive oxygen species; apoptosis.
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Введение
Научные достижения в области нанотехнологий и в сфере их применения приносят значительную 

пользу экономике и обществу. По некоторым оценкам, в настоящее время нанотехнологии существенно 
усилили свое влияние в промышленном секторе, и емкость их рынка составила около 3 трлн долл. США. 
Причина, по которой инженерные наноматериалы (ИНМ) стали популярными, главным образом за
ключается в уникальных физико-химических свойствах, обеспечивающих им огромный потенциал для 
применения в биомедицине [1]. К наноразмерным объектам обычно относят молекулы (0,5 нм), кла
стеры (1 нм), наночастицы (НЧ) (1-100 нм), коллоидные частицы (3-100 нм), вирусы (100 нм). Как 
видно, НЧ сопоставимы с молекулами естественного происхождения, при этом они намного меньше, 
чем бактериальные клетки (103 нм) или клетки млекопитающих (например, эритроциты и лейкоциты
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(около 104 нм)). Уменьшение размера частиц до такого уровня значительно увеличивает площадь активной 
поверхности наноматериалов, что непосредственно приводит к улучшению их химических, электриче
ских, магнитных, структурных и (или) морфологических характеристик. По этой причине наноматериалы 
часто приобретают свойства, отличные от свойств микроаналогов, и находят широкое применение во 
многих областях повседневной жизни и в более высокотехнологичных производствах [1; 2].

В зависимости от способа проникновения (через дыхательные пути, желудочно-кишечный тракт или 
кожу) НЧ могут распространяться по всему организму либо перемещаться в различные органы и ткани 
и индуцировать в них побочные эффекты. Для нанотоксикологических исследований особую важность 
представляет моделирование in vitro взаимодействия между НЧ и клеточными системами in vivo. На
пример, для проведения корреляции между типом НЧ и ответом со стороны организма необходимо 
выяснить, адсорбируются частицы на поверхности клетки или проникают в ее цитоплазматическое 
пространство [3]. Уникальные физико-химические свойства ИНМ, такие как размер, поверхностная 
структура, растворимость, форма и агрегатное состояние [4], также являются причиной их всесторон
него научного исследования как возможных чужеродных соединений для организма с использованием 
широкого спектра междисциплинарных подходов -  от физико-химических до медико-биологических [1]. 
Показано, что цитотоксичность различных наноматериалов значительно варьируется в зависимости от 
их размера и формы [3], что свидетельствует о существенном вкладе в этот процесс именно физико
химических свойств.

Наноструктурированный оксид цинка (ZnO) нашел широкое применение в биомедицинском секторе, 
включая биовизуализацию и адресную доставку лекарственных средств [1-4]. Кроме того, наноструктуры 
ZnO являются одним из материалов, используемых для создания иммуносенсоров, за счет их большой 
площади поверхности и химической стабильности [5; 6]. По этой причине понимание взаимосвязи между 
биологической активностью, цитотоксичностью и физико-химическими свойствами НЧ ZnO представ
ляется актуальным для объективной оценки потенциальных рисков от их воздействия.

Механизмы воздействия наноматериалов 
на организм человека и их биораспределение

С ростом коммерциализации ИНМ существенно увеличивается вероятность их воздействия на орга
низм человека. Поскольку токсичность ИНМ, как правило, связана с их распространенностью и инер
ционностью, эффективной дозой и продолжительностью воздействия, то необходим тщательный систе
матический анализ влияния этих материалов на человека [7]. В целом НЧ способны вступать в прямой 
контакт с организмом человека по четырем основным путям, таким как проникновение через кожу, 
проглатывание, вдыхание и системный вход [8]. Поскольку одежда, лекарственные препараты, косметика 
и различные средства по уходу за кожей содержат НЧ, их контакт с кожей происходит как преднамеренно, 
так и случайно. Кроме того, возрастает использование ИНМ в пищевых продуктах (в качестве добавок) 
и фармацевтических препаратах, в связи с чем люди в развитых странах ежедневно потребляют при
близительно 1012-1014 частиц на человека [7].

Дыхательный тракт -  один из основных путей проникновения в человеческий организм НЧ, содер
жащихся в загрязненной атмосфере. Поступившие через дыхательный тракт НЧ осаждаются во всех 
областях дыхательных путей: крупные частицы могут быть отфильтрованы в верхних отделах, тогда как 
более мелкие частицы обнаруживаются в периферических отделах [9]. После поглощения через эпителий 
легких НЧ попадают в кровь и лимфу, достигая таким образом клеток костного мозга, лимфатических 
узлов, селезенки, сердца или любого другого органа и даже ганглиев центральной нервной системы [10].

Несмотря на способ поступления НЧ, их распределение в организме сильно зависит от поверхност
ных характеристик [11], а также от состава, размера и заряда. НЧ достаточно малы, что обусловливает 
их способность проникать в небольшие капилляры по всему телу и перемещаться через клеточные 
барьеры, поэтому они могут попадать в цитозоль клетки с помощью различных механизмов и взаимо
действовать с субклеточными структурами и органами-мишенями [7]. Соответственно, такие эффекты, 
как воспаление, окислительный стресс и активация молекулярных клеточных процессов, скорее всего, 
развиваются не только в органе поступления, но и в органах-мишенях [11].

Известно, что НЧ могут активно проникать в клетки путем фагоцитоза, пиноцитоза, клатринзави- 
симого эндоцитоза, клатрин- и кавеолиннезависимого эндоцитоза или кавеолинопосредованного эндо- 
цитоза [12; 13]. НЧ, интернализированные посредством активного транспорта, обычно переносятся в ве
зикулярные структуры, которые затем сливаются с фаголизосомами или эндосомами. Альтернативно 
НЧ также могут переноситься в цитозоль, транспортироваться через кавеосомы в эндоплазматический 
ретикулум либо «пересекать» клетку, используя трансцитотические процессы. Помимо активного транс
порта, НЧ способны проникать в клетку через плазматическую мембрану путем пассивной диффузии.
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Из цитоплазмы они затем могут доставляться к субклеточным компартментам, таким как ядро и митохонд
рии. Эти уникальные свойства НЧ делают их материалом, подходящим для терапевтического и диагно
стического применения. Однако при этом они могут попадать в органы-мишени, а именно в центральную 
нервную систему, которая сильно уязвима для потенциальных неблагоприятных воздействий [14; 15]. 
Таким образом, чрезвычайно малые размеры НЧ позволяют им проникать в клетки и транспортиро
ваться в их цитозольном пространстве [15], причем разные исследования показали очень быстрый вход 
наноструктур в клетки крови in vitro. Попадание НЧ в клетку, субклеточная локализация и способность 
катализировать окислительные процессы зависят от химических свойств, размера и формы наномате
риала, которые и определяют скорость транспорта ИНМ в клетку.

НЧ могут попасть в ядро посредством транспорта через ядерные поры, путем диффузии через ядер
ную мембрану или же оказаться в нем случайно в результате того, что ядерная мембрана деградирует 
во время процесса деления клеток, а затем реорганизуется в каждое дочернее ядро [11]. Этот способ 
поглощения и свободного движения внутри клетки делает НЧ очень опасными, так как они получают 
прямой доступ к белкам цитоплазмы и органеллам. В зависимости от локализации внутри клетки НЧ 
могут обусловливать определенные повреждения клеточных органелл и ДНК как прямо, так и косвенно, 
взаимодействуя с ДНК-связанными белками. Действительно, исследования in vivo и in vitro демонстри
руют способность наноматериалов вызывать повреждение ДНК [16; 17]. Косвенное повреждение ДНК 
может происходить без взаимодействия НЧ с молекулой ДНК напрямую, для этого будет достаточно 
взаимодействия НЧ с белками, участвующими в процессе деления клеток. Кроме того, НЧ способны 
вызывать различные клеточные реакции, которые, в свою очередь, приводят к генотоксичности, на
пример, через активацию окислительного стресса, воспалительных процессов и (или) аберрантных 
сигнальных реакций [16]. В ряде работ [18; 19] показана возможность взаимодействия НЧ с клеточными 
мембранами и продемонстрированы негативные эффекты в отношении их физико-химического состоя
ния. Такое взаимодействие достигается либо за счет адсорбции НЧ на клеточной поверхности, либо 
за счет нарушения целостности мембраны, что приводит к образованию пор, разжижению мембраны 
и перекисному окислению липидов [18]. Результатом внезапного увеличения проницаемости внутрен
ней митохондриальной мембраны может стать потеря функции митохондрий и, как следствие, запуск 
апоптотических и (или) некротических процессов [20]. Наряду с этим НЧ могут проникать в организм 
человека и взаимодействовать с компонентами иммунной системы, индуцируя воспалительные процессы, 
аллергические реакции, или оказывать непосредственное влияние на клетки иммунной системы [21]. 
Это взаимодействие приводит к повышенному высвобождению различных сигнальных молекул иммун
ной системы, включая цитокины. Однако остается открытым вопрос о том, как именно НЧ ведут себя 
в клетке и взаимодействуют с ее компонентами.

Роль физико-химических свойств наноматериалов 
в их биологической активности

Наноразмер -  это основная физико-химическая особенность, которая отличает ИНМ от аналогов 
б0льших размеров [1]. С уменьшением размера увеличиваются мобильность, возможность транспор
тировки и доступность частиц в окружающем пространстве. Кроме того, НЧ имеют огромную площадь 
поверхности по сравнению с такими же образованиями более крупных размеров при условии их сопо
ставления в одинаковом занимаемом объеме. Этот факт может быть одной из причин, по которым НЧ 
в итоге оказываются более токсичными, чем частицы б0льших размеров из того же материала. Други
ми словами, уменьшение размера частиц напрямую связано с увеличением площади их поверхности 
(по сравнению с макрочастицами, занимающими тот же объем), что позволяет большему числу их атомов 
и (или) молекул находиться на поверхности материала, а не внутри него. Соответственно, увеличение 
площади поверхности определяет потенциальное число реакционноспособных групп на поверхности 
НЧ, что вполне может привести к повышению биологической активности наноматериала [1; 22].

Другим очень важным физико-химическим фактором, который вносит вклад в поведение и био
логические реакции ИНМ, является дисперсионное состояние в системе частиц. Оно определяется 
отношением количества отдельных частиц в суспензионной среде к количеству агломератов [22; 23]. 
Как известно, частицы будут стремиться агломерироваться во взвешенном состоянии, если условия для 
стабильной дисперсии отсутствуют. Эти агломераты могут формироваться благодаря силам притяжения 
между частицами (например, гидрофобным взаимодействиям, силам Ван-дер-Ваальса) или за счет взаи
модействия молекул (например, полимеров, белков, полисахаридов и т. п.) в окружающей среде. Стоит 
отметить, что чем меньше размер частиц, тем сильнее силы притяжения, которые возникают между 
ними. Таким образом, частицы могут формировать агрегаты совершенно разных форм и размеров, что 
также существенно влияет на их свойства и, соответственно, потенциальную токсичность [24].
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Как и в случае с размером, частицы в суспензионной среде могут иметь форму, отличную от формы, 
задаваемой при синтезе (сферической, овальной, кубической, призменной, спиральной и т. п.). Влия
ние формы наночастиц на их интернализацию рассмотрено в работе [25], где продемонстрировано, 
что сферические частицы поглощаются клетками в 5 раз эффективнее, чем стержнеобразные частицы 
аналогичного размера. Подобные выводы были сделаны и авторами настоящей статьи при изучении 
взаимодействия наноструктурированного ZnO различной формы (стержни и сферические частицы) 
с периферическими мононуклеарными клетками крови человека [19; 26].

Химические особенности поверхности наноматериала включают широкий спектр свойств, которые 
способны определять механизм взаимодействия частиц с биомолекулами и биологическими системами. 
Например, поверхностный заряд НЧ имеет большое значение для индукции биологических эффектов. 
Он является основным фактором, определяющим дисперсионные свойства частиц и адсорбцию ионов 
и биомолекул, которые могут влиять на процесс взаимодействия клеток с частицами. Поверхностный 
заряд твердых частиц оценивается через определение их дзета-потенциала [23; 24].

Различия в физико-химических свойствах НЧ и более крупных частиц определяют их поведение 
и биораспределение в организме с последующей транслокацией (от попадания в организм до взаимодей
ствия с клеточными структурами) [27]. В то время как большинство эффектов влияния на «первичный» 
орган (как было сказано выше, чаще всего это дыхательные пути) могут быть одинаковыми для частиц 
обоих размеров, эффекты влияния на «вторичные» органы (например, кроветворную систему) могут 
различаться. Таким образом, существенные особенности, которые выделяют НЧ среди более крупных 
аналогов, -  это их потенциальные токсические свойства и необычное биокинетическое поведение.

Наноструктурированный ZnO имеет гексагональную кристаллическую решетку, состоящую из не
скольких плоскостей с тетраэдрически скоординированными атомами O2 и Zn2+, расположенными пооче
редно вдоль оси. Тетраэдрическая координация ZnO обусловливает образование структуры, несимметрич
ной относительно центра симметрии, где каждый анион окружен четырьмя катионами в углах тетраэдра, 
что приводит к спонтанной поляризации, а также к расходимости в поверхностной энергии [28; 29]. 
Благодаря уникальным физико-химическим свойствам, таким как высокая химическая стабильность, 
большой диапазон поглощения излучения и фотостабильность, ZnO является привлекательным ИНМ 
для широкого применения [29]. Кроме того, в наномасштабе частицы ZnO имеют особенные характе
ристики, а именно высокую изоэлектрическую точку и фотокаталитическую активность.

Благодаря своим фотокаталитическим свойствам НЧ ZnO при попадании в клетку способны повышать 
содержание активных форм кислорода (АФК) в цитоплазме, что обусловливает их уникальные анти
бактериальные свойства. НЧ ZnO имеют положительный поверхностный заряд и поэтому хорошо взаи
модействуют с отрицательно заряженными бактериальными мембранами, что облегчает проникновение 
частиц в клетки и способствует запуску в них апоптотических процессов. Эти особенности позволяют 
использовать данные наноматериалы в качестве добавок к бактерицидам, применяемым в стоматоло
гии и косметологии [30]. Изоэлектрическая точка НЧ ZnO находится в области pH ~9. При меньших 
значениях pH частицы ZnO поверхностно протонируются до формы ZnOH2+, что дает им возможность 
оставаться положительно заряженными в диапазоне рН, соответствующем физиологическим жидкостям 
организма (т. е. их можно использовать в качестве носителей лекарственных веществ и т. п.) [5]. Ком
бинирование фотолюминесцентных свойств НЧ ZnO с антибактериальными открывает многообещающие 
перспективы для их применения в тераностике [30]. Более 10 лет назад на культуре клеток рака яичников 
человека OVCAR-3 была продемонстрирована возможность использования ZnO в фотодинамической те
рапии в сочетании с уже известными противоопухолевыми препаратами [31].

Биологическая активность и потенциальная цитотоксичность 
наноструктурированного оксида цинка

Известно, что НЧ ZnO проявляют более высокую степень токсичности в ряде типов клеток по срав
нению с НЧ оксидов других металлов. Поглощение НЧ клетками, которое, как было сказано выше, зависит 
от поверхностных свойств наноматериала, является необходимым условием для анализа цитотоксичности, 
опосредованной НЧ [32]. Чтобы объективно оценить вероятность цитотоксичности НЧ и их провоспали
тельный потенциал in vitro, важно учитывать особенности взаимодействующих типов клеток. В случае 
с ZnO было показано, что линии опухолевых клеток более восприимчивы к действию данных НЧ, чем 
здоровые клетки. Кроме того, в ряде работ продемонстрировано, что НЧ ZnO индуцируют селективную 
цитотоксичность в клетках гепатоцеллюлярной карциномы HepG2, эпителиальных клетках легких A549, 
клетках бронхиального эпителия человека BEAS-2B [33]. В свою очередь, цитотоксичность НЧ ZnO 
не всегда специфична для опухолевых клеток. Например, в работе [34] отмечено, что при инкубации
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первичных периферических мононуклеарных клеток крови человека с НЧ ZnO не было обнаружено 
токсического эффекта, тогда как при их воздействии на моноцитарные дендритные клетки наблюдалась 
дозозависимая цитотоксическая реакция.

Принимая во внимание усиленную токсичность НЧ ZnO в отношении быстро пролиферирующих 
плюрипотентных, но недифференцированных клеток независимо от природы их происхождения (опу
холевые или обычные), многие нанотоксикологические исследования основываются на использовании 
стабильных клеточных линий [3; 32; 33]. Это обстоятельство затрудняет сравнительный анализ профилей 
токсичности НЧ ZnO и экстраполяцию полученных данных для понимания возможных неблагоприятных 
последствий воздействия НЧ на человека. Однако, учитывая необходимость сокращения использования 
в исследованиях животных и принимая во внимание значительные видовые различия (например, в строе
нии легких), которые влияют на последующее взаимодействие частиц, именно стабильные клеточные 
линии чаще всего применяются как модельные системы in vitro для анализа цитотоксичности НЧ. При 
культивировании клеток может происходить осаждение НЧ, что приводит к усилению их контакта с клет
ками. Этот важный фактор необходимо учитывать при исследовании легочной токсичности, когда взаимо
действие НЧ с клетками происходит на границе раздела воздух -  жидкость (далее -  условия ALI) [35]. 
Помимо типа клеток, на результаты нанотоксикологических тестов могут влиять физические характе
ристики НЧ (размер и форма) и окружающая среда. Например, было показано, что взаимодействие НЧ 
ZnO с фосфатами, присутствующими в клеточной культуральной среде, повышает цитотоксический 
потенциал частиц [36].

Токсичность НЧ ZnO также может зависеть от концентрации белка в среде для культивирования кле
ток, что объясняется присоединением белков к поверхности НЧ и ее экранированием (т. е. НЧ способны 
влиять на вторичные структуры белков). Было показано, что взаимодействие НЧ ZnO с такими белками, 
как а-лактальбумин (НЧ ZnO диаметром 4-7 нм) или белок ToxR холерного вибриона (НЧ ZnO диамет
ром —25 нм), сопровождается модификацией их структуры [37]. В свою очередь, индуцированные НЧ 
изменения в структуре адсорбированных белков могут влиять на их дальнейшую биореактивность [37]. 
Однако вопрос о том, как адсорбция белка на поверхности НЧ ZnO влияет на нанотоксические свойства 
частиц, остается слабоизученным и требует дальнейших исследований. Модификация поверхности НЧ 
ZnO различными покрытиями также может значительно изменять их цитотоксический потенциал [32]. 
Из-за большой величины отношения площади поверхности НЧ к их массе они обладают поверхностной 
реактивностью и по сравнению с более крупными частицами могут вызывать чрезмерное повреждение 
клеток [38]. Авторы работы [39] предположили, что существует критический размер, от которого за
висит цитотоксичность НЧ ZnO. Но имеющегося количества информации в поддержку этой гипотезы 
пока недостаточно. Например, было показано, что НЧ ZnO (—100 нм) сильно влияют на фагоцитарную 
активность клеток острой моноцитарной лейкемии человека THP-1 по сравнению с микроразмерными 
частицами ZnO (5 мкм) [40].

Интересным фактом является влияние формы НЧ ZnO на их цитотоксический потенциал. Так, в ра
боте [39] продемонстрировано, что сферические НЧ ZnO (диаметр 10-30 нм) проявляют более сильную 
цитотоксичность в отношении клеточной линии мышиных макрофагов Ana-1 по сравнению с нано
стержнями ZnO. В статье [26] на основе сравнительной оценки молекулярного действия двух различных 
форм НЧ ZnO на клетки также был сделан вывод о более сильном цитотоксическом эффекте именно 
у сферических частиц.

При изучении токсичности аэрозольных НЧ ZnO в клетках A549, культивируемых в условиях ALI, 
которые имитируют сложный характер среды легких in vivo, была выявлена активация экспрессии 
провоспалительных цитокинов (IL-8, IL-6 и GM-CSF) без влияния на цитотоксичность по сравнению 
с теми же клетками, культивируемыми в водных условиях. Но подобный эффект не наблюдался для генов, 
ассоциированных с окислительным стрессом (например, генов, кодирующих гемоксигеназу 1-го типа 
и супероксиддисмутазу 2-го типа). Таким образом, авторы показали, что субкультуры в условиях ALI 
могут давать меньше ложноотрицательных результатов при изучении иммунотоксичности, чем клетки, 
погруженные в культуральную среду [41]. Вместе с тем было обнаружено развитие окислительного 
стресса в клетках A549, культивируемых в условиях ALI и не погруженных в воду, при воздействии 
аэрозольных НЧ ZnO. Однако подобные эффекты регистрировались при высоких концентрациях НЧ 
ZnO, приводящих к нарушению целостности клеточных мембран и высвобождению лактатдегидроге
назы [42]. Возможно, степень взаимодействия НЧ ZnO с клетками, культивируемыми в условиях ALI 
или в условиях погружения, может отличаться, если учитывать динамику растворения НЧ ZnO и их 
последующее взаимодействие с клеткой. После воздействия НЧ ZnO у субкультур в условиях ALI было 
зарегистрировано значительно более низкое содержание внутриклеточных ионов цинка (в 3 раза мень
ше) по сравнению с погруженными эпителиальными клетками мыши C10. Кроме того, показано, что 
количество ионов цинка в клетках, культивируемых в условиях ALI, увеличилось через 3 ч инкубации,
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а в погруженных клетках постоянно росло с течением времени. Для объяснения разницы в уровнях 
внутриклеточной концентрации ионов цинка была предложена гипотеза о динамике осаждения НЧ ZnO 
на поверхности клеток [43].

Оценка цитотоксичности НЧ ZnO может быть сложной задачей, так как они могут растворяться 
в цитозоле и высвобождать ионы (shedding-effect), которые сами по себе способны нарушать функцио
нирование многих внутриклеточных компонентов. Проведенные к настоящему времени исследования 
демонстрируют, что, по-видимому, сразу несколько факторов вносят вклад в цитотоксический потен
циал НЧ ZnO. К этим факторам относятся физико-химические характеристики самих НЧ, первичные 
иммунные ответы взаимодействующих клеток, а также условия культивирования, включая компоненты 
питательных сред [31-43].

В последнее время опосредованная НЧ ZnO цитотоксичность изучается во многих лабораториях как 
in vivo, так и in vitro на различных клетках и клеточных линиях млекопитающих [44]. Анализ литературы 
показал, что к ключевым факторам, обусловливающим цитотоксичность НЧ ZnO, можно отнести: 1) вне- 
и внутриклеточное растворение НЧ; 2) дисбаланс клеточного редокс-статуса, вызывающий накопление 
АФК; 3) запуск процессов программируемой клеточной гибели (апоптоза). Кратко рассмотрим каждый 
из этих факторов.

