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Институт экспериментальной ботаники им. В. Ф. Купревича НАН Беларуси,   
Минск, Республика Беларусь

РОСТОВЫЕ РЕАКЦИИ ПРОРОСТКОВ ОТДЕЛЬНЫХ ВИДОВ И СОРТОВ 
СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ РАСТЕНИЙ НА ОБРАБОТКУ СЕМЯН ГЛИФОСАТОМ 

(N-ФОСФОНОМЕТИЛГЛИЦИНОМ)

Изучены физиологические эффекты малых доз глифосата на проростках трех различных сельскохозяйственных 
культур – ярового ячменя, льна-долгунца и озимого рапса. Установлена зависимость доза–эффект для каждой иссле- 
дуемой культуры в широком диапазоне концентраций N-фосфонометилглицина. Выявлена видовая и сортовая спе- 
цифичность ростовых реакций на инкрустацию семян глифосатом.

Ключевые слова: ячмень, лен-долгунец, рапс, глифосат, N-фосфонометилглицин, инкрустация, гормезис, доза–эффект, 
рост, ингибирование, стимуляция.

N. A. Laman, K. R. Kem, A. F. Sudnik

V. F. Kuprevich Institute of Experimental Botany of the National Academy of Sciences of Belarus,  
Minsk, Republic of Belarus

GROWTH RESPONSES OF SEEDLINGS OF CERTAIN SPICIES AND CROP VARIETIES  
IN TREATMENT GLYPHOSATE (N-PHOSPHONO-METHYLGLYCINE)

Physiological effects of low doses of glyphosate are studied on the seedlings of three different crops – spring barley, 
flax and winter rape. The dose-response dependence is found for each culture in a wide range of concentrations of N-phospho- 
nomethylglycine. Specific and varietal specificity of growth responses to incrustation of seed by glyphosate is identified.

Keywords: barley, flax, rape, glyphosate, N-phosphonomethylglycine, incrustation, hormesis, dose–response, growth, 
inhibition, stimulation.

Введение. Одним из основных постулатов классической токсикологии утверждается, что вза-
имодействие химического вещества и обрабатываемого биологического объекта по принципу до-
за–эффект предполагает однонаправленное усиление наблюдаемых показателей метаболических 
процессов, физиологических функций и морфологической структуры биологической системы 
(клетки, органы, ткани, организм) при повышении действующих доз и концентраций [1, 2].

В то же время начиная с конца 1960-х годов шло интенсивное накопление экспериментальных 
данных, которые послужили основой для формирования нового самостоятельного направления 
современной токсикологии. Речь идет о гормезисе (hormesis), представляющем собой двухфазо-
вое действие химических веществ (ксенобиотиков, лекарств, природных ядов), которые в малых 
дозах вызывают стимуляцию изучаемых биологических показателей, тогда как большие их дозы 
ингибируют эти показатели.

Разработка концепции гормезиса связана в первую очередь с именем одного из ее основателей – 
профессора Массачусетского университета Edward James Calabrese [3, 4]. На основе анализа мно-
гочисленных данных научной литературы Калабриз и сотр. пришли к выводу, что гормезис – это 
генерализованный воспроизводимый феномен, который является фундаментальным обобщен-
ным отражением зависимости доза–ответная реакция.

Многочисленными последователями концепции гормезиса констатируется настоятельная 
необходимость проведения всесторонних исследований этого феномена как общебиологического 
явления и обоснования использования его в практической деятельности.

© Ламан Н. А., Кем К. Р., Судник А. Ф., 2016
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Интенсивное развитие такие исследования (а именно по выявлению стимулирующего эффекта 
сублетальных доз 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты на ряде овощных культур [5]) получили 
в 1980-е годы. В работе [6] 13 из 16 исследованных гербицидов стимулировали рост корней  
и побегов овса.

Пристальное внимание в последнее десятилетие привлекли гербицидные препараты на основе 
N-фосфонометилглицина (глифосата), широко используемые в настоящее время. Впервые глифо-
сат синтезирован и тестирован как гербицид в 1970 г. сотрудниками фирмы Монсанто [7]. В 1974 г. 
в продажу поступила его первая препаративная форма под названием Раундап, включающая 
изопропиламинную соль глифосата. Через 20 лет после истечения срока действия патента фир-
мы Монсанто на рынке появилось огромное количество дженериков, действующим веществом 
которых является глифосат. Однако особенно большие объемы производства и использования 
глифосатов связаны с созданием, начиная с 1996 г., генно-инженерными методами устойчивых  
к глифосату форм сои, кукурузы, хлопчатника и других культур. В это же время в ряде лаборато-
рий мира у N-фосфонометилглицина выявлен эффект гормезиса [8]. Так, бразильские исследова-
тели зафиксировали воспроизводимое в экспериментах с эвкалиптом стимулирующее действие 
глифосата в дозе 16 г/га на рост саженцев этой древесной породы [9].

Имеющиеся в англоязычной научной литературе материалы показывают, что эффект мягкого 
химического стресса (5–10 % от применяемой для уничтожения сорной растительности дозы) при 
обработке глифосатом может достигать от 5 до 100 % по сравнению с вариантом без обработки. 
Например, в опытах с яровым ячменем обработка растений глифосатом в начале фазы колошения 
в дозах от 1,6 до 12 г/га статистически достоверно повышала два года подряд урожай зерна  
на 12 % [10].

Вместе с тем успешное использование в практических целях явления гормезиса у глифосата  
и других пестицидов требует решения ряда фундаментальных вопросов: 1) выявления механизмов 
стимуляции роста и продуктивности растений малыми