Цитотоксичность НЧ ZnO , связанная с их растворением. Растворение НЧ ZnO считается одной из 
основных причин их цитотоксичности. Интересно, что в то время как одни исследователи предполагают, 
что внеклеточное растворение НЧ ZnO ответственно за цитотоксичность, другие ученые демонстри
руют, что долго продолжающееся поглощение НЧ ZnO клетками и последующее их растворение в лизо- 
сомах приводят к повышению цитозольного уровня ионов цинка, которое впоследствии индуцирует 
цитотоксичность [44]. Поглощение ионов Zn2+, высвобожденных из НЧ и растворенных во внеклеточной 
среде, скорее всего, происходит через цинковые транспортеры семейства ZIP, локализованные на по
верхности мембран, а далее клетки локализуют эти избыточные ионы внутри везикул, известных как 
цинкосомы [45].

Рентгенофлуоресцентный анализ и сканирующая электронная микроскопия выявили 200-кратное 
увеличение концентрации ионов цинка в клетках, обработанных НЧ ZnO [46]. Однако в клетках, про
инкубированных с соответствующими концентрациями ZnCl2, содержание свободных ионов цинка было 
значительно выше [26]. Избыток ионов цинка в клеточной культуральной среде из-за растворения НЧ 
ZnO может привести к потере целостности клеточной мембраны, высвобождению цитозольной лактат
дегидрогеназы и последующей гибели клеток по пути апоптоза. Установлено, что внеклеточное раство
рение НЧ ZnO (—30 % при самой высокой тестируемой концентрации) в культуральной среде индуцирует 
нефротоксичность в гломерулярных и тубулярных клетках почки человека [47]. Авторы работы [48] 
показали, что НЧ ZnO способны индуцировать цитотоксичность только при прямом воздействии на 
моноциты. Возможным объяснением этих противоречивых результатов является образование плохо рас
творимого аморфного цинк-карбонат-фосфатного наноразмерного осадка, который способен защитить 
клетки от токсического воздействия внеклеточных ионов цинка [36].

Обнаруженная сверхэкспрессия генов металлотионеинов в клетках связана с хелатированием ионов 
металлов и, следовательно, с запуском механизмов детоксикации [45]. Воздействие НЧ ZnO на моноци- 
тарные дендритные клетки, моноцитарные макрофаги человека и клеточную линию Т-лимфобластной 
лейкемии человека Jurkat приводило к усилению активности общих генов металлотионеинов, до
казывая, что НЧ ZnO являются источниками ионов цинка, принимающих участие в клеточном мета
болизме [49]. Аналогичное наблюдение было сделано, когда клеточная линия легких человека L-132 
подвергалась воздействию НЧ ZnO (диаметр —50 нм) в течение 24 ч, но профиль растворения изученных 
НЧ ZnO при этом не исследовался [50]. Учитывая относительную нестабильность НЧ ZnO при низких 
значениях рН, кислое микроокружение опухолевых клеток способствует внеклеточному растворению 
НЧ ZnO (—100 % после воздействия в течение 24 ч при pH 4-6), что может привести к накоплению АФК, 
разрушению митохондриальных мембран и остановке клеточного цикла [51]. Этим можно объяснить 
более высокую цитотоксичность НЧ ZnO в отношении раковых клеточных линий, о чем сообщалось 
ранее [44].

Дисперсная природа НЧ ZnO играет важную роль в итоговой цитотоксичности. Хотя растворение 
НЧ ZnO является предпосылкой для их цитотоксичности, в настоящее время нет единого мнения от
носительно предпочтительного места растворения НЧ ZnO (внутри или вне клетки). Кроме того, пока 
неясно, почему различаются механизмы, опосредующие цитотоксичность, которая индуцирована иона
ми цинка, высвобожденными из нано- и микрочастиц ZnO. Считается, что аналитические методы часто 
переоценивают количество ионов цинка, высвободившихся из НЧ в культуральную среду, и общий вклад 
таких ионов в итоговую цитотоксичность НЧ составляет лишь около 10 % [52].
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Следует отметить, что результаты исследования цитотоксичности НЧ сильно варьируют при исполь
зовании разных типов клеток из-за различия в механизмах клеточного поглощения, и поэтому количество 
НЧ, напрямую взаимодействующих с клетками, также будет разным. Модификация поверхности НЧ ZnO 
различными покрытиями для изменения характеристик растворения может снизить их токсичность. Было 
установлено, что оболочка из оксида титана, покрывающая НЧ ZnO, уменьшает скорость высвобождения 
ионов цинка при взаимодействии с клетками [53], в результате чего снижается итоговая цитотоксичность 
НЧ как вне клетки, так и внутри нее. В качестве альтернативного подхода можно предложить модифи
цировать поверхностные свойства НЧ ZnO таким образом, чтобы усилить их поглощение клетками, не 
изменяя при этом скорость растворения наноматериала внутри клетки [54]. Следовательно, новые под
ходы, направленные на изучение растворения НЧ ZnO, могут помочь повысить биобезопасность исполь
зования этих наноматериалов в биомедицинских приложениях.

Цитотоксичность НЧ ZnO , связанная с накоплением АФК в клетках. АФК, такие как гидро
ксильные, супероксидные радикалы и перекись водорода, являются реакционноспособными молекулами, 
состоящими из анионсодержащих атомов кислорода. Нарушение окислительно-восстановительного 
баланса клеток может быть вызвано снижением выработки антиоксидантов или изменением их способ
ности восстанавливать окислительные повреждения. Следствием этих процессов в клетках становится 
активация сигнальных каскадов, приводящая в итоге к цитотоксичности. В работе [55] была предложена 
иерархическая модель развития окислительного стресса для дальнейшего объяснения повреждений 
клетки, опосредованных НЧ. В этой модели реакция 1-го уровня характеризуется усилением активности 
антиоксидантных систем, за ней следует реакция 2-го уровня, включающая активацию сигнальных пу
тей NF-kB (семейство транскрипционных факторов) или MAPK (митогенактивируемая протеинкиназа) 
и запускающая реакцию 3-го уровня, которая приводит к гибели клеток по пути апоптоза. Исходя из 
анализа литературных данных, был выдвинут постулат о ZnO-индуцированном повышении содержания 
АФК в различных типах клеток. Показано, что мощная антиоксидантная активность клеток BEAS-2B 
после предварительной инкубации с H2O2 помогла им лучше переносить воздействие НЧ ZnO [56]. Этот 
результат свидетельствует об эссенциальной роли поддержания клеточного окислительно-восстанови
тельного баланса в физиологическом диапазоне в процессе выживания клеток при воздействии НЧ ZnO. 
Чтобы понять, опосредовано образование АФК воздействием НЧ ZnO или же их цитотоксичностью, 
авторы работы [57] изучили способность клеточной линии А549 проявлять антиоксидантный ответ после 
воздействия субцитотоксической концентрации НЧ ZnO. О наличии ответа свидетельствовало повы
шенное содержание маркера окислительно-восстановительных процессов -  гемоксигеназы-1. Максимум 
его концентрации был достигнут через 6 ч после воздействия НЧ ZnO, при этом базальный уровень 
наблюдался уже спустя 24 ч после воздействия. Было высказано предположение о том, что наличие 
избытка ионов цинка в клетках при воздействии НЧ ZnO может вызывать нарушение равновесия в Zn- 
зависимой активности данного белка за счет инактивации клеточных окислительно-восстановительных 
систем, которое и приводит в дальнейшем к гибели клеток. Показано, что чрезмерная экспрессия такого 
антиоксидантного фермента, как микросомальная глутатион^-трансфераза-1, не способствует сниже
нию цитотоксичности в клетках рака молочной железы человека MCF-7, подвергшихся воздействию 
НЧ ZnO. Этот результат мог быть связан с прямым ингибированием данного фермента растворенными 
ионами цинка [58].

Таким образом, воздействие НЧ ZnO нарушает внутриклеточный гомеостаз ионов цинка, что приводит 
к повышению содержания АФК. В свою очередь, смещение клеточного окислительно-восстановительного 
баланса в сторону окислителей индуцирует наблюдаемые токсические эффекты НЧ ZnO, включая рост 
концентрации провоспалительных маркеров, инициацию процессов окислительного стресса и активацию 
апоптотических сигнальных путей, приводящих в дальнейшем к клеточной гибели.

Цитотоксичность НЧ ZnO , связанная с запуском апоптоза. Помимо того, что митохондрии являются 
основными энергетическими органеллами клетки, они также участвуют в регуляции ее сигнальных путей, 
которые управляют процессами апоптоза. Деполяризация митохондриальной мембраны ИНМ может 
вызвать гибель клеток, как было показано на примере клеток аденокарциномы легких человека H1355, 
подвергшихся воздействию НЧ ZnO [59]. Характерные особенности клеток, в которых запущен процесс 
апоптоза, включают физические изменения в цитоплазме, плазматической мембране и ядре. Отмечено, 
что НЧ ZnO при взаимодействии с клетками in vitro индуцируют несколько сигнальных путей, которые 
и приводят к апоптотической гибели клеток. При этом установлено, что именно сигнальные пути p53 
и p38 вовлечены в апоптотическую гибель клеток, индуцированную НЧ ZnO. Авторы работ [60; 61] про
демонстрировали повышенную активность проапоптотических генов каспазы-3, белка Bax и белка p53, 
выполняющего функцию опухолевого супрессора, наряду с фрагментацией ДНК для клеток HepG2 
и дермальных фибробластов человека, обработанных НЧ ZnO. Недавнее исследование, проведенное на
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ганглиозных клетках сетчатки глаза крысы RCG-5, показало, что увеличение содержания АФК приводит 
к сверхэкспрессии каспазы-12, активации окислительного стресса в эндоплазматическом ретикулуме 
и, соответственно, гибели клеток [62]. Было отмечено, что NOX2-фагоцитарный ферментный комплекс 
НАДФН-оксидазы является основным источником образования АФК и индукции апоптоза и (или) некро
за. Известные редокс-чувствительные пути, такие как каскад Nrf2 (антиоксидантный транскрипционный 
ядерный фактор, связанный с эритроидом-2), могут способствовать цитотоксичности макрофагов [63]. 
Недавнее исследование действия НЧ ZnO на культуру первичных астроцитов крысы подтвердило роль 
сигнального пути JNK (N-концевая киназа c-Jun) в развитии апоптоза [64].

Альтернативным апоптотическим механизмом клеточной гибели является аутофагия, при которой 
клетка выживает, но ее компоненты доставляются внутрь везикул, называемых аутофагосомами. В ко
нечном итоге они сливаются с лизосомами, что приводит к разрушению инкапсулированного материа
ла [65]. Показано, что воздействие НЧ ZnO на клетки эпидермиса мыши способствует образованию 
аутофагической вакуоли с последующей митохондриальной дисфункцией и гибелью клеток [66]. Тем 
не менее примечательно, что для лейкозных Т-клеток человека воздействие НЧ ZnO инициировало 
альтернативный путь апоптоза, независимый от каспаз и неопосредованный АФК [67].

Под генотоксичностью, обусловленной НЧ, обычно понимают повреждение клеточной ДНК, которое 
может происходить либо непосредственно (из-за взаимодействия НЧ с ядерным материалом), либо кос
венно (из-за повышения содержания АФК, других реактивных ионов или механического повреждения). 
Механизмы повреждения ДНК могут быть неактивны или даже снижены при взаимодействии клеток с НЧ 
ZnO, что объясняется генотоксическим потенциалом этих НЧ. Показано, что НЧ ZnO в концентрации 
5 мкг/мл вызывают значительное повреждение ДНК, о чем свидетельствует увеличение момента хвоста 
кометы (метод ДНК-комет) в клетках эпидермиса человека A431 [68]. Схожие результаты получены 
и для эпителиальных клеток проксимальных канальцев почек человека HK-2 [69]. Также было проде
монстрировано концентрационнозависимое окислительное повреждение ДНК, приводящее к ядерной 
конденсации, фрагментации ДНК, образованию в ней гиподиплоидных ядер и апоптотических телец при 
обработке макрофагов НЧ ZnO [63]. В качестве возможного объяснения генотоксичности предложено 
внутриядерное распределение НЧ ZnO, которое наблюдалось в клетках плоскоклеточного рака головы 
и шеи человека [70]. Однако до настоящего времени нет полного понимания механизма повреждения 
ДНК НЧ ZnO, а в клетках THP-1, подвергшихся воздействию нано- или микрочастиц ZnO, вообще не 
было выявлено признаков генотоксического повреждения. Данный результат можно объяснить размером 
частиц нанопорошка ZnO, который использовали исследователи (он превышал 100 нм) [48; 49]. Так, на
пример, обработка клеток фибробластов легких китайского хомяка CHL положительно или отрицательно 
заряженными НЧ ZnO размером 20 или 70 нм не приводила к индуцированию кластогенного эффекта 
(включая генотоксичность in vivo) [71].

В связи с широким использованием НЧ ZnO в качестве УФ-фильтров в солнцезащитной косметике 
крайне актуальным представляется исследование влияния УФ-излучения на генотоксичность НЧ ZnO. 
Авторы работы [72] показали, что в клетках эмбриональной почки человека HEK293 и эмбриональных 
фибробластов мыши NIH/3T3, подвергнутых воздействию НЧ ZnO в концентрации 100 мкг/мл, про
исходит повреждение ДНК, хотя после воздействия УФ-В-излучения (280-315 нм) на клетки, проин
кубированные с НЧ, наблюдалось значительное снижение генотоксического потенциала. Совместное 
воздействие НЧ ZnO и УФ-А-излучения (315-400 нм) на клетки THP-1 приводило к накоплению в них 
такого же количества АФК, как при воздействии УФ-А-излучения в отсутствие НЧ, что указывает на 
минимальное участие НЧ ZnO в индукции повреждений в данных клетках [73].

Заключение
Таким образом, многочисленные исследования токсичности НЧ ZnO указывают на их реактивную 

природу. Цитотоксические реакции НЧ ZnO могут в значительной степени зависеть от типа исследуе
мой клетки, условий и времени воздействия, а также способа получения НЧ ZnO, обусловливающего их 
основные физико-химические характеристики. Стоит отметить, что наличие покрытий и (или) ионных 
примесей в НЧ ZnO наряду с присутствием в среде инкубации белков и (или) фосфатов также может 
влиять на общий цитотоксический потенциал частиц. Растворение НЧ ZnO вне клеток либо внутри их 
лизосомального компартмента приводит к нарушению клеточного гомеостаза ионов цинка, что впо
следствии индуцирует накопление АФК.

Недавние исследования также продемонстрировали склонность НЧ ZnO к взаимодействию со специ
фическими рецепторными молекулами на поверхности клеток, что обусловливает влияние на транскрип
цию провоспалительных цитокинов через определенные сигнальные пути. Помимо иммуномодуляции, 
воздействие НЧ ZnO in vitro может приводить к аутофагии, генотоксичности и апоптозу в различных
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типах клеток. Воздействие НЧ ZnO in vivo по пероральному, интратрахеальному или ингаляционному 
пути способствует их накоплению в жизненно важных органах, таких как печень, почки, сердце и лег
кие, что сопряжено с токсическими и (или) воспалительными последствиями. Исследования in vitro 
широкого диапазона концентраций НЧ ZnO могут помочь расширить существующие токсикологические 
представления об этом наноматериале. Детальное понимание цитотоксического и воспалительного по
тенциала НЧ ZnO лежит в основе всестороннего изучения возможности их дальнейшего применения 
в биомедицинском секторе.
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Аннотация. Использование микроводорослей для производства биоводорода является одним из перспектив
ных направлений современной биотехнологии и прикладной альгологии. В клетках зеленых микроводорослей про
цесс синтеза биоводорода осуществляется в электрон-транспортной цепи хлоропластов с помощью фермента [FeFe]- 
гидрогеназы и служит физиологической адаптацией к анаэробным условиям. Детальное понимание механизма синтеза 
биоводорода позволяет эффективнее использовать микроводоросли в качестве источника экологически чистого 
топлива. В представленном аналитическом обзоре рассматриваются механизмы биопродукции Н2 и его потен
циальные роли в физиологии, а также подходы к стимуляции производства Н2 для биотехнологических целей.

Ключевые слова: водоросли; биоводород; гидрогеназа; депривация элементов; фотобиореактор.
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Abstract. The use of microalgae for the production of biohydrogen is one of the promising areas of modern biotech
nology and applied algology. In green microalgae cells, the process of biohydrogen synthesis is carried out in the electron 
transport chain of chloroplasts by the enzyme [FeFe]-hydrogenase and serves as a physiological adaptation to anaerobic 
conditions. A detailed understanding of the mechanism of biohydrogen synthesis makes it possible to more efficiently 
use microalgae as a source of environmentally clean fuel. This analytical review examines the mechanisms of H2 biopro
duction and its potential roles in physiology, as well as approaches to stimulating H2 production for biotechnological 
purposes.

Keywords: algae; biohydrogen; hydrogenase; nutrient deprivation; photobioreactor.

Введение
На сегодняшний день большой интерес представляет культивирование автотрофных микроорганиз

мов, таких как зеленые микроводоросли, в целях производства биомассы [1-4]. Используя в качестве 
источника энергии солнечный свет, они способны наращивать большие объемы органической материи 
и синтезировать целевые соединения, что делает их привлекательным объектом для биотехнологии. Осо
бенно перспективным представляется использование микроводорослей как источника топливных ресурсов, 
таких как водородное топливо (молекулярный водород (Н2) и производимый биологическими системами 
биоводород) [5].

Способность микроводорослей синтезировать Н2 известна с начала 1940-х гг. [6]. Однако только 
с недавнего времени данный феномен рассматривается в качестве источника получения биоводорода 
в промышленных масштабах [7; 8]. Ввиду этого в последние десятилетия усилились исследования мета
болизма микроводорослей, связанного с продукцией Н2, а также интенсифицировались разработки в области 
промышленного получения биоводорода с помощью культур эукариотических микроводорослей [9-12].

Целью настоящей работы являлся критический обзор и анализ современных исследований синтеза Н2 
зелеными микроводорослями и его физиологической роли в клетке, а также исследований, направлен
ных на разработку эффективных подходов к стимуляции генерации биоводорода физико-химическими 
методами.

Биосинтез Н2 зелеными микроводорослями: 
механизм и роль в физиологии клетки

Биосинтез Н2 встречается у ряда бактерий и микроводорослей, принадлежащих к различным так
сономическим группам [13-15]. Он осуществляется с помощью разных биохимических механизмов 
и является следствием различных физиологических адаптаций [9; 16]. Согласно работе [16] в природе 
существует несколько путей биосинтеза Н2 на свету: 1) кислородный фотосинтез в сочетании с про
изводством Н2, которое катализируется [FeFe]-гидрогеназой (характерно для зеленых микроводорос
лей) [6]; 2) кислородный фотосинтез в сочетании с производством Н2, катализируемым нитрогеназой 
(свойственно цианобактериям) [13]; 3) неоксигенный фотосинтез в сочетании с производством Н2, ко
торое также катализируется нитрогеназой (известно для пурпурных бактерий) [15].

37

mailto:dzemidchyk@bsu.by


Экспериментальная биология и биотехнология. 2024;2:36-45
Experimental Biology and Biotechnology. 2024;2:36-45

Образование H2 имеет большое значение для клетки, так как оно играет роль альтернативного пути 
метаболизма в анаэробных условиях [10; 16; 17]. Производство водорода клетками зеленых микрово
дорослей на свету неразрывно связано с реакциями фотосинтеза и выступает одним из анаэробных 
механизмов регуляции транспорта электронов и сопряженных с ним процессов [16]. Выделение H2 по
зволяет поддерживать поток электронов, необходимый для генерации АТФ [16].

Продукция Н2 зелеными микроводорослями впервые была описана более 80 лет назад [6]. При этом 
продемонстрировано, что в анаэробных условиях зеленые микроводоросли способны выделять H2 как 
в темноте, так и на свету [6]. В дальнейшем показано, что для синтеза водорода в хлоропластах необ
ходимо наличие специальных ферментов, которые будут осуществлять формирование Н2 [11; 18-20]. 
Такую функцию выполняют ферменты семейства гидрогеназ [11; 18; 19]. Данные ферменты играют 
важную роль в защите клетки от избытка электронов, образующихся в условиях анаэробного стресса на 
свету, тем самым предотвращая повреждение фотосинтетического аппарата [19]. Гидрогеназы являются 
ферментативными комплексами, состоящими из одной или нескольких субъединиц. Они катализируют 
обратимое восстановление протонов до молекулярного водорода следующим образом [19]:

2H+ + 2e ^  H2.
Особый интерес представляют возникновение и специализация гидрогеназ у зеленых микроводо

рослей, а также установление их тесного взаимодействия с фотосинтетическим аппаратом [11]. В каче
стве основной версии происхождения водорослевой гидрогеназы рассматривается горизонтальный пе
ренос генов от представителей нефотосинтетических бактерий к предку современных водорослей [20]. 
В ходе эволюции у водорослей сформировался механизм локализации гидрогеназ в хлоропласте, где 
происходят их синтез и посттрансляционная модификация [18].

[FeFe]-гидрогеназы характеризуются наличием H-кластера в каталитическом центре [11]. Механизм 
образования молекулярного водорода с помощью [FeFe]-гидрогеназы реализуется следующим образом: 
посредством ферредоксина электроны доставляются к месту стыковки рядом с [4Fe4S]-кластером, от
куда они переносятся в H-кластер, восстанавливая дистальный атом железа(П) [11]. Восстановленный 
атом Fe(II) стабилизируется благодаря присутствию лигандов CO и CN. Протонный путь от поверхности 
белка к каталитическому участку изучен не до конца. Вероятно, он включает остаток цистеина, распо
ложенный рядом с H-кластером и действующий как конечный сайт связывания для одного из протонов. 
Второй протон, по-видимому, связывается с Fe(II). Конечная реакция включает процесс, в ходе которого 
образующийся гидрид-анион рекомбинирует со связанным протоном и выделяется в виде газа H2 [11; 16].

Активный центр фермента, куда переносятся электроны от ферредоксина, чувствителен к кислороду, 
что лимитирует естественное производство Н2 в кислородных условиях [16]. Активность гидрогеназы 
ингибируется за счет подавления экспрессии генов hyd, окислительного повреждения каталитического 
центра и нарушения процесса созревания фермента [11; 21]. На свету анаэробные условия наступают, когда 
скорость фотосинтетического выделения О2 становится ниже скорости митохондриального дыхания [22].

При нормальных аэробных условиях в хлоропластах зеленых микроводорослей осуществляется обыч
ный процесс фотосинтеза, свойственный всем автотрофным организмам. Энергия света улавливается 
светособирающими белками реакционного центра фотосистемы-2 (ФС-2) и используется для расщеп
ления воды на молекулы кислорода, протоны и электроны [17]. Эти фотосинтетические электроны по
средством серии окислительно-восстановительных реакций продвигаются по электрон-транспортной 
цепи через комплекс цитохрома b6f  и фотосистему-1 (ФС-1) к железосерному белку ферредоксину, ко
торый затем переносит свои электроны на НАДФ+, восстанавливая его до НАДФН. В свою очередь, 
НАДФН является необходимым компонентом для функционирования цикла Кальвина, где происходят 
фиксация СО2 и биосинтез важнейших для клетки веществ [16]. В анаэробных условиях ферредоксин 
вместо этого отдает свои электроны [FeFe]-гидрогеназе [11]. Такой путь известен как прямой биофото
лиз и свойствен исключительно зеленым микроводорослям (рис. 1). Водород образуется в результате 
расщепления воды ФС-2 в анаэробных условиях. В отсутствие кислорода световая энергия, собранная 
ФС-1 и ФС-2, линейно переносит электроны от воды к ферредоксину:

2H2O + свет = 2H2 + О2.
Производство H2 эукариотическими зелеными микроводорослями путем прямого биофотолиза требует 

от нескольких минут до нескольких часов анаэробной инкубации в темноте [23]. При переносе куль
туры из темновых анаэробных условий на свет выход водорода возрастает на несколько порядков [17]. 
Однако активное выделение Н2 носит временный характер, полностью затухая в течение нескольких 
минут. Именно этот феномен стал первым доказательством фотообразования водорода у зеленых микро
водорослей [6]. Скачкообразный выброс водорода в указанных условиях является следствием быстрой 
индукции фотосинтетического транспорта электронов и восстановления ферредоксина и НАДФ+ в хлоро
пласте, пока ферменты цикла Кальвина находятся в инактивированном состоянии после инкубации
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в темноте [24]. Причиной затухания процесса выступает, во-первых, дезактивация гидрогеназы в при
сутствии кислорода [21], а во-вторых, активация ферментов темновой фазы. Биосинтез H2 конкурирует за 
электроны с другими восстановительными путями, прежде всего с ассимиляцией CO2. В исследованиях 
было продемонстрировано, что кратковременная выработка H2 у вида Chlamydomonas reinhardtii наиболее 
высока при низкой концентрации CO2 и наоборот [25]. Длительная выработка H2 в отсутствие фикса
ции CO2 предполагает центральную роль [FeFe]-гидрогеназы в поддержании фотосинтеза водорослей 
и приспособлении клеток к бескислородным условиям, а также защищает фотосинтетический аппарат 
от повреждений [17]. В случае инактивации цикла Кальвина потребление АТФ и НАДФН снижается, 
что обусловливает увеличение циклического транспорта через ФС-1, тем самым способствуя сильному 
подкислению люмена тилакоида. В свою очередь, подкисление люмена запускает механизмы фотоза
щитного тушения для рассеивания избыточной энергии, а также замедляет окисление пластохинона (PQ) 
комплексом цитохрома b6f, следствием чего являются восстановление пула PQ и уменьшение переноса 
электронов из ФС-2 [22]. Все это в конечном итоге приводит к фотоповреждению фотосистем [17; 22]. 
Гидрогеназа может выступать в качестве конечного акцептора электронов в случае дезактивации цикла 
Кальвина [11]. Мутантный рибулозобисфосфаткарбоксилазодефицитный штамм C. reinhardtii проде
монстрировал способность производить значительные количества H2 в серосодержащей среде. В таком 
случае гидрогеназа, по-видимому, заменяет цикл Кальвина в качестве конечного акцептора электронов. 
В этом мутантном штамме, который почти не накапливает крахмал, электроны для выделения H2 по
ступают преимущественно за счет расщепления воды в ФС-2 [10].

Установлено, что основным механизмом продукции Н2 является прямой биофотолиз, или ФС-2-за- 
висимый путь, при котором источником электронов служит фотолиз воды [9; 16]. Однако ФС-2, по-видимому, 
не играет ключевую роль в выделении Н2, а ее участие в процессе факультативно. В то же время ФС-1 
участвует также в ФС-2-независимом пути образования водорода [10]. Этот путь называется непрямым 
биофотолизом, или анаэробной темновой ферментацией (см. рис. 1). В данном случае источником электро
нов является органический субстрат, подвергнутый окислительному расщеплению. В качестве переносчика 
электрона выступает молекула НАД(Ф)Н, которая посредством НАД(Ф)Н-пластохиноноксидоредуктазы 
передает электрон на пул PQ, откуда он продвигается далее по электрон-транспортной цепи через цито
хром b6f, пластоцианин, ФС-1 и ферредоксин, в конечном итоге попадая на гидрогеназу [26].

Рис. 1. Механизм синтеза Н2 в электрон-транспортной цепи на мембране тилакоида 
(Цит b6f  -  цитохром b6f; PC -  пластоцианин; Fd -  ферредоксин; Фн -  фосфат).

Красная стрелка указывает путь переноса восстановительных эквивалентов при прямом биофотолизе, 
зеленая стрелка -  при прямом и непрямом биофотолизе

Fig. 1. Mechanism of synthesis of H2 in the electron transport chain in the thylakoid membrane 
(Цит b6f  -  cytochrome b6f; PC -  plastocyanin; Fd -  ferredoxin; Фн -  phosphate).

The red arrow indicates the pathway of transfer of reducing equivalents during direct biophotolysis, 
green arrow -  during direct and indirect biophotolysis
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В темноте при ферментативном окислении эндогенного крахмала образуются такие продукты, как 
формиат, ацетат и этанол в соотношении 2,07 : 1,07 : 0,91 [27]. Помимо эндогенного крахмала, в каче
стве источника электронов могут выступать экзогенные углеродсодержащие соединения, в частности 
ацетат [28]. Ацетат имеет большое значение как субстрат для дыхания [29], а также возможный допол
нительный источник электронов для образования Н2 при дефиците серы [8]. Метаболизм ацетата играет 
важную роль в процессе синтеза Н2 в клетке. Утилизация ацетата зависит от освещения и требует затрат 
АТФ. Существует два основных пути, которые могли бы объяснить образование CO2 и Н2 из ацетата: 
1) цикл лимонной кислоты; 2) цикл глиоксилата, связанный с превращением сукцината в углевод [28].

Согласно литературным данным выделение Н2 за счет эндогенного субстрата полностью блокиро
валось ингибитором дыхания фторуксусной кислотой, но эффекта со стороны 3-(3,4-дихлорфенил)-1,1- 
диметилмочевины (далее -  3,4-ДДМ) [30], являющейся ингибитором ФС-2, не наблюдалось [28]. Полу
ченные результаты указывают на то, что в этих условиях реакция полностью зависит от окислительного 
метаболизма углерода в отличие от фотохимического пути выделения Н2, когда 3,4-ДДМ оказывает 
ингибирующее действие на продукцию водорода [10; 12]. В случае использования экзогенного ацетата 
добавление 3,4-ДДМ снижает его поглощение. Анаэробное превращение ацетата в СО2 и H 2 по чистому 
эффекту эквивалентно окислению в циклах лимонной кислоты и глиоксилата, отличие состоит в том, 
что образуется H2, а не Н2О. Электроны переносятся на пул PQ благодаря восстановленным пиридино
вым нуклеотидам [26]. У водорослей ферменты циклов лимонной кислоты и глиоксилата расположены 
в митохондриях и цитоплазме соответственно. На основе непроницаемости оболочки хлоропласта для 
пиридиновых нуклеотидов было высказано предположение о том, что между митохондриями, цитоплаз
мой и хлоропластом функционирует переносчик дикарбоновой кислоты, обеспечивающий утилизацию 
восстановительной энергии, вырабатываемой дегидрогеназами, с конечным образованием Н2 [28].

Способы стимуляции продукции Н2 
клетками зеленых микроводорослей

Наиболее изученным способом поддержания устойчивого образования Н2 является дефицит основ
ных элементов минерального питания -  серы (S), азота (N) и фосфора (P).

Сера поступает в клетку главным образом в виде сульфат-анионов (SO2 ) [31]. При нормальных усло
виях роста скорость фотосинтеза в 4-7  раз больше скорости дыхания, в то время как при S-депривации 
скорость дыхания превышает скорость фотосинтетического выделения O2, благодаря чему создаются 
анаэробные условия, подходящие для производства водорода [32]. Сера -  незаменимый компонент амино
кислот цистеина и метионина, при отсутствии которых биосинтез белка замедляется, и клетка не может 
синтезировать белок D1 ФС-2, в результате чего процесс восстановления ФС-2 от часто возникающих 
фотоокислительных повреждений блокируется [32]. Впервые на примере C. reinhardtii было обнару
жено, что культивирование в условиях дефицита серы в течение 120 ч приводит к прогрессирующему 
снижению фотосинтетической способности в результате инактивации ФС-2 и повышения выделения 
О2 до 95 %. Снижение активности переноса электронов обусловлено преобразованием центров ФС-2 
из Qg-восстанавливающей в Qg-невосстанавливающую форму [32]. Абсолютная скорость фотосинтеза 
падает ниже скорости дыхания примерно через 24-30 ч культивирования при S-депривации [12; 33]. 
Как показали наши предварительные результаты, за этим переходом следует снижение окислительно
восстановительного потенциала среды от +400 мВ до примерно -300 мВ, что указывает на наступление 
анаэробиоза (рис. 2).

Образование H2, наблюдаемое у клеток зеленых микроводорослей в условиях низкокислородного 
фотосинтеза и невысокой активности окислительного фосфорилирования, позволяет клетке выжить 
при стрессе, вызванном S-депривацией [9; 10]. Выделение Н2 -  единственный доступный водорослям 
механизм, обеспечивающий выработку достаточного количества АТФ, необходимого для выживания ор
ганизма в анаэробных условиях при дефиците серы [32]. Процесс предполагает последовательный переход 
через пять физиологических фаз: выделение O2, потребление O2, анаэробную стадию, фотопроизводство 
Н2 и терминацию [33].

При S-депривации в первые часы культивирования для образования Н2 необходима активная ФС-2 
[9; 10]. То, что ФС-2 является основным источником электронов, демонстрирует добавление в культуру 
3,4-ДДМ, которая связывается с Qg-карманом ФС-2 и блокирует перенос электронов из ФС-2 в пул PQ [32]. 
При этом фотообразование водорода практически полностью прекращается [12; 14]. Однако в том слу
чае, когда ингибитор ФС-2 вносился спустя некоторое время культивирования при дефиците серы, 
наблюдалось менее значительное снижение продукции Н2 [10]. В первые часы S-депривации в клетке 
происходит интенсивное накопление крахмала [16], который при переходе к фазе выделения водорода 
начинает деградировать, предоставляя электроны, поступающие в пул PQ, а далее на гидрогеназу [27].
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Рис. 2. Изменение плотности суспензии (а) 
и окислительно-восстановительного потенциала (б) суспензионной культуры 

Parachlorella kessleri RA-002 при S-депривации в аэробных и анаэробных условиях
Fig. 2. Changes of suspension density (a) and redox potential (b) 

of Parachlorella kessleri RA-002 under S-deprivation under aerobic and anaerobic conditions

Таким образом, вероятно, функционируют два пути образования Н2 в условиях S-депривации -  ФС-2- 
зависимый и ФС-2-независимый пути [9; 12; 34]. Показано, что на долю фотоокисления воды в ФС-2 при
ходится до 80 % электронов, поступающих через электрон-транспортную цепь на гидрогеназу, остав
шиеся 20 % электронов поступают в результате частичного окисления запасных продуктов, которые 
используются для восстановления пула PQ и впоследствии переносятся на ФС-1 при освещении [35]. 
Образование продуктов ферментативного метаболизма, таких как формиат, ацетат и этанол, возрастает 
после добавления в культуру 3,4-ДДМ [30], что свидетельствует о переходе процесса производства Н2 
на ФС-2-независимый путь [36].

Основным условием при использовании S-депривации для стимуляции синтеза Н2 является поддер
жание стабильной продукции Н2 на протяжении длительного времени. Однако в условиях S-депривации 
стабильная выработка биоводорода сохраняется только в течение нескольких дней, после чего фото
синтетические процессы безвозвратно угнетаются [34]. В связи с этим для поддержания длительной 
продукции Н2 необходимо периодически переводить культуру на полноценную среду для возобновления 
фотосинтетической функции [9].

Недостаток азота -  серьезное стрессовое состояние для всех организмов, поскольку азот является 
основным компонентом белков и нуклеиновых кислот. В клетках растений этот элемент действует как 
строительный блок для хлорофиллов, и его дефицит приводит к снижению синтеза хлорофиллов и умень
шению количества единиц фотосинтетического аппарата [37]. Недостаток азота также является причиной 
деградации рибулозобисфосфаткарбоксилазы (далее -  рубиско) и снижения фотохимической эффектив
ности ФС-2 [38]. Более низкие количества ферредоксина при N-депривации [38] могут быть препятствием 
для переноса электронов к гидрогеназе, приводя к уменьшению выхода Н2 в таких условиях. Культуры, 
лишенные азота, демонстрирут устойчивую, но при этом низкую активность гидрогеназы и производят 
незначительные количества Н2 [37]. По этим причинам для подавления работы кислородвыделяющего 
комплекса и стимуляции продукции Н2 клетками зеленых микроводорослей используется не полная 
N -депривация, а частичное лимитирование обеспеченности данным элементом [37; 38].

Предположительный механизм стимуляции продукции Н2 при ограничении азота и совместной де
привации серы и азота реализуется из-за блокирования переноса электронов и повреждения кислород- 
выделяющего комплекса [38]. Б0льшая эффективность выделения Н2 при совместной депривации серы 
и азота показывает значительный вклад серы в процесс ингибирования кислородвыделяющего комплек
са и продукции Н2 [38]. Внесение в культуру 3,4-ДДМ демонстрирует роль серы в функционировании 
ФС-2-независимого пути [38].

Влияние лимитирования азота, а также одновременной депривации серы и азота на синтез Н2 не
давно было изучено на примере зеленой микроводоросли Chlorellaprotothecoides [37]. В случае одно
временной депривации серы и азота продукция H2 значительно повышалась по сравнению с контролем
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и отдельными депривациями серы или азота. Для N-лимитирования были выбраны три концентрации 
аммония (1,75; 0,70 и 0,35 ммоль • л-1). Начальная концентрация аммония для достижения максималь
ного выхода Н2 составила 0,35 ммоль • л-1 NH4Cl в культуре [37]. Максимальный выход и средняя ско
рость образования Н2 при этом были равны 233,7 мл • л-1 и 2,19 мл • л-1 • ч-1 соответственно [37].

В ходе исследования влияния ограничения азота на производство Н2 у C. reinhardtii была отмечена 
меньшая эффективность N-лимитирования, чем S-депривации [38]. N-лимитированная культура де
монстрировала задержку в начале установления анаэробиоза и фазы образования Н2 по сравнению 
с S-дефицитной культурой (72 и 32 ч соответственно). Задержка также наблюдалась в достижении макси
мальной ферментативной активности гидрогеназы (192 и 120 ч). Обе дефицитные культуры постепенно 
поглощали О2 до наступления гипоксии. Однако клетки с N-лимитированием демонстрировали задержку 
в потреблении О2 и обнаруживали временное накопление кислорода [38]. Эта задержка сопровожда
лась более медленным снижением скорости эволюции фотосинтетического О2 и более высокой долей 
неповрежденных активных центров ФС-2 [38]. Было высказано предположение о том, что в условиях 
N-лимитирования пул PQ в клетках может быть менее восстановлен, чем при S-депривации, обеспечи
вая б0льшую скорость передачи электронов от Qa к QB и повторное окисление Qg [39]. Причина более 
окисленного пула PQ в N-лимитированных клетках по сравнению с пулом PQ в S-дефицитных клетках 
может заключаться в повышенной активности фотодыхания при N -депривации. Другой причиной раз
личий в фотохимической активности ФС-2 может быть разница в содержании пигментов, наблюдаемая 
в клетках C. reinhardtii при S- или N-депривации. Клетки с N-лимитированием показали более низкое 
содержание хлорофилла и более высокое соотношение каротиноидов и хлорофилла, а также хлорофил
ла а и хлорофилла b. Различия в составе пигментов и антенн, вероятно, влияли на передачу световой 
энергии в фотосистемы, что приводило к меньшему возбуждению и большей открытости реакционного 
центра ФС-2 [38].

В работе Л. С. Габриелян и соавторов исследовалась способность штамма P. kessleri RA-002, выделенного 
в Армении, к продукции биоводорода на средах ТАР и Тамия при N-лимитировании и без него. Удаление 
азота привело к снижению скорости роста и уменьшению содержания фотосинтетических пигментов, 
одновременно повысив выход Н2. Максимальный выход Н2 при дефиците азота составил 5,25 ммоль • л-1 
(среда ТАР) и 3,65 ммоль • л-1 (среда Тамия), что в 4-5 раз больше, чем в случае нормальной обеспечен
ности данным элементом [40]. В другой работе того же коллектива авторов изучались уровень фотосин
тетических пигментов, фотосинтетическая активность и генерация биоводорода у C. vulgaris IBCE C-19 
и P  kessleri MDC6524 в ответ на дефицит серы и азота [41]. Полученные результаты показали, что не
достаток этих элементов вызывал замедление роста в обоих культурах, что сопровождалось снижением 
уровня фотосинтетических пигментов, активности ФС-2 и синтеза полифенолов. Скорость генерации Н2 
микроводорослями C. vulgaris и P  kessleri в контроле составила 0,40 и 0,34 мл • ч-1 соответственно. Наи
больший выход Н2 был показан при совместном дефиците серы и азота (60 мл • л-1 для C. vulgaris (ско
рость генерации Н2 —1,25 мл • ч-1) и 68 мл • л-1 для P  kessleri (скорость генерации Н2 ~ 1,42 мл • ч-1), что 
в 3-4 раза превышает выход Н2 в контроле). Также была отмечена тенденция к большей стимуляции 
синтеза Н2 при N-лимитировании, чем при S-депривации [41].

Дефицит фосфора оказывает сходное с дефицитом серы влияние на активность ФС-2 и функциониро
вание альтернативных путей электронного транспорта с конечным образованием Н2 [32; 42; 43]. Влияние 
P-депривации на работу фотосинтетического аппарата было исследовано на примере C. reinhardtii [32; 43]. 
Однако эффект Р-депривации был выражен слабее по сравнению с эффектом S-депривации. Потребова
лось более длительное время для установления анаэробного режима и начала стадии выделения Н2 (100 ч 
при P-депривации и 18-40 ч при S-депривации) [43]. Этот факт можно объяснить гораздо большими 
внутриклеточными запасами фосфора, чем серы [32]. Поскольку прямое исключение фосфора из среды 
не приводит к немедленному эффекту фосфорного голодания, был применен метод разведения [43]. При 
этом культуры, промытые от фосфора и разбавленные до уровня хлорофилла менее 2 мг • л-1 в среде, не 
содержащей фосфатов, входили в анаэробиоз в фотобиореакторе после периода роста и производили 
H2 в количествах, близких к таковым у культур с дефицитом серы. Максимальный полученный объем Н2 
составил 68 мл • л-1 [43].

Одним из способов снижения эксплуатационных затрат при производстве Н2 является осуществле
ние процесса его синтеза в морской воде [42]. При данном подходе недостаток фосфора может стать 
эффективным методом повышения скорости фотопроизводства H2, так как недостаток серы невозмо
жен из-за высокой концентрации сульфатов в морской воде [42].

Хотя депривация элементов минерального питания является наиболее простым и эффективным спо
собом стимуляции клеток зеленых микроводорослей к выделению Н2, данный подход имеет недостат
ки, препятствующие его промышленному применению [44]. Процедура требует нескольких промывок,
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производство H2 начинается с задержкой примерно на 2 сут [36], зависит от ацетата [30] и в конечном 
итоге приводит к инактивации ФС-2 и деградации фотосинтетического аппарата [12; 34]. Продувка 
культуры инертным газом для удаления О2, центрифугирование с последующей сменой среды обуслов
ливают вымывание и потерю плотности культуры. Для того чтобы избежать негативного эффекта от 
данных манипуляций и сделать процесс более быстрым и удобным, можно использовать метод иммо
билизованных клеток. Для такой иммобилизации применяются классические гели, такие как альгинат 
и агар [45].

Имеются литературные данные о возможности использования химически индуцированной селекции 
для получения штаммов-продуцентов Н2, характеризующихся низкой чувствительностью гидрогеназы 
к О2 [21]. Данная селекция основана на токсическом воздействии метронидазола (окислителя ферре- 
доксина) на работу фотосинтетического аппарата. Поскольку токсичность метронидазола зависит от 
накопления восстановленного ферредоксина, организм с активной гидрогеназой приобретает меньшую 
чувствительность к метронидазолу. Выжившие в присутствии метронидазола клетки демонстрировали 
высокую гидрогеназную активность при значительной концентрации О2 (до 8 % парциального давле
ния) [21].

Методы стимуляции продукции биоводорода клетками зеленых микроводорослей, предложенные 
в последние 20-30 лет, представлены в таблице.

Методы стимуляции продукции Н2 клетками зеленых микроводорослей 
Methods of stimulation of H2 production by green microalgae cells

Метод Механизм действия Источник

S-депривация При недостатке серы нарушается синтез белков, необходимых для ре
парации ФС-2, вследствие чего снижается выход О2 и устанавливаются 
анаэробные условия, которые требуются для активации гидрогеназы и вы
деления Н2

[9; 12; 34]

N -лимитирование Дефицит азота приводит к подавлению синтеза хлорофиллов и умень
шению количества единиц фотосинтетического аппарата, а также к де
градации рубиско и снижению фотохимической эффективности ФС- 2

[37-41]

P-депривация Недостаток фосфора оказывает схожее с дефицитом серы влияние на ак
тивность ФС-2 и функционирование альтернативных путей электронно
го транспорта с конечным образованием Н2

[32; 42; 43]

Селекция клеток 
с гидрогеназой, 
нечувствительной к О2

Данный тип селекции основывается на токсическом действии метронида- 
зола, являющегося сильным окислителем ферредоксина, на работу фото
синтетического аппарата. Так как токсичность метронидазола зависит 
от накопления восстановленного ферредоксина, организм с активной 
гидрогеназой приобретает меньшую чувствительность к метронидазолу, 
поскольку становится более доступным альтернативный путь для пере
носа электронов с ферредоксина

[21]

Заключение
Проанализированы механизмы образования Н2 в клетках зеленых микроводорослей и способы его 

стимуляции, а также приведена характеристика различных методов культивирования микроводорослей 
для эффективной продукции Н2 в целях использования его в качестве экологически чистого топлива. 
Анализ литературы показал, что на сегодняшний день наиболее эффективным и часто используемым 
методом стимуляции продукции биоводорода клетками зеленых микроводорослей является деприва
ция макроэлементов минерального питания, таких как сера, азот и фосфор. В основе данного метода 
лежат инактивация работы ФС-2, приводящая к снижению выделения кислорода в ходе фотолиза воды, 
и установление анаэробиоза, являющегося ключевым условием образования Н2. Однако метод депривации 
требует сложных манипуляций по смене среды, что препятствует его эффективному и масштабному при
менению. В настоящее время для преодоления ряда препятствий в развитии промышленного получения 
биоводорода зелеными микроводорослями ведется поиск других способов повышения эффективности этого 
процесса. Интерес для дальнейших исследований представляют метод селекции штаммов с гидрогеназой, 
нечувствительной к кислороду, совместное культивирование зеленых микроводорослей с бактериями, 
а также применение методов генной инженерии.
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ВЛИЯНИЕ КВЕРЦЕТИНА И ЕГО МИКРОСТРУКТУРИРОВАННЫХ ФОРМ  
НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ КЛЕТОК И ДЕГРАДАЦИЮ ЯДЕРНОЙ ДНК  

В КЕРАТИНОЦИТАХ ЧЕЛОВЕКА ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ  
ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА
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Аннотация. Представлены экспериментальные данные, свидетельствующие о возможности использования 
кумохинона для моделирования окислительного стресса и изучения его последствий в культивируемых кератино- 
цитах человека линии HaCaT. Показано, что гибель клеток, повреждение ДНК и появление атипичных ДНК-комет 
в кератиноцитах, подвергнутых воздействию кумохинона, связаны не с его генотоксичностью, а главным образом 
с развитием окислительного стресса. Установлено, что кверцетин оказывает цитопротекторное действие и умень
шает степень повреждения ядерной ДНК в условиях окислительного стресса, инициируемого кумохиноном. Этот 
эффект существенно возрастает при использовании микроструктурированных форм кверцетина, что может быть 
обусловлено увеличением его клеточной доступности.

Ключевые слова: кератиноциты HaCaT; п-бензохиноны; кверцетин; микроструктуры; окислительный стресс; 
повреждение ДНК; ДНК-кометы.
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Abstract. Experimental data are presented indicating the possibility of using cumoquinone to model oxidative stress 
and study its consequences in cultured human keratinocytes of the HaCaT line. It has been shown that cell death, DNA  
damage and the appearance of atypical DNA comets in keratinocytes exposed to cumoquinone are associated not with 
its genotoxicity, but mainly with the development of oxidative stress. It has been established that quercetin has a cyto- 
protective effect and reduces the degree of damage to nuclear DNA under conditions of oxidative stress initiated by 
cumoquinone. This effect increases significantly when microstructured forms of quercetin are used, which may be due to 
an increase in its cellular availability.

Keywords: HaCaT keratinocytes; p-benzoquinones; quercetin; microstructures; oxidative stress; DNA damage; DNA 
comets.

Введение
Общеизвестно, что негативное влияние различных факторов внешней среды на аэробные организмы 

во многих случаях реализуется посредством активации продукции активных форм кислорода (АФК) 
и инициирования окислительного стресса. Структурно-функциональные нарушения и гибель клеток 
в результате окислительного стресса и чрезмерного образования АФК могут быть важным патогенети
ческим фактором возникновения и прогрессирования различных заболеваний. В связи с этим весьма 
актуальным является создание клеточных моделей, позволяющих изучать последствия воздействия окис
лительного стресса на структурно-функциональное состояние клеток, и их использование для поиска 
средств фармакологической коррекции возникающих нарушений. В качестве таких средств большой 
интерес представляют растительные полифенольные соединения, в частности флавоноиды, обладающие 
широким спектром биологической активности [1; 2]. Тем не менее клиническое применение флавоноидов 
ограничено в основном низкой растворимостью в воде, что обусловливает их слабое поглощение клет
ками и плохое проникновение через кожу. Для преодоления этих ограничений молекулы потенциальных 
лекарств могут быть включены в липосомы или полимерные нано- и микрочастицы, обладающие боль
шим потенциалом для использования в качестве их переносчиков [3].

Среди органических соединений, способных иницииро
вать развитие окислительного стресса в клетках и тканях, 
особый интерес представляют хиноны [4]. Окислительный 
стресс возникает, когда хинон восстанавливается цитоплаз
магическими редуктазами до радикала семихинона, который, 
в свою очередь, восстанавливает кислород до супероксидных 
радикалов, окисляясь обратно до хинона. Кроме того, боль
шинство хинонов образуют конъюгаты с восстановленным 
глутатионом, которые также вовлекаются в циклические 
окислительно-восстановительные реакции и активацию кис
лорода [4]. Инициирование окислительного стресса в значи
тельной степени обусловливает цитотоксическое действие хи
нонов. В частности, показано, что в анаэробных условиях, при 
которых снижается возможность образования АФК, существенно уменьшается цитотоксическое действие 
тимохинона и доксорубицина [5]. Среди производных п-бензохинона высокой способностью индуцировать 
окислительный стресс обладают тетраметил-п-бензохинон (дурохинон) (рис. 1, а) и 2,3,5-триметил-п- 
бензохинон (кумохинон) (рис. 1, б) [6; 7]. В данной работе эти соединения были использованы для мо
делирования патогенетических процессов в кератиноцитах человека в целях оценки фармакологической 
эффективности нативного и микроструктурированного кверцетина в условиях окислительного стресса.

а/а
О

б/Ь
о

о о
Рис. 1. Структура исследованных п-бензохинонов: 

а -  дурохинон; б -  кумохинон 
Fig. 1. Structure of the studied p-benzoquinones: 

a -  duroquinone; b -  cumoquinone
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Материалы и методы исследования
Реагенты. Модифицированная среда Игла (ДМЕМ), этидиумбромид, кверцетин, додецилсульфат на

трия, трипсин, полиэтиленимин, полистиролсульфонат натрия, полиаллиламингидрохлорид, декстран- 
сульфат были приобретены у компании Sigma-Aldrich (Германия), антибиотики -  у фирмы Gibco (США), 
изотонический фосфатный буфер (ИФБ; рН 7,4) куплен у компании Lonza (Бельгия), эмбриональная 
бычья сыворотка (ЭБС) приобретена у фирмы Capricorn Scientific (Польша). Коммерческий дурохинон, 
очищенный методом перекристаллизации, и кумохинон, полученный путем контролируемого окисления 
коммерческого 2,3,5-триметилгидрохинона [8], были любезно предоставлены профессором О. И. Шады- 
ро (химический факультет БГУ). Микроструктура (PAH/PPS)4 на основе полиаллиламингидрохлорида 
и полистиролсульфоната и микроструктура (Hit/DS)4 на основе хитозана и декстрансульфата, имеющие 
средний размер (1,1 ± 0,3) мкм, формировались методом послойной сборки в водных растворах. Оба 
типа микроструктур, содержащих 10 мг/мл кверцетина, растворялись в 0,9 % NaCl.

Клеточные культуры. Иммортализованная клеточная линия кератиноцитов человека HaCaT пре
доставлена доктором Н. Е. Фузенигом (Немецкий центр исследования рака (Deutsches Krebsforschungs- 
zentrum), Гейдельберг, Германия).

Общая схема проведения экспериментов. Клетки культивировали во флаконах Т25 (Sarstedt, США) 
в среде ДМЕМ, содержащей 10 % ЭБС, при стандартных условиях (37 °С; 5 % СО2). Экспозицию с ис
следуемыми веществами проводили в 96- и 24-луночных планшетах. Для получения необходимой кон
центрации растворы препаратов добавляли к среде инкубации, не содержащей сыворотки.

Анализ жизнеспособности клеток. Изучение влияния производных п-бензохинона на жизнеспособ
ность культивируемых клеток проводили в 96-луночных планшетах с помощью реагента PrestoBlue™ 
(Introvigen, США) согласно инструкции. Величину флуоресценции измеряли на спектрофлуориметре 
Cary Eclipse (Varian, Австралия) после инкубации при температуре 37 °C в течение 1,5-2,0 ч, используя 
фильтр с A,ex = (560 ± 25) нм, ^em = (590 ± 10) нм. Усредненную интенсивность флуоресценции лунок, 
содержащих контрольные клетки, принимали за 100 %.

Оценка целостности клеток по выходу лактатдегидрогеназы (ЛДГ). В этих экспериментах клет
ки растили в 24-луночных планшетах. Активность ЛДГ определяли прямым спектрофотометрическим 
методом в 1 мл ИФБ, содержащего 30 мкмоль/л пирувата и 30 мкмоль/л НАДН, по величине изменения 
оптической плотности при 340 нм за 1 мин. Процент высвобождения ЛДГ (процент повреждения кле
ток) рассчитывали путем деления активности ЛДГ в среде культивирования на суммарную активность 
ЛДГ в среде и лизатах адгезированных клеток.

Анализ повреждений ДНК с помощью метода ДНК-комет. Клетки, высеянные в 24-луночный 
планшет, культивировали в течение 2 ч после добавления кумохинона. Щелочной комет-анализ прово
дили по описанной в работах [9; 10] методике: клетки трипсинизировали, 50 мкл клеточной суспензии 
каждой экспериментальной серии добавляли к 300 мкл 0,7 % легкоплавкой агарозы и наносили полу
ченную смесь на предметные стекла, предварительно покрытые агарозой с нормальной температурой 
плавления. Препараты помещали в лизирующий буфер и выдерживали в темноте при температуре 4 °С 
в течение 20 ч. Затем предметные стекла 20 мин инкубировали в щелочном буфере для электрофореза 
(0,3 моль/л NaOH и 1 ммоль/л ЭДТА; pH 13) и проводили электрофорез при силе тока 300 мА на про
тяжении 20 мин. Образцы дважды промывали в нейтрализующем растворе (рН 7,4; 4 °С), фиксировали 
последовательно в 70 % этаноле и 96 % этаноле в течение 5 мин, сушили на воздухе и окрашивали эти- 
диумбромидом. Кометы наблюдали при 200-кратном увеличении с помощью флуоресцентного микро
скопа Axiovert-25 (Carl Zeiss, Германия) и документировали с помощью цифровой камеры. Процент 
ДНК в хвосте (поврежденная ДНК) был рассчитан для каждой кометы с использованием инструмента 
«гистограммы» программы Photoshop (версия 7). Данные трех независимых экспериментов усредняли 
для каждого экспериментального условия (n « 50 клеток).

Определение содержания восстановленного глутатиона. Содержание восстановленного глута
тиона определяли с помощью реакции с флуоресцентным реагентом ThioGlo-1 (SABiosciences, Ита
лия) [11] в 96-луночных планшетах. При анализе образцов в лунки добавляли 200 мкл рабочего раствора 
ThioGlo-1. Планшет инкубировали на шейкере в темноте при комнатной температуре в течение 5 мин 
и измеряли интенсивность флуоресценции в лунках, используя планшетный флуориметр (A,ex = 355 нм, 
A,em = 535 нм). Содержание восстановленного глутатиона в пробах рассчитывали по калибровочному 
графику, построенному с использованием его рабочего раствора. Тиоловые группы белков определяли 
как дополнительную реакцию флуоресценции после добавления додецилсульфата натрия (4 ммоль/л) 
к тем же образцам и их последующей инкубации на шейкере в темноте в течение 60 мин.

Статистический анализ. Полученные данные были сведены в таблицы и проанализированы про
граммой Excel. Результаты представлены как среднее ± стандартное отклонение. Статистическая зна
чимость (p) оценивалась с использованием двустороннего непарного критерия Стьюдента. Достовер
ными считались значения р  < 0,05.
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Результаты и их обсуждение
Исследование цитотоксических эффектов п-бензохинонов в отношении кератиноцитов человека.

При анализе жизнеспособности клеток через 24 ч инкубации в среде ДМЕМ, содержащей производные 
п-бензохинона в диапазоне концентраций 50-200 мкмоль/л, установлено, что исследуемые соединения 
оказывают дозозависимое влияние на жизнеспособность кератиноцитов. При этом кумохинон обладает 
гораздо более выраженным цитотоксическим действием, вызывая полную гибель клеток в концентра
ции 200 мкмоль/л, тогда как при использовании дурохинона в этой же концентрации жизнеспособность 
клеток снижается только на (33 ± 17) %. В ходе исследований по изучению влияния продолжительности 
воздействия кумохинона (200 мкмоль/л) на жизнеспособность и целостность кератиноцитов установлено, 
что он оказывает незначительное, но достоверное цитотоксическое действие уже через 2 ч инкубации 
с клетками. При этом через 4 ч инкубации жизнеспособность кератиноцитов снизилась более чем на 
90 %, а целостность клеточной мембраны была нарушена более чем у 30 % клеток (рис. 2, а).

Общеизвестно, что при развитии окислительного стресса происходит интенсивное расходование 
антиоксидантов, в первую очередь восстановленного глутатиона, а также окисление тиоловых групп 
белков. В связи с этим было исследовано влияние кумохинона на уровень данных маркеров окислитель
ного стресса в кератиноцитах.

Как следует из данных, представленных на рис. 2, б, инкубация кератиноцитов с кумохиноном 
(200 мкмоль/л) в течение 1 ч приводит к существенному уменьшению содержания восстановленных 
тиолов, при этом уровень восстановленного глутатиона снижается на 57 %. Таким образом, уже через 
1 ч после внесения кумохинона в культуральную среду клетки находятся в условиях окислительного 
стресса, который может рассматриваться как причина последующего снижения их жизнеспособности 
и нарушения целостности плазматической мембраны.

а!а

□ Метаболически активные клетки
□ Клетки с целостной плазмалеммой

б!Ъ

□ SH-группы общие
□ SH-группы глутатиона
□ SH-группы белков

Рис. 2. Влияние продолжительности инкубации кератиноцитов 
с кумохиноном (200 мкмоль/л) на их жизнеспособность (метаболическую активность) 

и целостность плазматической мембраны (данные представлены как процент к контролю) (а).
Содержание восстановленного глутатиона и тиоловых групп белков в кератиноцитах 

через 1 ч инкубации с кумохиноном (200 мкмоль/л) (б).
Звездочкой отмечены значенияр  < 0,001 относительно контроля, 

двумя звездочками -  значения р  < 0,000 001 относительно контроля 
Fig. 2. Effect of the length of incubation of keratinocytes with cumoquinone (200 pmol/L) 

on their viability (metabolic activity) and plasma membrane integrity 
(data are presented as a percentage of control) (a).

Content of reduced glutathione and protein thiol groups in keratinocytes 
after 1 h of incubation with cumoquinone (200 pmol/L) (b).

An asterisk indicates valuesр  < 0.001 relative to control, 
two asterisks indicate valuesр  < 0.000 001 relative to control

Существует большое разнообразие методов исследования повреждений структуры ДНК, однако чувстви
тельность и специфичность многих из них оказываются недостаточными для мониторинга повреждений 
ДНК, вызванных действием внешних факторов, и выявления генопротекторного эффекта потенциаль
ных фармакологических препаратов. По этой причине большой интерес представляет предложенный 
в 1984 г. метод ДНК-комет (метод гель-электрофореза ДНК отдельных клеток) [12], позволяющий вы
являть и анализировать повреждения ДНК как in vitro, так и in vivo. С использованием метода ДНК-комет 
в данной работе было исследовано состояние ядерной ДНК кератиноцитов человека через 2 ч инкубации 
с кумохиноном в диапазоне концентраций 50-200 мкмоль/л (рис. 3).
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Рис. 3. Репрезентативные флуоресцентные микрофотографии ДНК-комет, 
полученных из контрольных клеток HaCaT (а) 

и культивируемых клеток HaCaT через 2 ч инкубации с кумохиноном 
в концентрации 50 мкмоль/л (б), 100 мкмоль/л (в) и 200 мкмоль/л (г)

(окрашивание этидиумбромидом)
Fig. 3. Representative fluorescent micrographs of DNA comets obtained 

from control HaCaT cells (а) and cultured HaCaT cells after 2 h of incubation 
with cumoquinone at a concentration of 50 pmol/L (b), 100 pmol/L (c) and 200 pmol/L (d )

(ethidium bromide staining)

Установлено, что инкубация кератиноцитов с кумохиноном в течение 2 ч приводит к появлению клеток 
с поврежденной ДНК, причем количество таких клеток возрастает с увеличением концентрации кумохинона 
в культуральной среде (см. рис. 3; табл. 1). Следует отметить, что в клетках с поврежденным хроматином 
выявлены только атипичные ДНК-кометы. После воздействия кумохинона в концентрации 200 мкмоль/л 
атипичные ДНК-кометы составляли 99 % всех задокументированных комет (см. рис. 3, г), а после воздей
ствия кумохинона в концентрации 100 мкмоль/л -  около 50 %, тогда как остальные кометы по визуальному 
ранжированию [13] относились только к категории 0 (см. рис. 3, в), т. е. не содержали поврежденную ДНК. 
При воздействии кумохинона в концентрации 50 мкмоль/л кометы категории 0 составляли практически 
100 % (см. рис. 1, б).

Т а б л и ц а  1

Степень повреждения ядерной ДНК кератиноцитов 
через 2 ч инкубации с кумохиноном

T a b l e  1
The degree of damage to nuclear DNA of keratinocytes 

after 2 h of incubation with cumoquinone

Экспериментальные условия Процент клеток 
с фрагментированной ДНК

Процент ДНК
в хвосте атипичных ДНК-комет

Контроль 0 ± 0,1 0 ± 0,2

Кумохинон (50 мкмоль/л) 1,0 ± 0,2 0 ± 0,2

Кумохинон (100 мкмоль/л) 49,0 ± 1,4* 89,3 ± 1,4**

Кумохинон (200 мкмоль/л) 99,0 ± 1,4** 91,3 ± 1,4**

*р < 0,000 000 1 относительно контроля. 
**р < 0,000 000 001 относительно контроля.

Атипичные ДНК-кометы, или, как их еще называют, клетки-призраки, облака либо ежи, имеют не
стандартную морфологию, при этом общим для них является практически полное отсутствие головы 
и наличие широкого диффузионного хвоста, содержащего от 70 до 100 % всей ядерной ДНК [14]. Суще
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ствуют различные гипотезы, объясняющие возможность образования атипичных ДНК-комет, но все они 
предполагают активацию в клетке процессов, ведущих к расщеплению ДНК, в первую очередь развитие 
окислительного стресса, который приводит к апоптозу и активации ДНК-эндонуклеаз, включая каспа- 
зонезависимую эндонуклеазу G [14]. ДНК-кометы, которые могут быть зарегистрированы с помощью 
цифровой камеры, содержат фрагменты ДНК длиной 10-300 тыс. пар нуклеотидов и характерны для 
начального этапа апоптоза, в последующем они подвергаются дальнейшему расщеплению до фрагментов, 
кратных 180-200 парам нуклеотидов, и ввиду слабого свечения уже не детектируются [14].

Значения, приведенные в табл. 2, хорошо согласуются с данными, полученными в работе [15]: через 
2 ч после обработки клеток р-нитрофенолом, N-лауроилсаркозином и D-ментолом (веществами, не являю
щимися генотоксикантами) в цитотоксических концентрациях были выявлены ДНК-кометы с сильно 
поврежденной ДНК на фоне отсутствия ДНК-комет со средней или низкой степенью повреждения ДНК. 
Принимая во внимание эти результаты, а также данные, свидетельствующие о развитии окислительного 
стресса в кератиноцитах человека, подвергнутых воздействию кумохинона, можно сделать вывод о том, 
что появление атипичных ДНК-комет обусловлено не прямым генотоксическим действием кумохинона, 
а его способностью продуцировать АФК и влиять на редокс-статус клеток.

Исследование влияния нативного и микроструктурированного кверцетина на цитотоксические 
эффекты кумохинона в отношении кератиноцитов человека. Клеточная модель, основанная на воз
действии кумохинона на кератиноциты, была использована для оценки фармакологической эффективно
сти нативного и микроструктурированного кверцетина в условиях окислительного стресса. С этой целью 
исследуемые препараты вносили в культуральную среду одновременно с кумохиноном и через 4 ч ин
кубации оценивали жизнеспособность клеток.

Установлено, что через 4 ч инкубации с кумохиноном количество жизнеспособных клеток снижа
лось почти на 100 %. Однако, если кератиноциты инкубировались с кумохиноном в присутствии квер
цетина или его микроструктурных форм (^(PA H /PPS^ и ^ (H it/D S ^), количество жизнеспособных 
клеток было существенно больше, чем при инкубации только с кумохиноном (см. табл. 2). При этом 
защитные эффекты ^(PA H /PPS^ и Rb(Hit/DS)4 были статистически значимы.

Т а б л и ц а  2

Влияние кверцетина (50 мкмоль/л) 
и его микроструктурных форм (50 мкмоль/л по кверцетину) 

на жизнеспособность кератиноцитов через 4 ч инкубации 
с кумохиноном (200 мкмоль/л)

T a b l e  2

Effect of quercetin (50 pmol/L) 
and its microstructured forms (50 pmol/L for quercetin) 
on the viability of keratinocytes after 4 h of incubation 

with cumoquinone (200 pmol/L)

Экспериментальные условия Количество
жизнеспособных клеток, %

Контроль 100,0 ± 7,5

Кумохинон 1,8 ± 4,4*

Кумохинон + кверцетин 12,2 ± 7,6

Кумохинон + ^ (P A H /P E S ^ 23,5 ± 9,2**

Кумохинон + ^ ( H i t /D S ^ 30,0 ± 11,3***

*р < 0,000 01 относительно контроля. 
**р < 0,01 относительно кумохинона. 

***р < 0,001 относительно кумохинона.

В последующих экспериментах методом ДНК-комет была определена электрофоретическая подвиж
ность ДНК кератиноцитов через 2 ч инкубации с кумохиноном (200 мкмоль/л) в присутствии кверцети
на (50 мкмоль/л), ^(PA H /PPS^ или ^ (H it/D S ^  (50 мкмоль/л по кверцетину) и без них. Как видно из 
рис. 4, через 2 ч инкубации с кумохиноном клетки с неповрежденной ДНК практически отсутствовали 
(см. рис. 4, д -  л), тогда как при добавлении в культуральную среду кумохинона и исследуемых препара
тов -  кверцетина (см. рис. 4, и -  м), ^(PA H /PPS^ (см. рис. 4, н - р) или Rb(Hit/DS)4 (см. рис. 4, с -  ф) -  
количество клеток с неповрежденной ядерной ДНК составляло 20-30 %.
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Рис. 4. Репрезентативные флуоресцентные микрофотографии ДНК-комет, 
полученных из контрольных клеток HaCaT (а -  г) и культивируемых клеток HaCaT 
через 2 ч инкубации только с кумохиноном (200 мкмоль/л) (д -  з ), с кумохиноном 

и кверцетином (50 мкмоль/л) (и -  м ), кумохиноном и ^(P A H /FP S^ (50 мкмоль/л) (н -  р ), 
кумохиноном и ^ (H it/D S ^  (50 мкмоль/л) (с -  ф)

(окрашивание этидиумбромидом)
Fig. 4. Representative fluorescent micrographs of DNA comets obtained 

from control HaCaT cells (a -  d  ) and cultured HaCaT cells after 2 h of incubation 
with cumoquinone only (200 pmol/L) (e -  h), with cumoquinone and quercetin (50 pmol/L) (i- 1 ), 

with cumoquinone and Kv(PAH/PPS)4 (50 pmol/L) (m -  p), 
with cumoquinone and Kv(Hit/DS)4 (50 pmol/L) (q - 1)

(Kv -  quercetin; ethidium bromide staining)
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Таким образом, кверцетин и его микроструктурные формы уменьшают степень повреждения ядерной 
ДНК кумохиноном. Хорошо известно, что кверцетин является эффективным антиоксидантом [1]. По
скольку цитотоксическое действие кумохинона обусловлено инициированием окислительного стресса, 
можно допустить, что выявленные в данной работе эффекты кверцетина и его микроструктурных форм 
связаны со способностью нейтрализовать АФК и ингибировать свободнорадикальные процессы, веду
щие к развитию окислительного стресса и апоптозу. Следует отметить, что микроструктурирование 
кверцетина увеличивает его биодоступность и повышает эффективность цитопротекторного действия 
в условиях клеточного окислительного стресса.

Заключение
В настоящем исследовании показано, что кумохинон может быть использован для моделирования окис

лительного стресса и изучения его последствий в культивируемых клетках. Гибель клеток, повреждение 
ДНК и появление атипичных ДНК-комет в кератиноцитах человека линии HaCaT, подвергнутых воздей
ствию кумохинона, обусловлены не его генотоксичностью, а развитием окислительного стресса и актива
цией ДНК-эндонуклеаз. Установлено, что кверцетин оказывает цитопротекторное действие и уменьшает 
степень повреждения ядерной ДНК в условиях окислительного стресса, инициируемого кумохиноном. 
Защитный эффект существенно возрастает при использовании микроструктурированных форм кверцетина, 
что может быть связано с увеличением его клеточной доступности.
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ОЦЕНКА ЭНДОГЕННОГО АНТИОКСИДАНТНОГО ПОТЕНЦИАЛА 
БЕЛОРУССКИХ СОРТОВ ПИВА ПРИ ЕГО ХРАНЕНИИ  

В РАЗЛИЧНОЙ УПАКОВКЕ

А. А. РУСАКОВИЧ1, В. В. ДЕМИДЧИК1’

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

Аннотация. При длительном хранении пива в нем развиваются окислительные процессы, приводящие к ухуд
шению качества напитка. В основе этого лежит генерация активных форм кислорода, которая может вызываться 
диффузией кислорода через элементы упаковки либо преобразованием внутренних кислородсодержащих источни
ков. Для анализа свободнорадикальных процессов в пиве в последние годы активно используется спектроскопия 
электронного парамагнитного резонанса (ЭПР). Она позволяет оценить окислительную стабильность пива по так 
называемому эндогенному антиоксидантному потенциалу, величина которого коррелирует со временем хранения 
и вкусовыми качествами напитка. Одним из важнейших вопросов в пивной индустрии является эффективность 
различных видов изолирующей упаковки в отношении окислительных процессов. Имеется ряд работ, указываю
щих на то, что жестяная банка и стеклянная бутылка обеспечивают лучшую сохранность пива по сравнению 
с полиэтиленовой бутылкой. Однако неясно, связано ли это с окислительными явлениями. В представленной 
работе с использованием адаптированных методов ЭПР-спектроскопии на базе ЭПР-спектрометра белорусского
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производства были выявлены отличия в величине эндогенного антиоксидантного потенциала как для различных 
сортов пива, так и для разных типов упаковки (полиэтиленовая бутылка, стеклянная бутылка и жестяная банка). 
Показано, что пиво, хранящееся в полиэтиленовой бутылке, имеет значительно более низкий эндогенный антиок
сидантный потенциал, чем пиво, хранящееся в стеклянной бутылке. Кроме того, установлено, что окислительные 
характеристики одного и того же сорта пива, хранящегося в жестяной банке и стеклянной бутылке, не отличаются.

Ключевые слова: электронный парамагнитный резонанс; спиновые ловушки; свободные радикалы; окисление 
пива.
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ASSESSMENT OF THE ENDOGENOUS ANTIOXIDANT POTENTIAL 
OF BELARUSIAN BEERS DURING ITS STORAGE 

IN DIFFERENT PACKAGING
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aBelarusian State University, 4 Niezaliezhnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus 
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Abstract. During long-term storage, oxidative processes develop in beer, leading to a deterioration in the quality of this 
drink. This is based on the production of reactive oxygen species, which can be caused by the diffusion of oxygen through 
packaging elements or transformation of internal oxygen-containing sources. Electron paramagnetic resonance (EPR) 
spectroscopy has been actively used in recent years to analyse free radical processes in beer. It allows to evaluate the 
oxidative stability of beer by the so-called endogenous antioxidant potential, the value of which correlates with storage time 
and taste of the drink. One of the most important issues in the beer industry is the effectiveness of various types of insulating 
packaging in relation to oxidative processes. There are a number of studies indicating better preservation of beer in a can 
and glass bottle compared to a polyethylene bottle. However, it is not clear whether this is due to oxidative phenomena. 
In the presented work, using adapted e Pr  spectroscopy methods based on the EPR spectrometer manufactured in Belarus, 
differences in the value of endogenous antioxidant potential were identified for both different types of beer and different 
types of packaging (polyethylene bottle, glass bottle and can). Beer stored in a polyethylene bottle has been shown to have 
a significantly lower endogenous antioxidant potential compared to beer stored in a glass bottle. It was also found that the 
oxidation characteristics of the same type of beer stored in a can and a glass bottle do not differ.

Keywords: electron paramagnetic resonance; spin traps; free radicals; beer oxidation.
Acknowledgements. The authors express their gratitude to CJSC «Advin Smart Factory» for technical support during 
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Введение
Пиво является одним из наиболее распространенных алкогольных напитков в мире, а также лидером 

по объемам производимой продукции в биотехнологии [1; 2]. Употребление пива, которое по сравне
нию с водкой и вином отличается низким содержанием алкоголя, имеет значительный социальный эф
фект, так как оно заменяет, в особенности в странах Восточной Европы, более крепкие спиртные напит
ки [3]. В настоящее время в мире существуют десятки тысяч сортов пива, а его потребление находится 
на стабильно высоком уровне, продолжая расти, что связано с увеличением ассортимента, разработкой 
новых рецептур и отказом потребителей от других алкогольных напитков [4].

В состав пива входят ряд органических соединений (включая органические кислоты, аминокислоты, 
сахара, полисахариды, спирты), определяющих его вкусовые качества [5; 6]. Проведенные исследова
ния также показывают, что пиво содержит значительное количество полезных для человека веществ, 
таких как витамины, антиоксиданты, микроэлементы и др. [5; 7]. Как и в других продуктах питания, 
в пиве при хранении происходят окислительные реакции, приводящие к ухудшению его качества и по
лезных свойств [8; 9]. Срок годности пива в значительной степени определяется скоростью протекания 
данных процессов.
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В основе окислительных превращений в пиве лежат генерация активных форм кислорода (АФК) 
и накопление окисленных производных органических соединений [10]. Проблема увеличения срока 
годности пива, сохранения свежести вкуса и поддержания антиоксидантной активности напитка яв
ляется одной из важнейших в пивной индустрии. В последние годы высказаны предположения о том, 
что окислительные процессы в пиве связаны с его насыщением излишком кислорода при производстве, 
а также с проникновением кислорода через упаковку [11]. Тем не менее данные предположения пока не 
подкреплены экспериментальными доказательствами.

Для регистрации и описания свободных радикалов в различных разделах биологии и химии, в том 
числе при анализе окислительных процессов, происходящих в пиве, широко применяется спектроско
пия электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) [12-14]. Под ЭПР понимают поглощение электро
магнитного излучения определенной частоты парамагнитным веществом (электронами), помещенным 
в постоянное магнитное поле [15]. Согласно квантово-механической модели заряженные свободные 
электроны вращаются вокруг своей оси, что приводит к возникновению магнитного момента, или спина. 
Спин может находиться в двух ориентациях относительно магнитного поля -  параллельной и антипа
раллельной. Для каждой из ориентаций характерен разный уровень энергии. Поглощая микроволновое 
излучение, спин может переходить с одного энергетического уровня на другой. Резонанс возникает 
в результате совпадения энергии излучения с энергией, необходимой для перехода [16]. Уменьшению 
мощности излучения при резонансе соответствует сигнал, который регистрируется, обрабатывается 
и представляется в виде первой производной кривой поглощения (ЭПР-спектра). Для количественной 
характеристики сигнала применяется двойное интегрирование первой производной ЭПР-спектра [17]. 
Регистрация ЭПР-спектров осуществляется ЭПР-спектрометрами. В последние годы производство до
ступных по цене ЭПР-спектрометров налажено в Беларуси ЗАО «Адвин Смарт Фэктори». Адаптация 
данных приборов под исследование окислительных процессов и эндогенного антиоксидантного потен
циала (ЭАП) пива представляется весьма актуальной задачей.

Использование метода ЭПР-спектроскопии сопряжено с рядом трудностей, в частности с тем, что 
радикальные молекулы быстро распадаются или вступают во взаимодействия с другими молекулами био
логических систем [17]. Данная особенность делает концентрацию свободных радикалов непостоянной 
и затрудняет их прямое определение. Для анализа короткоживущих свободных радикалов применяются так 
называемые спиновые ловушки. В качестве них чаще всего используются нитронные соединения или 
нитрозосоединения, специфично реагирующие со свободными радикалами [18]. В результате взаимо
действия свободного радикала и спиновой ловушки формируются долгоживущие стабильные пара
магнитные аддукты, т. е. радикальные молекулы, которые могут длительное время регистрироваться 
ЭПР-спектрометром [19].

Для изучения процессов окисления в пиве в основном используются такие спиновые ловушки, как 
а-фенил-К-трет-бутилнитрон (PBN) и а-4-пиридил-1-оксид-К-трет-бутилнитрон (POBN) [20]. Они 
формируют стабильные аддукты с гидроксильным и другими радикалами [21]. Для анализа ЭАП пива 
первой была разработана методика на основе PBN, которая активно применяется до настоящего времени. 
PBN имеет низкую цену, однако, как выяснилось, не обладает высокой селективностью и доступностью 
в водной фазе [22]. В последние годы использование PBN также критикуется некоторыми авторами ввиду 
генерации артефактов, связанных с редокс-активностью самого PBN [10]. Применение POBN в качестве 
альтернативы PBN имеет большие перспективы, так как позволяет повысить чувствительность измере
ния, исключает ряд артефактов и лучше подходит для водных систем. Немаловажно, что, несмотря на 
более высокую по сравнению с PBN стоимость, POBN при проведении опытов требуется в более низкой 
концентрации.

Целью настоящей работы являлась адаптация методов ЭПР-спектроскопии в комбинации со спиновой 
ловушкой к измерению ЭАП белорусских сортов пива, разлитых в различные типы упаковки, с исполь
зованием ЭПР-спектрометра отечественного производства.

Материалы и методы исследования
Измерения выполнялись на сортах пива «Крыніца. Моцнае», «Жигулевское», «Brauberg», «Золото 

пивовара» производства ОАО «Криница» (Беларусь), разлитых в тару разного типа. Использовались 
образцы одной даты производства, приобретенные в различных пунктах продажи. Исследования про
водились на 30-й день с даты изготовления.

Окислительная стабильность отобранных образцов изучалась на основе методики искусственного ста
рения пива при повышенной температуре [9]. Сначала образцы подвергались дегазации (устранение CO2) 
путем центрифугирования (10 000 об/мин (или 11 180 g), 10 мин, 22 °С) в стерильных пробирках объемом 
15 мл с открытой крышкой (объем пробы составлял 10 мл). После дегазации пробирки плотно закры
вались, чтобы препятствовать притоку кислорода из воздуха. В дегазированные образцы добавлялась
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спиновая ловушка POBN (Sigma-Aldrich, США) в конечной рабочей концентрации 3 ммоль/л, после 
чего выполнялось инкубирование на термошейкере (250 об/мин, 300 мин, 60 °C). Спустя определен
ные промежутки времени осуществлялись отбор 50 мкл образца и регистрация его ЭПР-спектра. Для 
проведения ЭПР-анализа образец помещался в стеклянный капилляр (Blaubrand, Германия), который 
закупоривался инертным воском и погружался в резонатор ЭПР-спектрометра SpinscanX (ЗАО «Адвин 
Смарт Фэктори», Беларусь). При регистрации ЭПР-спектров использовались следующие параметры: 
частота модуляции -  100 000 Гц, центр поля -  336 мТл, ширина развертки -  6 мТл, время записи -  60 с, 
временная константа -  0,046 с, амплитуда модуляции -  100 мкТл. Анализ полученных спектров прово
дился в программе e-Spinoza. Для обработки результатов использовались стандартные методы вариа
ционной статистики. Основными статистическими характеристиками служили средняя арифметическая 
величина (Х), среднее квадратичное отклонение (с) и ошибка средней величины (S x ). Для количествен
ной характеристики сигнала применялось двойное интегрирование первой производной ЭПР-спектра. 
Значение ЭАП определялось по точке перегиба кинетической кривой накопления спинового аддукта 
при нагревании образцов пива (рис. 1) [9].

Рис. 1. Изменение интенсивности ЭПР-сигнала 
спинового аддукта POBN— HO* в образце пива 

в зависимости от времени инкубирования 
Fig. 1. Change in the intensity 

of the electron paramagnetic resonance (EPR) signal 
of the spin adduct POBN— HO* in the sample of beer 

depending on the incubation time

Присутствующие в пиве эндогенные антиоксиданты способны ингибировать образование в нем сво
бодных радикалов в течение длительного времени [22]. После истощения антиоксидантов количество 
свободных радикалов лавинообразно нарастает, и происходит формирование аддуктов свободных ра
дикалов со спиновой ловушкой, приводящее в экспериментальных условиях к увеличению интенсив
ности ЭПР-сигнала (см. рис. 1) [23]. Соответственно, чем больше значение ЭАП и ниже интенсивность 
образования спиновых аддуктов в образце, тем выше антиоксидантный потенциал образца, т. е. устой
чивость к окислению и стабильность вкуса пива [22].

Результаты и их обсуждение
В ходе работы были получены кривые зависимости интенсивности ЭПР-сигнала спинового аддукта 

POBN—HO* от времени инкубирования образцов при повышенной температуре (60 °С), т. е. в усло
виях искусственного старения, для трех сортов пива, хранившихся в полиэтиленовых (ПЭТ) и стеклян
ных бутылках (рис. 2). Как следует из полученных данных, все сорта реагировали на искусственное 
старение увеличением количества свободнорадикальных аддуктов POBN— HO*. Однако этот эффект 
развивался значительно быстрее в случае хранения пива в ПЭТ-упаковке. Так, у сортов пива «Крыніца. 
Моцнае», «Жигулевское» и «Brauberg», разлитых в ПЭТ-бутылки, отсутствовала лаг-фаза в накопле
нии свободных радикалов, обычно предшествующая пику, связанному с накоплением радикалов при ис
кусственном старении (см. рис. 1 и 2). Таким образом, сорта пива «Крыніца. Моцнае», «Жигулевское» 
и «Brauberg», хранившиеся в ПЭТ-бутылках, вероятно, прошли полный процесс старения за 30 дней и не 
обладали антиоксидантной способностью. Отсутствие лаг-фазы наблюдалось также и для образца пива
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сорта «Brauberg» из стеклянной бутылки, что может указывать на возможное обогащение кислородом 
на заключительных этапах производства этого пива. Тем не менее в отличие от образца того же сорта 
из ПЭТ-бутылки кривая для данного образца из стеклянной тары характеризовалась невысокими значе
ниями интенсивности накопления спиновых аддуктов в процессе старения. Соответственно, стеклян
ная упаковка предохраняла это пиво от снижения ЭАП, т. е. продлевала срок его годности. Согласно 
литературным данным существует прямая корреляция между ЭАП и вкусовыми и органолептическими 
свойствами пива [24]. В настоящей работе подобные тесты не проводились, так как они требуют на
личия обученных и аттестованных специалистов.

а/а б!Ь

Рис. 2. Изменение интенсивности ЭПР-сигнала спинового аддукта POBN— HO* 
в образцах пива сортов «Крыніца. Моцнае» (а), «Жигулевское» (б), «Brauberg» (в) 

в зависимости от времени инкубирования 
Fig. 2. Change in the intensity of the EPR signal of the spin adduct POBN— HO* 

in the samples of beers «Krynitsa. Strong» (a), «Zhigulevskoe» (b), «Brauberg» (c) 
depending on the incubation time

Проведенные опыты показали, что кинетическая кривая накопления спиновых аддуктов в образцах 
пива сортов «Крыніца. Моцнае» и «Жигулевское» в начале инкубирования характеризовалась выраженной 
лаг-фазой и резким увеличением интенсивности ЭПР-сигнала на определенном этапе инкубирования 
(см. рис. 2). Интенсивность ЭПР-сигнала на завершающем этапе инкубирования достигала значений, 
аналогичных значениям для образцов из ПЭТ-тары. Данный факт указывает на то, что общее количе
ство органического вещества в протестированных образцах пива было приблизительно одинаковым, 
но образцы, находившиеся в течение 30 дней в стеклянной таре, намного лучше сохранили ЭАП, чем 
образцы, которые хранились в ПЭТ-упаковке.

В работе также были получены кривые зависимости интенсивности ЭПР-сигнала спинового аддук
та POBN— HO* для сорта пива «Золото пивовара», разлитого в стеклянную бутылку и жестяную банку 
(рис. 3). Согласно информации, доступной на веб-сайте ОАО «Криница», это пиво производится по 
особым рецептурам на новейшем оборудовании из лучшего зарубежного солода.
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Рис. 3. Изменение интенсивности ЭПР-сигнала 
спинового аддукта POBN— HO* в образце пива сорта «Золото пивовара» 

в зависимости от времени инкубирования
Fig. 3. Change in the intensity of the EPR signal 

of the spin adduct POBN— HO* in the sample of beer «Zoloto pivovara» 
depending on the incubation time

Для сорта «Золото пивовара» была характерна высокая интенсивность образования свободных ра
дикалов после завершения лаг-фазы, что указывает на изначальную насыщенность данного пива нераз
ложившимися органическими веществами с антиоксидантными свойствами. Примечательно, что значения 
интенсивности ЭПР-сигнала POBN—HO* в образцах пива «Золото пивовара» из стеклянной бутылки 
и жестяной банки не имели достоверных отличий. Таким образом, затемненная стеклянная бутылка (ко
ричневое стекло) и жестяная банка демонстрировали приблизительно одинаковый уровень защиты от 
окисления для одного и того же сорта пива. Эти данные указывают на то, что свет, проникающий через 
затемненное стекло, не влияет на процессы окисления, и эффективность упаковки главным образом 
связана с предотвращением поступления кислорода.

Кроме того, для всех образцов был определен уровень ЭАП (рис. 4). Самым высоким ЭАП среди 
протестированных образцов обладал сорт «Золото пивовара» -  89 мин в жестяной банке и 95 мин в стек
лянной бутылке. Для сорта «Крыніца. Моцнае» ЭАП составил 80 мин, для сорта «Жигулевское» -  77 мин. 
Согласно литературным данным это достаточно высокие значения, указывающие на хорошее качество 
производимого пива [22].

Уровень ЭАП, мин

і— і Стеклянная бутылка і— і Жестяная банка 
і— і ПЭТ-бутылка

Рис. 4. Уровень ЭАП образцов пива 
сортов «Золото пивовара», «Brauberg», «Жигулевское», 

«Крыніца. Моцнае» из различной упаковки 
Fig. 4. Level of endogenous antioxidant potential of samples 

of the beers «Zoloto pivovara», «Brauberg», «Zhigulevskoe», 
«Krynitsa. Strong» from various packaging
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Продемонстрированные в настоящей работе низкая сохранность пива и падение его антиоксидантной 
способности в ПЭТ-упаковке согласуются с недавно полученными метаболомными данными [25-27]. 
Метаболомные исследования показывают, что при длительном хранении пива появляется пул более окис
ленных форм органических кислот и аминокислот (было заметно и в представленной работе). Одними 
из ключевых радикальных компонентов, которые образуются в пиве при его старении, являются карбо
нильные соединения. Данные вещества формируются в ходе реакций карбонизирования, катализируемых 
АФК [28], в результате встраивания радикализированных фрагментов органических соединений различ
ной природы, инициируемых наиболее реакционно-активными АФК, главным образом гидроксильными 
радикалами. Накопление карбонизированных форм органических соединений изменяет вкус напитка: он 
приобретает так называемый картонный привкус, характерный для несвежего пива [28]. Карбонильные 
соединения образуются и при искусственном старении пива. Примечательно также, что ЭПР-спектрометр 
белорусского производства показал схожую эффективность и чувствительность измерения с широко ис
пользуемыми приборами производства компаний Bruker (Германия) и Nippon Denshi (Япония) [29-31].

Заключение
В настоящем исследовании с использованием метода ЭПР-спектроскопии в присутствии спиновой 

ловушки POBN проведена оценка влияния типа упаковки пива на его ЭАП. Кинетический анализ нако
пления спиновых аддуктов в условиях ускоренного старения пива показал, что стеклянная и жестяная 
тара обеспечивает одинаковый уровень защиты напитка от окисления и способствует более длитель
ному сохранению его окислительной стабильности. В то же время ПЭТ-упаковка неэффективно защи
щает пиво от окисления. Также можно заключить, что свет, проникающий через затемненное стекло, 
не влияет на процессы разложения и окисления пива, так как не наблюдалось разницы в окислении об
разцов напитка из стеклянной бутылки и жестяной банки. Соответственно, упаковка главным образом 
препятствует проникновению в пиво кислорода.
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Аннотация. Установлено, что снижение экспрессии гена NCED3 вызывает уменьшение размеров растений 
Solanum lycopersicum и повышает их восприимчивость к заражению патогеном Pectobacterium versatile. Выявлено 
изменение экспрессии генов салицилатной сигнализации: возросла экспрессия генов сигнального белка NPR5 и за
щитного белка PR1a. Также отмечено, что повысилась экспрессия генов защитных белков PR3, PR5, PR10 и транс
крипционного фактора WRKY65, а экспрессия гена защитного белка PR2 стала чувствительной к штамму патогена.
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Н а основании полученных результатов высказано предположение о том, что ген NCED3 обеспечивает устойчивость 
растений томата к пектобактериозу, сдерживая салицилатный сигнальный путь, приводящий к активации реакции 
сверхчувствительности.

Ключевые слова: 9-цис-эпоксикаротиноиддиоксигеназа; Solanum lycopersicum; Pectobacterium versatile; им м у
нитет растений.
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9-czs-EPOXYCAROTENOID DIOXYGENASE AS A  SWITCH 
OF IMMUNITY-RELATED SIGNALLING PATHWAYS 
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Abstract. It has b een  established that reduced expression  o f  the NCED3 gene causes a decrease in  the size o f  Solanum 
lycopersicum plants and increases their susceptibility to Pectobacterium versatile infection. A  change in  the expression  o f  
salicylate signalling genes w as revealed: the expression  o f  the genes for the signalling protein N PR5 and the pathogene
sis-related protein PR 1a increased. It w as also noted that the expression  o f  the genes for the pathogenesis-related proteins 
PR3, PR5, PR 10 and the transcription factor W R K Y 65 increased, and the expression  o f  the gene for the pathogenesis-re
lated protein PR2 becam e sensitive to the pathogen strain. B ased  on  the results obtained, it w as suggested  that the NCED3 
gene provides resistance to pectobacteriosis in  tomato plants by inhibiting the salicylate signalling pathway, leading to 
activation o f  the hypersensitive response.
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Введение
Пектобактерии -  некротрофные патогены с широким кругом растений-хозяев. Факторами их виру

лентности являются гидролитические ферменты, транспортируемые через систему секреции типа II [1], 
а также эффекторный белок, доставляемый в клетку растения-хозяина посредством системы секреции 
типа III и вызывающий изменения в его иммунной сигнализации в свою пользу, что способствует ко
лонизации растения [2]. Пектобактерии выступают возбудителями черной ножки (стеблевой гнили) 
и мягкой гнили клубней и корнеплодов. Риск развития этих заболеваний повышает переувлажненность 
(избыточный полив, неблагоприятные погодные условия во время вегетации или нарушение режима 
хранения клубней). Пектобактериозы продолжают распространяться и регистрироваться в разных час
тях планеты [3; 4].

Важнейшим гормоном, регулирующим ответную реакцию растений на стрессы абиотической и био
тической природы, является абсцизовая кислота. В контексте данного исследования наибольший инте
рес представляет роль абсцизовой кислоты в развитии заболеваний растений. Она регулирует закрытие 
устьиц при детекции патогена, что препятствует колонизации растения [5]. Однако патогены способны 
преодолевать эту защитную реакцию, продуцируя, к примеру, токсин коронатин [6], блокирующий за
крытие устьиц и открывающий ворота инфекции.

Абсцизовая кислота регулирует иммунный ответ растений разнонаправленно: в одних случаях запускает 
защитные реакции, в других случаях подавляет иммунитет. Похоже, что не существует общего механиз
ма регуляции иммунных реакций посредством абсцизовой кислоты. К примеру, в растениях риса она 
индуцирует устойчивость к некротрофному патогенному грибу Cochliobolus miyabeanus, вызывающему 
коричневую пятнистость [7], но снижает устойчивость к гемибиотрофному грибу Magnaporthe oryzae [8]. 
В растениях арабидопсиса абсцизовая кислота подавляет защитный ответ против биотрофного патогена
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Blumeria graminis, вызывающего мучнистую росу [9]. С другой стороны, растения арабидопсиса, дефи
цитные по абсцизовой кислоте, более устойчивы к некротрофному грибному патогену Botrytis cinerea [10].

Абсцизовая кислота подавляет активность фениланинаммонийлиазы, фермента пути биосинтеза фе- 
нилпропаноидов, к которым относятся многие антибактериальные вещества, в частности фитоалексины. 
Помимо этого, фенилпропаноидный путь метаболизма участвует в биосинтезе другого гормона им
мунного ответа -  салициловой кислоты. Также абсцизовая кислота подавляет образование активных 
форм кислорода, стимулирует отложение каллозы [11]. Сигнальный путь абсцизовой кислоты находится 
в постоянном взаимодействии c сигнальными путями салициловой и жасмоновой кислот, этилена и иных 
гормонов, что дает растениям возможность разнообразить ответ на стрессовые условия среды [11; 12].

Ранее в научно-исследовательской лаборатории трансгенных растений кафедры молекулярной био
логии биологического факультета БГУ было изучено изменение уровней экспрессии генов биосинтеза 
абсцизовой кислоты в клубнях растений картофеля в ответ на внедрение патогена Pectobacterium versa
tile. Полученные данные свидетельствуют о том, что при внедрении патогена снижается экспрессия ге
нов биосинтеза абсцизовой кислоты и повышается экспрессия гена ее гидроксилазы, что должно при
водить к уменьшению количества активной формы гормона рядом с зоной заражения. Такая реакция 
эффективна при защите от биотрофных патогенов, но в случае заражения некротрофными патогенами 
она может привести к колонизации растения и его гибели.

Абсцизовая кислота синтезируется в растениях из каротиноидов (рис. 1). Начальные этапы ее син
теза проходят в пластидах. На завершающих этапах 9-цис-эпоксикаротиноиддиоксигеназа (NCED3) 
расщепляет 9-цис-неоксантин и 9-цис-виолаксантин до ксантоксина [13], который экспортируется в ци
топлазму [14]. Далее ксантоксиндегидрогеназа превращает ксантоксин в абсцизовый альдегид [15], 
который оксидаза абсцизового альдегида метаболизирует до абсцизовой кислоты [16]. В контроле ко
личества активной формы абсцизовой кислоты и регуляции вегетативных и генеративных процессов 
растения важную роль играет фермент гидроксилаза абсцизовой кислоты [17]. Следует отметить, что 
гидроксилированная форма абсцизовой кислоты (8'-гидрокси-АБК) биологически неактивна, но она 
может превращаться в фазеиновую кислоту [18], которая участвует в регуляции фотосинтеза и работы 
устьичного аппарата [19].

Пластиды

Бета-каротин
I  Бета-каротин-3-гидроксилаза (CrtZ) 

Зеаксантин
I  Зеаксантинэпоксидаза (ZEP)

Виолаксантин
I  Неоксантинсинтаза (NSY)

9-цис-Неоксантин

I  9-г/ис-Эпоксикаротиноиддиоксигеназа (NCED) 
Ксантоксин

Цитозоль ’
Ксантоксин

I/ Ксантоксиндегидрогеназа (АВА2)
Абсцизовый альдегид

I  Оксидаза абсцизового альдегида (ААОЗ) 
Абсцизовая кислота

I  8'-Гидроксилаза абсцизовой кислоты (CYP707al) 

8'-Гидрокси-АБК

Рис. 1. Основные этапы метаболизма абсцизовой кислоты в растении 
Fig. 1. Main stages of abscisic acid metabolism in a plant

Считается, что именно 9-цис-эпоксикаротиноиддиоксигеназа ограничивает скорость биосинтеза абс- 
цизовой кислоты [20], а из всего семейства белков NCED только NCED3 дифференциально экспресси
руется в ответ на стрессовые условия среды [14]. Можно предположить, что сайленсинг гена NCED3 
снизит содержание активной формы абсцизовой кислоты в тканях растений томата и тем самым позво
лит изучить влияние этого гормона на иммунные реакции растений Solanum lycopersicum на заражение 
патогеном P. versatile.
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Материалы и методы исследования
Растения S. lycopersicum сорта Micro-Tom выращивали при температуре +22 °С и 16-часовом световом 

дне. Бактерии Escherichia coli XL-1 Blue культивировали при температуре +37 °С, а бактерии Agrobacterium 
tumefaciens GV3101 (Rif r, Genr, vir+) с vir-регулоном для доставки конструкций для сайленсинга генов, 
штамм P  versatile JN42 (r- , Cmr (Tn9), Rif r) дикого типа и штамм P  versatile VKE (JN42 dspE::pJP5603), 
мутантный по гену dspE, кодирующему основной эффектор системы секреции типа III [21], -  при тем
пературе +28 °С.

Конструкция для сайленсинга гена NCED3 создана путем клонирования по сайтам BamH  и Sali в векторе 
pTRV2 амплифицированного с помощью праймеров agggatccgtcgccctgttttycctaaag, aatgtcgactggtggtgtcatacatgaacc 
фрагмента (698 пар нуклеотидов) гена NCED3 растения S. bulbocastanum. Последовательность вставки 
в полученной плазмиде pTRV2::NCED3 верифицирована путем секвенирования, а возможность про
ведения процедуры сайленсинга гена NCED3 в растениях томата (локус Solyc07g056570.1.1) с исполь
зованием плазмиды pTRV2::NCED3 подтверждена с помощью веб-инструмента SGN VIGS Tool (vigs. 
solgenomics.net).

Полученной конструкцией трансформировали клетки штамма A. tumefaciens GV3101, которые исполь
зовали для индукции сайленсинга, как описано в работе [22]. В качестве контроля вирусного заражения 
растения трансформировали клетками штамма A. tumefaciens GV3101, несущими плазмиду pTRV2::GFP. 
Заражение растений культурами P  versatile проводили по истечении 92 дней с момента индукции сай
ленсинга. Использовали суспензии бактерий в растворе NaCl (0,85 %) с плотностью 1,5 • 108 клеток 
на 1 мл. По 5 мкл суспензий инокулировали в три последовательно расположенных междоузлия при
мерно посередине стебля. Учет результатов и отбор растительного материала проводили через 72 ч 
с момента заражения. Отобранный растительный материал замораживали в азоте и хранили при тем
пературе -80 °C. Выделение РНК проводили по методике, описанной в работе [23]. Препараты РНК 
обрабатывали ДНКазой RQ1 RNase-Free (Promega, США) и синтезировали кДНК с помощью обратной 
транскриптазы M-MuLV (New England Biolabs, Великобритания). Количественную ПЦР проводили 
с применением амплификатора ДТ-96 (ООО «ДНК-технология», Россия). Для измерения экспрессии 
использовали по три растения каждой группы. Обработку полученных данных выполняли в программе 
Relative Expression Software Tool (REST) 2009 (версия 2.0.13). Выбор в качестве референсных генов 
EF1a (ген фактора элонгации 1a) и TBP (ген TATA-связывающего белка) осуществлен с помощью 
алгоритма geNorm (версия 3.5).

Оценку уровней экспрессии генов методом количественной ПЦР выполняли с использованием праймеров 
генов EF1a (ttgaggctcttgaccagattaatg, gtttcaacacgaccgacagg), TBP (ggagccaaaagtgaacaacag, cgtaacttgagaaagcaccgt), 
NCED3 (tgctgaaccatggccaaaagt, accatcgtcttcctccttgct), AAO3 (gctgtcagtgaggtggagataga, caacagctgcattcaagctctgt), 
CYP707a1 (ggcaatggggttcactcatgtc, gcccaccatagaccacctgta), JAZ (atcggaaccggaaaaggcac, aaggtacttttgcagtcagcct), 
NPR5 (gaaagtggcacccctgagga, aaccccgcccagttcttttc), TGA (gcagctggccgattaggtga, aggatgcgggacatctgttg), PR1a 
(gagggcagccgtgcaa, cacatttttccaccaacacattg), PR2 (gactaatgtagtggtacaagatgg, tgacacaactattcctacagatcc), PR3 
(ggtgatgatactgcgcgtaag, tttgattgccttccctaacaaaac), PR4 (acgtatcatttatataacccacagaaca, ccacagaaagcagtccagccata), 
PR5 (actatcgaggtacgcaacaattg, ccatatacgtgccatcttagtgc), PR5o (acaactgtccatacaccgtctg, caccatcaaagttgcaattcgtac), 
PR6 (agtggaaaatgatggcgaatttg, ttaggcataccaggaaatagaagc), PR10 (tgcttccaacaccaccatctccctc, tggaccaccttcaacaaagttc), 
NHL (gccattgccagtgccactaa, ttgcggcgttcatcttctgg), WRKY65 (ccagccataatcatcctggtcc, tggggatttgcagctttgtgt), U-box 
(cctttgtaggctcggtgcag, cgcgtgctatgttgctgaga), HSR515 (aactctcccttaagtacggac, caatagtccatacactcacga).

Результаты и их обсуждение
Обусловленное сайленсингом гена NCED3 изменение фенотипа растений S. lycopersicum. Экс

прессия гена NCED3 в тканях растений S. lycopersicum с сайленсингом снизилась примерно на 50 % от 
уровня его экспрессии в контрольных растениях. Растения S. lycopersicum со сниженной экспрессией гена 
NCED3 показали фенотипические отличия от контрольной группы. Использовавшийся в исследовании 
сорт томата Micro-Tom является детерминантным, растения вырастают довольно низкими (до 10 см), 
однако растения с сайленсингом гена NCED3 были еще ниже (примерно 5 см) и выглядели более сла
быми по сравнению с контрольными образцами (рис. 2).

Известно, что сверхэкспрессия гена семейства NCED у растений томата приводит к повышению 
гидравлической проводимости корней и снижению гидравлической проводимости устьиц, что повы
шает эффективность использования воды [24]. При сниженной экспрессии генов NCED предполагается 
противоположный эффект, и фенотипические изменения, выявленные в растениях с сайленсингом 
гена NCED3, объяснимы с точки зрения нарушения водного баланса, хотя визуально увядания не на
блюдалось.
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Рис. 2. Типичное растение S. lycopersicum сорта Micro-Tom 
с сайленсингом гена NCED3 (справа) в сравнении с контрольным растением (слева) 

на 92-й день после индукции сайленсинга (а). Относительный уровень экспрессии гена NCED3 
в контрольных растениях (pTRV2::GFP) и растениях с сайленсингом (pTRV2::NCED3) (б)

Fig. 2. A typical S. lycopersicum cv. Micro-Tom plant 
with NCED3 gene silencing (right) compared to the control plant (left) 

on the 92nd day after silencing induction (a). Relative level of NCED3 gene expression 
in control plants (pTRV2::GFP) and plants with silencing (pTRV2::NCED3) (b)

Для исследования влияния сниженной экспрессии гена NCED3 на устойчивость растения S. lyco
persicum к заражению некротрофным бактериальным патогеном использовали бактерии P versatile 
двух штаммов: JN42 (штамм дикого типа) и VKE (dspE-мутант). Мутант по гену dspE использовали 
для оценки роли NCED3 на фоне отсутствия эффекториндуцируемого компонента иммунной системы 
растения. Инокуляция стеблей растений томата суспензиями клеток Р. versatile штамма дикого типа 
и dspE-мутанта вызывала у растений с сайленсингом гена NCED3 развитие заболевания, выражавшегося 
в повреждении проводящей системы и увядании листьев при введении клеток обоих штаммов патогена, 
при этом у растений без сайленсинга гена NCED3 симптомы заболевания не обнаруживались (рис. 3). 
Заболевание продолжало прогрессировать: наблюдалось отмирание листьев с почернением и последую
щим усыханием черешка.

Рис. 3. Растения S. lycopersicum с сайленсингом гена NCED3 (три растения слева) 
в сравнении с контрольными растениями (три растения справа) 

через 72 ч после заражения патогеном P. versatile
Fig. 3. S. lycopersicum plants with NCED3 gene silencing (three plants on the left) 

compared to the control plants (three plants on the right) 72 h after infection with P. versatile

Картина изменений в сигнальных цепях растений S. lycopersicum в ответ на внедрение патоге
на P. versatile. При заражении патогеном Р. versatile меняется экспрессия нескольких генов метаболиз
ма абсцизовой кислоты: незначительно (чуть менее чем в 2 раза) снижается экспрессия гена NCED3,
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кодирующего 9-цнс-эпоксикаротиноиддиоксигеназу, однако в отсутствие эффектора DspE экспрессия 
этого гена восстанавливается до уровня раневого ответа; экспрессия гена AAO3, кодирующего оксидазу 
абсцизового альдегида, в среднем возрастает в 2 и 3 раза при заражении штаммом дикого типа и dspE- 
мутантом соответственно; экспрессия гена CYP707al, кодирующего гидроксилазу абсцизовой кислоты, 
при внедрении штамма дикого типа не меняется, но в отсутствие эффектора возрастает в 5 раз (рис. 4).

Экспрессия гена JAZ, кодирующего негативный регулятор жасмонатзависимых генов, при внедре
нии патогена обоих штаммов меняется незначительно (см. рис. 4).

Детекция патогена Р. versatile вызывает колебания экспрессии салицилатзависимых генов в расте
ниях томата: средние значения экспрессии гена регуляторного белка NPR5 возрастают в 3 раза при 
внедрении штамма дикого типа, однако от образца к образцу данные разнятся, что отражается на дове
рительном интервале, не позволяющем с уверенностью сказать об изменениях в растении. Кроме того, 
в 4 раза повышается экспрессия гена защитного белка PR1a, классического маркера салицилатного сиг
нального пути (см. рис. 4). Для белков этого семейства показано участие в самых разных метаболиче
ских процессах, а в регуляторных областях их генов обнаружены 24 типа цнс-регуляторных элементов 
в сайтах связывания транскрипционных факторов [25].

Экспрессия генов защитных белков р-1,3-глюканазы PR2, хитиназ PR3 и PR4, тауматинподобного 
белка PR5, ингибитора протеаз PR6 при внедрении патогена не меняется. Ранее было показано, что 
дифференциальная экспрессия защитных генов растений томата зависит от плотности бактериальной 
культуры, и такой эффект может быть обусловлен концентрацией клеток в суспензии, которой заражено 
растение [26]. Экспрессия гена осмотинподобного белка PR5o при внедрении штамма дикого типа по
вышается в 3 раза, причем этот эффект зависит от наличия интактного эффектора DspE, в то время как 
экспрессия гена предполагаемой рибонуклеазы с антимикробной активностью PR10 возрастает в 3 раза 
при внедрении обоих штаммов.

При заражении патогеном не меняется экспрессия гена транскрипционного фактора WRKY65. Де
текция патогена вызывает двукратную индукцию экспрессии гена NDRl/HINl-подобного белка NHL, 
компонента E3 убиквитинлигазы U-box и трехкратную индукцию экспрессии гена маркера сверхчувстви
тельности HSR515, причем для последних двух генов указанные изменения DspE-зависимы (см. рис. 4).

Влияние сайленсинга гена NCED3 на картину экспрессии защитных генов и чувствительность 
сигнальных компонентов растений S. lycopersicum к эффекторному белку DspE. Снижение экспрес
сии гена NCED3 не оказывает влияния на экспрессию генов CYP707a1, JAZ, PR5o, но приводит к повы
шению экспрессии генов AAO3, NPR5, PRla, PR3, PR5, PR10, WRKY65 в среднем в 2-4  раза (см. рис. 4).

В условиях сайленсинга гена NCED3 экспрессия гена PR2 при заражении штаммом дикого типа воз
растает в 6 раз, а при заражении dspE-мутантом -  лишь в 2 раза. Сниженная экспрессия гена NCED3 
приводит к изменению чувствительности некоторых сигнальных компонентов к эффектору DspE. При 
раневом ответе экспрессия генов NHL, U-box и HSR515 в растениях с сайленсингом не меняется по 
сравнению с таковой в контроле. Сайленсинг гена NCED3 приводит к повышению экспрессии гена 
NHL в 3 раза при внедрении штамма дикого типа. В отсутствие эффектора экспрессия данного гена 
восстанавливается до уровня раневого ответа, в то время как в растениях без сайленсинга гена NCED3 
экспрессия гена NHL не зависит от эффектора DspE. Картина экспрессии гена HSR515 противоположная: 
при снижении количества транскриптов NCED3 экспрессия этого гена становится нечувствительной 
к DspE (не восстанавливается до уровня раневого ответа в случае заражения dspE-мутантом) (см. рис. 4). 
Экспрессия гена PR4 возрастает в 2 раза при раневом ответе и становится чувствительной к DspE при 
заражении патогеном (снижается при наличии в среде эффектора и восстанавливается до уровня ране
вого ответа при введении мутантного штамма) (см. рис. 4).

Таким образом, NCED3 в растениях S. lycopersicum оказывает значительное влияние на экспрес
сию компонентов сигнальных цепей растения. Для растений Arabidopsis thaliana было показано, что 
ген NCED3 играет важную роль в накоплении абсцизовой кислоты: изменение уровня его экспрессии 
приводило к пропорциональному изменению содержания абсцизовой кислоты в растениях [27]. Сайлен
синг гена NCED3, по всей видимости, снижает накопление абсцизовой кислоты в растениях томата, что, 
предположительно, активирует экспрессию компонентов салицилатной сигнализации. Согласно данным 
литературы продукция абсцизовой кислоты лимитирует количество киназы SID2, регулирующей запуск 
салицилатной сигнализации [28]. NCED3 негативно влияет на экспрессию ряда генов защитных белков. 
Это может быть обусловлено тем, что абсцизовая кислота снижает экспрессию генов с GCC-боксом 
в промоторе, которыми являются, например, гены PR1, PR2, PR3 и PR5 [29]. Поскольку уровень экс
прессии гена NCED3 биосинтеза абсцизовой кислоты снижается, а уровень экспрессии гена CYP707a1 
гидроксилазы, переводящей абсцизовую кислоту в неактивную форму, не меняется, можно предположить, 
что и количество активной формы абсцизовой кислоты в клетке снижается. Таким образом, NCED3 явля
ется регулятором вегетации растений S. lycopersicum и их иммунного ответа (обеспечивает нормальное 
развитие растений и корректный запуск защитных реакций при внедрении некротрофного патогена).
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Рис. 4. Изменение экспрессии генов иммунной сигнализации 
в растениях S. lycopersicum сорта Micro-Tom с сайленсингом гена NCED3 (pTRV2: \NCED3) 

и контрольных растениях (pTRV2v.GFP) в ответ на заражение патогеномР. versatile 
(представлены средние значения экспрессии генов с 95 % доверительным интервалом) 

Fig. 4. Change in the expression of immune signalling genes 
in S. lycopersicum cv. Micro-Tom plants with NCED3 gene silencing (pTRV2::jVC£D5) 

and control plants (pTRV2 v.GFP) in response to P. versatile infection 
(mean gene expression values with 95 % confidence intervals are presented)
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Заключение
Показана важная роль NCED3 в регуляции вегетации растений S. lycopersicum и их иммунного отве

та на заражение патогеном P versatile. Опосредованное NCED3 изменение чувствительности к эффек
тору DspE требует дополнительного изучения, поскольку фенотипических отличий растений, зараженных 
dspE-мутантом, от растений, зараженных штаммом дикого типа, отмечено не было. Предположительно, 
ген NCED3 обеспечивает устойчивость растений томата к пектобактериозу, сдерживая салицилатный 
сигнальный путь активации иммунного ответа, приводящий к развитию реакции сверхчувствительности. 
Такой ответ растения выгоден некротрофному патогену, использующему отмершие ткани как среду для 
роста и толерантному к окислительному взрыву.
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NEW  SPECIES OF PYCNIDIAL 
SE PTO R IA -LIK E  MICROMYCETES FOR BELARUS

I. A. FIADZIUSHKAa

aBelarusian State University, 4 Niezaliezhnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus

Abstract. The findings of 14 new species of pycnidial Septoria-like micromycetes to the territory of Belarus are re
ported (12 species of which belong to the genus Septoria, 1 species belongs to the genus Rhabdospora, 1 species -  to the 
genus Stagonospora). The identified species are provided descriptions and illustrations. The species Septoria heterochroa 
is considered alien to the mycobiota of Belarus.

Keywords: fungi; pycnidial Septoria-like micromycetes; Herbarium of the Belarusian State University; MSKU; Sep
toria; Rhabdospora; Stagonospora; native component of the mycobiota; alien component of the mycobiota; Belarus.

Acknowledgements. This work was carried out within the framework of the state programme of scientific research 
«Natural resources and environment» (subprogramme «Biodiversity, bioresources, ecology», assignment 10.2.02 «Prob
lems of biological invasions and parasitic threats in natural and anthropogenically transformed ecosystems», research 
work «Invasive phytopathogenic fungi, fungi-like organisms and invertebrate animals on cultivated and closely related 
wild plants: status in communities, distribution, diagnostics» (state registration No. 20211704)). The author expresses 
gratitude to the associate professors at the department of botany, faculty of biology, Belarusian State University, PhD (bio
logy) A. K. Khramtsov, PhD (agricultural sciences) V D. Poliksenova and PhD (biology) V. N. Tikhomirov for valuable 
comments and recommendations during the preparation of the article.

Введение
В широком смысле пикнидиальные септориоподобные микромицеты -  это сборная группа микро

скопических грибов, которая объединяет анаморфные стадии развития аскомикот, образующих кони- 
диомы пикнидиального типа, а также митоспоры, схожие по строению со сколекоконидиями. Базисом 
данной морфологической группы микромицетов является род Septoria s. l., из которого был выделен 
ряд новых таксонов родового ранга (Caryophylloseptoria, Nothoseptoria, Xenoseptoria и др.). В рамках 
этой группы также рассматриваются филогенетически далекие роды из разных классов отдела Ascomy- 
cota (Megaloseptoria, Kellermania, Stagonospora и др.) [1-3].

Основываясь на морфологическом подходе к классификации микромицетов, названные грибы от
носили к отделу Deuteromycota, классу Coelomycetes, порядку Sphaeropsidales, семейству Sphaeropsi- 
daceae в системах Саккардо, Потебни [2]. Б. Ч. Саттон [3] включал их в класс Blastodeuteromycetes, 
а В. А. Мельник [4] -  в подпорядок Blastosphaeropsidineae класса Coelomycetes, подчеркивая тем самым 
у вышеуказанных грибов бластический способ конидиогенеза. В филогенетической системе их рассмат
ривают в рамках телеоморфных грибов отдела Ascomycota [1; 5].

Большинство представителей пикнидиальных септориоподобных микромицетов являются фитопа
тогенными грибами, которые поражают дикорастущие и культивируемые виды, периодически приводят 
к эпифитотиям, потерям урожая или декоративности растений [1-10]. Некоторые из них используются 
как продуценты ценных биологически активных веществ, применяемых для контроля сорных растений 
в агрофитоценозах [11]. Кроме того, вторичные метаболиты ряда видов пикнидиальных септориопо
добных микромицетов используются для защиты растений от фитопатогенных микроорганизмов [12].

При обработке материалов, депонированных в Гербарии БГУ (MSKU), было обнаружено 14 новых 
для Беларуси видов пикнидиальных септориоподобных микромицетов.

Материалы и методы исследования
В ходе проведенного исследования были обработаны собственные сборы, а также сборы других кол

лекторов (И. С. Гирилович, А. К. Храмцов, О. В. Савина, М. А. Романович, М. Н. Нарейко), хранящиеся 
в фонде Гербария БГУ.

Сбор материала проводился маршрутным методом исследований [13] с апреля по октябрь 2023 г. 
Идентификация грибов и их растений-хозяев, а также изучение морфометрических показателей вы
полнялись методами световой микроскопии с использованием бинокулярных микроскопов Stemi-2000 
(Carl Zeiss, Германия), «Микромед-2» (модель 2-20 inf.) (компания «Микромед», Россия), соответствую
щих определителей и монографий [1-10; 14; 15]. Для усиления визуализации прозрачных объектов при
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микроскопировании использовался 1 % водный раствор метиленового синего [16]. Валидность и сино
нимика латинских названий таксонов микромицетов и растений, а также их систематическое положение 
приведены в соответствии с международными глобальными базами данных Plants of the World Online1, 
APG IV [17] (для растений), MycoBank2 (для микромицетов).

Для изучения изменчивости морфометрических характеристик конидий использованы следующие 
критерии описательной статистики: (min-)Q1-Q 3(-max), Mo, где min -  минимальное значение признака; 
Q1-Q 3 -  межквартильный размах; max -  максимальное значение признака; Mo -  мода. Объемы выборок 
составляли не менее 30 шт. Для диаметра пикнид указаны только минимальное и максимальное значе
ния признака.

Для статистического анализа данных были использованы возможности языка программирования R 
[18; 19]. Перевод микрофотографий в векторные изображения, а также работа с графическим материалом 
осуществлялись с помощью бесплатного программного обеспечения Inkscape3.

Результаты и их обсуждение
В ходе проведенного исследования выявлено 14 видов пикнидиальных септориоподобных микро

мицетов, новых для территории Беларуси. Они обнаружены на 16 видах из 9 семейств цветковых расте
ний. Ниже приводятся оригинальные описания выявленных грибов, сопровождающиеся иллюстрация
ми конидий и поражений растений. Кроме того, в них представлены сведения о соотношении длины 
и ширины конидий, что является дополнительным критерием при диагностике видов микромицетов [1]. 
Уточнено количество поперечных перегородок конидий, которое служит важным диагностическим при
знаком для некоторых видов. Более детально очерчены границы изменчивости размеров конидий. Отме
ченные особенности видовых признаков указаны в примечаниях.

Rhabdospora viciae Vasyag., in Z. M. Byzova et al., Flora sporovykh rastenn Kazakhstana [Cryptogamic 
flora of Kazakhstan], t. 5, Nesovershennye griby -  Fungi imperfecti (Deuteromycetes), kn. 3, Spheropsidnye -  
Sphaeropsidales (Alma-Ata): 377 (1970) (см. вклейку, рис. 1).

Анаморфа: R. viciae Vasyag.
Телеоморфа: неизвестна.
Описание ex planta. Пятен нет. Пикниды полупогруженные, диаметром 70-140 мкм, располагаются 

рассеянно. Оболочка пикниды тонкая, угловатой текстуры. Конидии /-образные, цилиндрические, слег
ка изогнутые, на вершинах округлые или заостренные, размером (15,0-)26,5-33,5(-40,0) х 2,0-3,0 мкм 
(по моде 29,0 х 2,0 мкм), при этом отношение длины к ширине конидии составляет (6,7-)12,8-16,8(-20,0) 
(по моде 14,5). Содержат множество мелких липидных капель. Количество перегородок (0-)1-2(-3), чаще 2 шт.

Распространение в Беларуси: на еухих листьях и стеблях Vicia tetrasperma (L.) Schreb. (Fabaceae), 
Минская область, Несвижский район, д. Саска Липка (MSKU-F 9751, коллектор И. А. Федюшко, дата 
сбора 23.04.2022).

Общее распространение: Азия.
Примечание. Обнаружение R. viciae можно ожидать и на других видах растений рода Vicia (Fabaceae). 

В протологе для микромицета отмечено наличие на стеблях округлых, продолговатых, серо-черных пя
тен, обусловленных большим количеством пикнид [7]. На исследуемом же образце пятна не выявлены, 
так как пикниды рассеяны по тканям отмирающих стеблей и листьев.

Septoria aegopodina Sacc., Michelia 1(2): 185 (1878) (см. вклейку, рис. 2).
Анаморфа: S. aegopodina Sacc.
Телеоморфа: неизвестна.
Описание ex planta. Пятна очень мелкие, угловатые, коричневые, но со временем белеют, могут быть 

с красноватой каймой. Пикниды полупогруженные, диаметром 100-150 мкм, рассеяны по пятну с обеих сто
рон листовой пластинки. Оболочка пикниды угловатой текстуры. Конидии /-образные, нитевидные, местами 
могут быть изогнутыми, у вершин утончаются, имеют размер (12,0-)17,5-34,3(-40,0) х (1,0-)1,5-2,0 мкм 
(по моде 25,0 х 1,5 мкм), при этом отношение длины к ширине конидии составляет (6,0-)9,9-20,9(-25,0) 
(по моде 6,0). Количество перегородок 0-3 шт., но чаще они отсутствуют.

'Plants of the World Online [Electronic resource] / Royal Botanic Gardens, Kew. URL: https://powo.science.kew.org (date of access: 
15.02.2024).

2MycoBank database: fungal databases, nomenclature and species banks [Electronic resource]. URL: https://www.mycobank.org 
(date of access: 15.02.2024).

3Inkscape. Рисуй свободно [Электронный ресурс]. URL: https://www.inkscape.org/ru/ (дата обращения: 15.02.2024).
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Распространение в Беларуси: на листьях Aegopodium podagraria L. (Apiaceae), г. Минск (MSKU-F 11307, 
коллектор М. А. Романович, дата сбора 25.08.2011); на Pimpinella sp. (Apiaceae), г. Минск (MSKU-F 17698, 
коллектор И. А. Федюшко, дата сбора 16.09.2023).

Общее распространение: Европа.
Примечание. Обнаружение S. aegopodina можно ожидать и на культивируемых декоративных формах 

A. podagraria, а также на дикорастущих видах рода Pimpinella (Apiaceae). Кроме вышеназванного микро
мицета, растения родов Aegopodium и Pimpinella могут поражаться видом S. aegopodii Desm., который от
личается более крупными цилиндрическими конидиями размером (30,0-)55,0-95,0(-115,0) х 3,5-4,0 мкм 
с перегородками в количестве (0-)1-2(-3) шт. [5].

Septoria aromatica Kabat & Bubak, Osterr. bot. Z. 54(1): 27 (1904) (см. вклейку, рис. 3).
Анаморфа: S. aromatica Kabat & Bubak.
Телеоморфа: неизвестна.
Описание ex planta. Изначально пятен нет, но со временем могут появиться желтые, желто-зеленые 

или коричневые некрозы. Пикниды полупогруженные, диаметром 160-250 мкм, хаотично рассеяны 
с обеих сторон листовой пластинки, могут срастаться между собой (в этом случае их диаметр может 
доходить до 400 мкм). Оболочка пикниды угловатой текстуры. Конидии /-образные, реже С-образные, 
цилиндрические, слегка изогнутые, с закругленными концами, реже слегка заостренные у вершины, раз
мером (16,0-)55,0-70,0(-82,0) х (2,0-)3,0(-4,0) мкм (по моде 60,0 х 3,0 мкм), при этом отношение длины 
к ширине конидии составляет (5,3-)17,8-23,3(-35,0) (по моде 20,0). Выходят из пикнид белыми тяжами 
или белыми корочками, которые со временем желтеют. Содержат множество липидных капель. Количе
ство перегородок 0-1 шт., чаще встречаются конидии с 1 перегородкой, которая может просматриваться 
слабо, но при окрашивании становится четко различимой, молодые конидии не имеют перегородки.

Распространение в Беларуси: на листьях Chaerophyllum sp. (Apiaceae), г. Минск (MSKU-F 9596, 
MSKU-F 9628/2, коллектор И. А. Федюшко, дата сбора 12.09.2023); на листьях C. aromaticum L., г. Витебск 
(MSKU-F 7125, коллектор И. С. Гирилович, дата сбора 16.09.1997), Гродненская область, Мостовский 
район, г. Мосты (MSKU-F 7123, коллектор И. С. Гирилович, дата сбора 24.08.1996), Минская область, 
Минский район, окрестности д. Цнянки (MSKU-F 7124, коллектор И. С. Гирилович, дата сбора 01.06.1986) 
и окрестности д. Хатежино (MSKU-F 7076, коллектор И. С. Гирилович, дата сбора 23.05.1988).

Общее распространение: Европа.
Примечание. Обнаружение S. aromatica можно ожидать и на других видах растений рода Chaerophyl

lum (Apiaceae), которые, кроме вышеназванного микромицета, могут поражаться следующими видами: 
S. chaerophylli-aromatici Kabat & Bubak (конидии размером (14,0-)28,3-40,0(-50,0) х 1,0-1,5(-2,0) мкм 
со слабовидными перегородками в количестве 0-3(-4) шт.) (данные автора); S. chaerophylli Bres. (кони
дии размером 10,0-14,0 х 2,0-3,0 мкм с 1-3 перегородками) [10]; S. weissii Allesch. (конидии размером 
35,0-85,0 х 2,0-3,0 мкм со множеством перегородок) [10]; S. anthrisci Pass. & Brunaud (конидии размером 
(18,0-)25,0-59,0(-65,0) х 1,0-2,0 мкм ео слабовидными перегородками в количестве (0-)1-3(-4) шт.) [5; 10].

Septoria cerastii Roberge ex Desm., Ann. Sci. Nat. Ser 3, Bot. 11: 347 (1849) (см. вклейку, рис. 4).
Анаморфа: S. cerastii Roberge ex Desm.
Телеоморфа: неизвестна.
Описание ex planta. Пятна без каймы, бледно-желтые, со временем сереют, коричневеют, на ранних 

этапах развития болезни могут отсутствовать (особенно на стеблях). Пикниды полупогруженные, диа
метром 70-120 мкм, густо рассеяны, располагаются в основном на верхней стороне листовой пластин
ки, единично могут обнаруживаться на нижней стороне листа. Оболочка пикниды угловатой текстуры. 
Конидии /-образные, нитевидные, слегка извилистые, реже почти прямые, с заостренными концами, 
размером (20,0-)30,0-45,0(-52,0) х 1,0-1,5(-2,0) мкм (по моде 30,0 х 1,0 мкм), при этом отношение 
длины к ширине конидии составляет (17,5-)25,0-40,0(-50,0) (по моде 30,0). Выходят из пикнид белыми 
тяжами. Перегородки в количестве 0—3(-5) шт. ясно просматриваются, но чаще отсутствуют.

Распространение в Беларуси: на листьях, чашелистиках и стеблях Cerastium holosteoides Fr. (Ca- 
ryophyllaceae), Минская область, Воложинский район, окрестности геостанции «Западная Березина» 
(m Sk U-F 7121, коллектор И. С. Гирилович, дата сбора 18.07.2003).

Общее распространение: Европа, Азия, Северная Америка.
Примечание. Обнаружение S. cerastii можно ожидать и на других видах растений родов Cerastium 

и Stellaria (Caryophyllaceae). Кроме вышеназванного микромицета, растения рода Cerastium могут по
ражаться видом S. caryophylli Scalia (конидии размером 27,0-35,0 х 3,0-3,5 мкм с 1 перегородкой), вы
зывающим охристые пятна с коричневой каймой [10].
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Рис. 1. R. viciae (MSKU-F 9751):
а -  фрагменты поврежденных стеблей и листа V. tetrasperma; б -  конидии 

Fig. 1. R. viciae (MSKU-F 9751):
a -  fragments of damaged stems and leaf of V. tetrasperma; b -  conidia

Рис. 2. S. aegopodina (MSKU-F 11307): 
а -  пораженный участок листа A. podagraria; б -  конидии 

Fig. 2. S. aegopodina (MSKU-F 11307): 
a -  affected area of the A. podagraria leaf; b -  conidia
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№

10 мкм

Рис. 3. S. aromatica (MSKU-F 9596): 
а -  пораженный участок листа Chaerophyllum sp.; б -  конидии 

Fig. 3. S. aromatica (MSKU-F 9596): 
a -  affected area of a Chaerophyllum sp. leaf; b -  conidia

Рис. 4. S. cerastii (MSKU-F 7121): 
а -  пораженный участок листа C. holosteoides; б -  конидии 

Fig. 4. S. cerastii (MSKU-F 7121): 
a -  affected area of the C. holosteoides leaf; b -  conidia
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Рис. 5. S. chaerophylli-aromatici (MSKU-F 9628/1): 
а -  пораженный участок листа Chaerophyllum sp.; б -  конидии 

Fig. 5. S. chaerophylli-aromatici (MSKU-F 9628/1): 
a -  affected area of a Chaerophyllum sp. leaf; b -  conidia

Рис. 6. S. commutata (MSKU-F 7116): 
а -  пораженный участок листа G. lutea; б -  конидии 

Fig. 6. S. commutata (MSKU-F 7116): 
a -  affected area of the G. lutea leaf; b -  conidia
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Рис. 7. S. geranii (MSKU-F 11271/1): 
а -  пораженный участок листа P. zonale; б -  конидии 

Fig. 7. S. geranii (MSKU-F 11271/1): 
a -  affected area of the P. zonale leaf; b -  conidia

Рис. 8. S. heterochroa (MSKU-F 7112): 
а -  пораженный участок листа M. pusilla; б -  конидии

Fig. 8. S. heterochroa (MSKU-F 7112):
a -  affected area of the M. pusilla leaf; b -  conidia
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Рис. 9. S. melandryi-albi (MSKU-F 17738): 
а -  пораженный участок листа S. latifolia (syn. M. album); б -  конидии

Fig. 9. S. melandryi-albi (MSKU-F 17738): 
a -  affected area of the leaf of S. latifolia (syn. M. album); b -  conidia

Рис. 10. S. plantaginis-majoris (MSKU-F 17728/1): 
а -  пораженный участок листа P. major ; б -  конидии

Fig. 10. S. plantaginis-majoris (MSKU-F 17728/1):
a -  affected area of the P. major leaf; b -  conidia
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Рис. 11. S. posoniensis (MSKU-F 9833/1): 
а -  пораженный участок листа C. alternifolium; б -  конидии 

Fig. 11. S. posoniensis (MSKU-F 9833/1): 
a -  affected area of the C. alternifolium leaf; b -  conidia

Рис. 12. S. scleranthi (MSKU-F 8911): 
а -  пораженные чашелистики S. perennis; б -  конидии

Fig. 12. S. scleranthi (MSKU-F 8911):
a -  affected sepals of S. perennis; b -  conidia
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Рис. 13. S. stellariae (MSKU-F 9526): 
а -  пораженный участок листа S. graminea; б -  конидии 

Fig. 13. S. stellariae (MSKU-F 9526): 
a -  affected area of the S. graminea leaf; b -  conidia

Рис. 14. S. convolvuli (MSKU-F 8617/2): 
а -  пораженный участок листа C. sepium; б -  конидии

Fig. 14. S. convolvuli (MSKU-F 8617/2):
a -  affected area of the C. sepium leaf; b -  conidia
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Septoria chaerophylli-aromatici Kabat & Bubak, Hedwigia 43: 419 (1904) (см. вклейку, рис. 5).
Анаморфа: S. chaerophylli-aromatici Kabat & Bubak.
Телеоморфа: неизвестна.
Описание explanta. Пятна мелкие, угловатые или округлые, сначала грязно-зеленые, позже темно

бурые с желтоватым ореолом, иногда встречаются пятна с более светлым центром. Пикниды полупогру
женные, диаметром 50-100 мкм, скучены в центре пятна, располагаются в основном на верхней сторо
не листовой пластинки, единично могут обнаруживаться на нижней стороне листа. Оболочка пикниды 
угловатой текстуры. Конидии I- и С-образные, нитевидные, слегка извилистые, реже почти прямые, на 
концах заостренные, размером (14,0-)28,3-40,0(-50,0) х 1,0-1,5(-2,0) мкм (по моде 35,0 х 1,0 мкм), 
при этом отношение длины к ширине конидии составляет (14,0-)19,8-30,0(-49,0) (по моде 30,0). Мо
гут содержать мелкие липидные капли. Перегородки в количестве 0-3(-4) шт. слабо видны без окра
ски, но чаще они отсутствуют.

Распространение в Беларуси: на листьях Chaerophyllum sp. (Apiaceae), г. Минск (MSKU-F 9628/1, 
коллектор И. А. Федюшко, дата сбора 12.09.2023).

Общее распространение: Европа.
Примечание. См. примечание к S. aromatica.

Septoria commutata Bubak, Hedwigia 57: 333 (1916) (см. вклейку, рис. 6).
Анаморфа: S. commutata Bubak.
Телеоморфа: неизвестна.
Описание ex planta. Пятна вытянутые, без каймы, желтоватые, со временем могут становиться ко

ричневыми или серыми. Пикниды полупогруженные, диаметром 70-180 мкм, рассеяны или густо скуче
ны с обеих сторон листовой пластинки. Оболочка пикниды угловатой текстуры. Конидии I-образные, 
нитевидные, слегка извилистые, реже почти прямые, у основания суженные, закругленные или за
остренные, на вершине заостренные, размером (13,0-)37,0-46,0(-52,0) х 1,0-1,5(-1,7) мкм (по моде 
40,0 х 1,0 мкм), при этом отношение длины к ширине конидии составляет (13,0-)27,8-40,0(-52,0) 
(по моде 33,3). Количество перегородок (0-)1-3(-5), чаще 3 шт., при окрашивании они становятся 
более четко различимыми.

Распространение в Беларуси: на листьях Gagea minima (L.) Ker Gawl. (Liliaceae s. str.), Гомельская 
область, Жлобинский район, окрестности д. Долины (MSKU-F 7117, коллектор И. С. Гирилович, дата 
сбора 02.05.1993); на листьях G. lutea (L.) Ker Gawl. (Liliaceae s. str.), Гомельская область, Жлобинский 
район, окрестности д. Долины (MSKU-F 7116, коллектор И. С. Гирилович, дата сбора 02.05.1993).

Общее распространение: Европа.
Примечание. Обнаружение S. commutata можно ожидать и на иных растениях рода Gagea (Lilia

ceae s. str.), причем как на дикорастущих, так и на культивируемых. Другие виды септорий на гусином луке 
не отмечены. Данный вид является узкоспециализированным патогеном на растениях рода Gagea [10].

Septoria geranii Roberge ex Desm., Ann. Sci. Nat. Ser 3, Bot. 20: 93 (1853) (см. вклейку, рис. 7).
Анаморфа: S. geranii Roberge ex Desm.
Телеоморфа: неизвестна.
Описание ex planta. Пятна неопределенной формы, серо-коричневые или оливково-коричневые, 

с широкой пурпурной каймой, которая со временем становится желтовато-зеленой с синим оттенком. 
Пикниды полупогруженные, диаметром 90-120 мкм, скучены или рассеяны по пятну, располагаются 
преимущественно на верхней стороне листовой пластинки, также имеются на нижней стороне листа, но 
не так многочисленны. Оболочка пикниды угловатой текстуры. Конидии I -образные, цилиндрические, 
слабоизогнутые, реже почти прямые, с закругленными или суженными относительно тела конидии 
концами, размером (15,0-)25,6-36,0(-50,0) х 2,0-2,5 мкм (по моде 35,0 х 2,0 мкм), при этом отношение 
длины к ширине конидии составляет (7,5-)12,7-18,0(-25,0) (по моде 10,0). Выходят из пикнид золоти
стыми тяжами. Перегородки ясно прослеживаются, их количество составляет (1-)3-4(-5), чаще 3 шт.

Распространение в Беларуси: на листьях Pelargonium zonale (L.) L’Her. (Geraniaceae), Минская 
область, Слуцкий район, г. Слуцк (MSKU-F 11271/1, коллектор О. В. Савина, дата сбора 01.09.2010).

Общее распространение: Европа, Азия.
Примечание. Обнаружение S. geranii можно ожидать на дикорастущих и культивируемых видах 

рода Geranium (Geraniaceae). Кроме вышеназванного микромицета, на них и на культивируемых в лет
ний период в открытом грунте в Беларуси растениях P zonale, вероятно, стоит ожидать появление вида 
S. expansa Niessl (конидии в массе красноватые, размером 31,0-86,0 х 1,0-2,0 мкм, с неявными пере
городками), вызывающего пятна медвяно- или охряно-желтого цвета без каймы [10].
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Septoria heterochroa Roberge ex Desm., Ann. Sci. Nat. Ser. 3, Bot. 8: 21 (1847) (см. вклейку, рис. 8).
Анаморфа: S. heterochroa Roberge ex Desm.
Телеоморфа: неизвестна.
Описание ex planta. Пятна неправильной формы, угловатые или кругловатые, темно-зеленые, ко

ричневые со светлым центром или буро-серые, могут быть окаймлены валиком мертвой ткани листа. 
Пикниды полупогруженные, диаметром 60-100 мкм, скучены в центре пятен или рассеяны по всему 
пятну на верхней стороне листовой пластинки, реже единично могут обнаруживаться на нижней сторо
не листа. Оболочка пикниды угловатой текстуры. Конидии I -образные, нитевидные, реже извилистые, 
слегка изогнутые, на концах слабо заостренные, размером (20,0-)25,0-37,5(-40,0) х (1,0-)1,5-2,0 мкм 
(по моде 35,0 х 2,0 мкм), при этом отношение длины к ширине конидии составляет (10,0-)13,4-23,3(-35,0) 
(по моде 12,5). Иногда видны липидные капли. Количество перегородок 0—1(-2) шт., без окраски они 
слабо различимы, но чаще отсутствуют.

Распространение в Беларуси: на листьях Malva pusilla Sm. (Malvaceae), Минская область, Мин
ский район, окрестности п. Семково (MSKU-F 7112, коллектор И. С. Гирилович, дата сбора 08.08.2004).

Общее распространение: Европа, Северная Америка.
Примечание. Обнаружение S. heterochroa можно ожидать на дикорастущих и культивируемых рас

тениях рода Malva (Malvaceae). Данный вид может рассматриваться как чужеродный компонент мико
биоты Беларуси, проникший на территорию республики вместе с представителями рода Malva, которые 
являются исключительно адвентивными для флоры Беларуси [20-22]. Факт выявления инвайдера тре
бует мониторинга за его распространением на территории страны, расширением круга хозяев, а также 
определения статуса в фитоценозах.

Septoria melandryi-albi Baumler, Verhandlungen des Vereins fur Naturkunde zu Presburg 14: 47 (1902) 
(см. вклейку, рис. 9).

Анаморфа: S. melandryi-albi Baumler.
Телеоморфа: неизвестна.
Описание ex planta. Пятна мелкие, светло-охряные, в центре бледнеют, по периферии имеют темную 

кайму. Пикниды полупогруженные, диаметром 100-200 мкм, располагаются в центре пятна на верхней 
стороне листовой пластинки, на очень мелких пятнах находится по 1 пикниде. Оболочка пикниды угло
ватой текстуры. Конидии I-образные, цилиндрические, с закругленными концами, могут быть слегка 
изогнутыми и содержать липидные капли, имеют размер (15,0-)25,0-40,0(-50,0) х (2,0-)3,0(-4,0) мкм 
(по моде 40,0 х 3,0 мкм), при этом отношение длины к ширине конидии составляет (5,0-)7,4-13,3(-18,4) 
(по моде 13,3). Перегородки четко прослеживаются, их количество составляет (0-)1-3, чаще 3 шт.

Распространение в Беларуси: на листьях и стеблях Silene latifolia Poir. (S. latifolia subsp. alba (Mill.) 
Greuter & Burdet (syn. Melandrium album (Mill.) Garcke)) (Caryophyllaceae), Минская область, Несвиж
ский район, г. Несвиж (MSKU-F 17738, коллектор И. А. Федюшко, дата сбора 14.08.2023).

Общее распространение: Европа, Азия.
Примечание. Обнаружение вида S. melandryi-albi, поражающего не только листья, но и стебли, 

можно ожидать на дикорастущих растениях рода Silene (syn. Melandrium) (Caryophyllaceae). Кроме 
вышеназванного микромицета, на S. latifolia возможно выявление следующих микромицетов: Caryo- 
phylloseptoria lychnidis (Desm.) Verkley, Quaedvl. & Crous (syn. S. lychnidis Desm.) (конидии размером 
(22,0-)39,0-75,0(-85,0) х 2,0-3,0 мкм с перегородками в количестве (0-)3-5(-7) шт.); C. silenes (Westend.) 
Verkley, Quaedvl. & Crous (syn. S. silenes Westend.) (конидии размером 21,0-37,0 х 2,0-3,5(-4,0) мкм с пере
городками в количестве (0-)1(-4) шт.) [5]; S. dimera Sacc. (конидии размером 25,0-40,0 х 3,0-4,0 мкм 
с 3 перегородками); S. doehlii Syd. (конидии размером 36,0-64,0 х 3,0-3,5 мкм без перегородок); S. si- 
lenes-nutantis C. Massal. ex Sacc. (конидии размером 50,0-70,0 х 1,5-2,0 мкм без перегородок) [10].

Septoria plantaginis-majoris (Sacc.) Nannf., Fungi Exsicc. Suec. Fasc. 39-40: no. 1915 (1950) (см. вклейку, 
рис. 10).

Анаморфа: S. plantaginis-majoris (Sacc.) Nannf.
Телеоморфа: неизвестна.
Описание ex planta. Пятна угловатые, иногда складчатые, серо-коричневые, зеленоватые или бледно-се

рые со слабо выраженной темной каймой либо без нее. Пикниды полупогруженные, диаметром 50-110 мкм, 
рассеяны по пятну на верхней стороне листовой пластинки. Оболочка пикниды угловатой текстуры. 
Конидии I-образные, нитевидные, с закругленными концами, могут быть слегка изогнутыми, имеют 
размер (20,0-)25,0-28,0(-45,0) х 1,0-1,5 мкм (по моде 25,0 х 1,0 мкм), при этом отношение длины 
к ширине конидии составляет (14,0-)22,0-28,0(-45,0) (по моде 25,0). Чаще конидии одноклеточные, 
реже имеют 1 перегородку.
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Распространение в Беларуси: на листьях Plantago major L. (Plantaginaceae), Минская область, Не
свижский район, окрестности железнодорожной станции «Городея» (MSKU-F 17728/1, коллектор И. А. Фе- 
дюшко, дата сбора 08.08.2023).

Общее распространение: Европа, Азия.
Примечание. Обнаружение S. plantaginis-majoris можно ожидать и на других видах рода Plantago 

(Plantaginaceae). Особо пристальное внимание нужно уделить фармакопейному виду P major, который 
используется для производства ряда лекарственных препаратов на растительной основе. Кроме вы
шеназванного микромицета, растения рода Plantago могут поражаться грибом S. inconspicua Berk. & 
M. A. Curtis (конидии размером 15,0-33,0 х 1,5 мкм без перегородок), вызывающим на листьях белые 
пятна, и грибом S. plantaginis (Ces.) Sacc. (конидии размером 30,0-70,0 х 2,5-3,0 мкм с 2-3 перегород
ками), вызывающим на листьях свинцово-серые пятна, покрытые беловатой засохшей корочкой [10].

Septoria posoniensis Baumler, Hedwigia 24: 75 (1885) (см. вклейку, рис. 11).
Анаморфа: S. posoniensis Baumler.
Телеоморфа: неизвестна.
Описание ex planta. Пятна округлые или неправильной формы, серо-зеленые с темным ободком либо 

полностью коричневые. Пикниды погруженные, диаметром 70-120 мкм, густо рассеяны или скучены 
на верхней стороне листовой пластинки. Оболочка пикниды угловатой текстуры. Конидии I-образные, 
нитевидные, очень тонкие, местами могут перегибаться, у основания округлые (крупные конидии) или за
остренные (мелкие конидии), у вершины заостренные, размером (16,0-)31,0-42,0(-50,0) х (1,0-)1,2-1,5 мкм 
(по моде 31,0 х 1,2 мкм), при этом отношение длины к ширине конидии составляет (10,7-)22,5-36,0(-50,0) 
(по моде 20,7). Могут содержать мелкие липидные капли. Количество перегородок (0-)1-3, чаще 3 шт.; 
без окраски они неразличимы.

Распространение в Беларуси: на листьях и чашелистиках Chrysosplenium alternifolium L. (Saxifraga- 
ceae), Минская область, Несвижский район, окрестности г. Несвижа (MSKU-F 9833/1, коллектор И. А. Фе- 
дюшко, дата сбора 06.05.2019).

Общее распространение: Европа, Азия.
Примечание. Данный вид является узкоспециализированным патогеном на растениях рода Chryso

splenium (Saxifragaceae) [8; 10].

Septoria scleranthi Desm., Bull. Soc. Bot. France 4: 861 (1857) (см. вклейку, рис. 12).
Анаморфа: S. scleranthi Desm.
Телеоморфа: неизвестна.
Описание ex planta. Пятна слабо проявляются либо отсутствуют. Пикниды полупогруженные, диа

метром 125-140 мкм, рассеяны по пораженному участку. Оболочка пикниды угловатой текстуры. Кони
дии С-образные, цилиндрические, реже почти прямые, на концах закругленные, размером (16,0-)25,7- 
30,0(-35,0) х 2,0-3,0(-4,0) мкм (по моде 28,0 х 2,0 мкм), при этом отношение длины к ширине конидии 
составляет (5,3—)9,0—14,0(—17,5) (по моде 9,0). Внутри содержат большое количество мелких липидных 
капель. Чаще имеется 1 четко прослеживаемая перегородка, реже перегородки отсутствуют.

Распространение в Беларуси: на листьях, стеблях, чашелистиках, прицветниках Scleranthus pe
rennis L. (Caryophyllaceae), Минская область, Столбцовский район, окрестности д. Новый Свержень 
(MSKU-F 8911, коллектор И. А. Федюшко, дата сбора 19.08.2023).

Общее распространение: Европа, Северная Америка.
Примечание. Обнаружение фитопатогенного микромицета S. scleranthi, который является узкоспе

циализированным патогеном на растениях рода Scleranthus (Caryophyllaceae), можно ожидать на адвен
тивных видах этого рода [10].

Septoria stellariae Roberge ex Desm., Ann. Sci. Nat. Ser. 3, Bot. 8: 22 (1847) (см. вклейку, рис. 13).
Анаморфа: S. stellariae Roberge ex Desm.
Телеоморфа: неизвестна.
Описание ex planta. Пятна расплывчатые, без каймы, чаще желтые (беловатые) или коричневые. Пикни

ды полупогруженные, диаметром 70-125 мкм, рассеяны или скучены с обеих сторон листовой пластинки, 
часть из них могут срастаться оболочками. Оболочка пикниды угловатой текстуры. Конидии I-образные, 
цилиндрические или нитевидно-цилиндрические, суженные на концах либо закругленные у основания и су
женные на вершине, размером (27,0—)41,0—70,0(—110,0) х (1,5-)2,0-2,5(-3,0) мкм (по моде 80,0 х 2,0 мкм), 
при этом отношение длины к ширине конидии составляет (11,7-)20,0-33,3(-50,0) (по моде 20,0). Пере
городки четко прослеживаются, их количество составляет (0—)1—3(—5), чаще 3 шт.
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Распространение в Беларуси: на листьях Stellaria media (L.) Vill. (Caryophyllaceae), Минская область, 
Несвижский район, г. Несвиж (MSKU-F 8496, коллектор И. А. Федюшко, дата сбора 20.06.2023) и д. Са- 
ска Липка (MSKU-F 8840, MSKU-F 8884, коллектор И. А. Федюшко, дата сбора 24.04.2023), г. Минск 
(MSKU-F 8528, коллектор М. Н. Нарейко, дата сбора 20.07.2017); на листьях и стеблях S. graminea L. 
(Caryophyllaceae), Минская область, Воложинский район, окрестности д. Бузуны (MSKU-F 9526, кол
лектор И. А. Федюшко, дата сбора 01.10.2023).

Общее распространение: Европа, Азия, Северная Америка, Австралия.
Примечание. См. примечание к S. cerastii. Кроме того, вид S. stellariae может быть обнаружен на 

S. aquatica (L.) Scop. (syn. Myosoton aquaticum (L.) Moench) [5].

Stagonospora convolvuli Dearn. & House, Bull. New York State Mus. 188: 41 (1916). Obligate synonyms: 
Paraphoma convolvuli (Dearn. & House) Gomzhina & Gasich, Mycological Progr. 19(3): 192 (2020) (см. вклейку, 
рис. 14).

Анаморфа: S. convolvuli Dearn. & House.
Телеоморфа: неизвестна.
Описание ex planta. Пятна неправильной формы, концентрически морщинистые, красно-бурые или 

бурые, со временем светлеющие. Пикниды полупогруженные, диаметром 140-200 мкм, рассеяны на 
верхней стороне листовой пластинки. Оболочка пикниды угловатой текстуры. Конидии цилиндриче
ские, булавовидные, размером (6,0-)14,8-19,0(-22,0) х (2,0-)3,0(-4,0) мкм (по моде 18,0 х 3,0 мкм), 
при этом отношение длины к ширине конидии составляет (2,0—)4,8—6,1(—10,5) (по моде 5,0). Могут со
держать множество липидных капель. Перегородки четко прослеживаются, их количество составляет 
(0-)1-2(-3), чаще 1 шт.

Распространение в Беларуси: на листьях Convolvulus arvensis L. (Convolvulaceae), Минская область, 
Мядельский район, г. Мядель (MSKU-F 9128/2, коллектор А. К. Храмцов, дата сбора 07.09.2012); на 
листьях Calystegia sepium (L.) R. Br. (Convolvulaceae), Минская область, Мядельский район, г. п. Свирь 
(MSKU-F 8617/2, коллектор А. К. Храмцов, дата сбора 08.09.2012).

Общее распространение: Европа, Азия.
Примечание. Обнаружение S. convolvuli также можно ожидать на дикорастущих и культивируемых 

видах родов Convolvulus и Calystegia (Convolvulaceae). По данным работы [12], S. convolvuli является 
продуцентом элсинохрома А и лептосферодиона -  антибиотических веществ, подавляющих развитие 
фитопатогенных бактерий и грибов.

Заключение
Идентифицированные 14 видов пикнидиальных септориоподобных микромицетов, которые были вы

явлены на 16 видах из 9 семейств цветковых растений, впервые указываются для микобиоты Беларуси.
Приведенные данные (уточненная морфометрия, симптомы поражения, иные виды микромицетов 

данной группы, которые можно обнаружить на отмеченных растениях) позволяют дополнить сведения 
о существующих видах пикнидиальных септориоподобных микромицетов Беларуси и обозначить про
визорные виды.

Один из новых видов пикнидиальных септориоподобных микромицетов (S. heterochroa) может быть 
отнесен к чужеродному компоненту микобиоты, поскольку он строго приурочен к адвентивным рас
тениям рода Malva (Malvaceae).
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АННОТАЦИИ ДЕПОНИРОВАННЫХ В БГУ РАБОТ 

INDICATIVE ABSTRACTS OF THE PAPERS DEPOSITED IN  BSU

УДК 579(075.8)
ЛысакВ. В. Микробиология [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для спец.: 6-05-0511-06 
«Биотехнология», 1-31 01 04 «Биоинженерия и биоинформатика» / В. В. Лысак, В. Е. Мямин, С. Л. Васи
ленко ; БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2024. 301 с. : ил. Библиогр.: с. 300-301. Режим до
ступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/308813. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 07.02.2024, № 001207022024.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов 1-й ступени высше
го образования специальностей 6-05-0511-06 «Биотехнология», 1-31 01 04 «Биоинженерия и биоинфор
матика». Содержание ЭУМК посвящено изучению структурной организации клеток прокариот, питания 
микроорганизмов, особенностей энергетического и конструктивного метаболизма микроорганизмов, 
генетики прокариот, систематики прокариот, взаимоотношений между микро- и макроорганизмами. 
Кратко описаны методы культивирования микроорганизмов в лабораторных условиях. Уделено внимание 
значению микроорганизмов в природе и применению их в различных областях биологии, медицины, 
сельского хозяйства и промышленности.

УДК 581.1(075.8)
ДемидчикВ. В. Физиология растений [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс с креатив. 
компонентом для спец.: 1-31 01 04 «Биоинженерия и биоинформатика», 6-05-0511-05 «Биоинженерия 
и биоинформатика» / В. В. Демидчик, Г. Г. Филипцова, С. Н. Филиппова ; БГУ. Электрон. текстовые 
дан. Минск : БГУ, 2024. 124 с. : ил. Библиогр.: с. 123-124. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/ 
123456789/309889. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 28.02.2024, № 003028022024.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) с креативным компонентом по учебной дис
циплине «Физиология растений» предназначен для студентов, обучающихся по специальности «биоин
женерия и биоинформатика». Содержание ЭУМК предполагает повышение эффективности управления 
образовательным процессом и самостоятельной работой студентов по освоению учебной дисциплины 
«Физиология растений» с помощью внедрения в образовательный процесс инновационных образова
тельных технологий, в том числе с выраженным креативным компонентом.

УДК 612.019(075.8) + 591.1(075.8)
Сравнительная физиология [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для студентов 
спец.: 1-31 01 01 «Биология (по направлениям)», 1-31 01 01-01 «Биология (научно-производственная 
деятельность)», 1-31 01 01-02 «Биология (научно-педагогическая деятельность)» / БГУ ; сост. В. Б. Ка
закевич. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2024. 78 с. : табл. Библиогр.: с. 77-78. Режим доступа: 
https://elib.bsu.by/handle/123456789/310032. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 06.03.2024, № 004206032024.

В электронном учебно-методическом комплексе (ЭУМК) раскрываются основные цели и задачи 
дисциплины «Сравнительная физиология», дается краткое описание ее структуры. Теоретический раз
дел содержит систематизированные сведения по основным темам, которые изучаются в рамках курса. 
Практический раздел ЭУМК дает представление о структуре лабораторного практикума и темах лабо
раторных занятий. Раздел контроля знаний знакомит учащихся с проверочными вопросами и примерами 
заданий зачета. Вспомогательный раздел содержит программу курса, список рекомендуемой литературы 
и сетевых ресурсов.
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УДК 591(075.8)
Мелешко Ж. Е. Общая зоология [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс с креатив. ком
понентом для спец.: 6-05-0511-02 «Биохимия», профилизации «Аналитическая и фармацевтическая 
биохимия»; 1-31 01 04 «Биоинженерия и биоинформатика»; 6-05-0511-05 «Биоинженерия и биоинфор
матика» / Ж. Е. Мелешко, О. Ю. Круглова ; БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2024. 148 с. : 
ил. Библиогр.: с. 147-148. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/312443. Загл. с экрана. 
Деп. в БГУ 18.05.2024, № 008318052024.

Содержание электронного учебно-методического комплекса предполагает получение студентами 
фундаментальных знаний о многообразии животных организмов, специфических чертах морфофизио
логической организации представителей различных систематических групп, особенностях их адаптаций 
и закономерностях организации в эволюционном развитии, роли животных в функционировании экоси
стем, значении их для человека, основах рационального природопользования и охраны животного мира.

УДК 614.8(075.8)
Безопасность жизнедеятельности человека [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс 
для спец.: 1-31 03 01 «Математика (по направлениям)», 1-31 03 02 «Механика и математическое моде
лирование», 1-31 03 08 «Математика и информационные технологии (по направлениям)», 1-31 03 09 
«Компьютерная математика и системный анализ» / БГУ ; сост.: О. Д. Бичан, Л. К. Герасимова. Электрон. 
текстовые дан. Минск : БГУ, 2024. 192 с. : ил., табл. Библиогр.: с. 185-192. Режим доступа: https://elib. 
bsu.by/handle/123456789/313374. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 10.06.2024, № 008510062024.

Электронный учебно-методический комплекс содержит набор материалов, которые используются 
в учебном процессе: учебную программу, учебные пособия, включающие лекционный и практический 
материал по дисциплине, тематику и планы семинарских и практических занятий, теоретические во
просы и тесты для контроля знаний, темы для написания рефератов, вопросы для подготовки к зачету, 
список рекомендуемой литературы.

УДК 575.8(075.8)
Романовская Т. В. Эволюционная биология [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для 
спец.: 1-31 01 01 «Биология», 1-33 01 01 «Биоэкология», 1-31 01 04 «Биоинженерия и биоинформатика»,
6- 05-0511-01 «Биология», 6-05-0521-01 «Экология», 6-05-0511-05 «Биоинженерия и биоинформатика»,
7- 07-0511-01 «Фундаментальная и прикладная биотехнология» / Т В. Романовская ; БГУ. Электрон. 
текстовые дан. Минск : БГУ, 2024. 139 с. : ил., табл. Библиогр.: с. 138-139. Режим доступа: https://elib. 
bsu.by/handle/123456789/313419. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 11.06.2024, № 009111062024.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальностей 
1-31 01 01 «Биология», 1-33 01 01 «Биоэкология», 1-31 01 04 «Биоинженерия и биоинформатика»,
6- 05-0511-01 «Биология», 6-05-0521-01 «Экология», 6-05-0511-05 «Биоинженерия и биоинформатика»,
7- 07-0511-01 «Фундаментальная и прикладная биотехнология». Содержание ЭУМК предполагает фор
мирование и развитие у студентов представлений о процессе эволюционного развития живой природы, 
механизмах, которыми определяется динамика и направленность биологической эволюции, методах, 
применяемых в области эволюционной биологии, и разнообразии теоретических концепций в этой на
учной дисциплине.
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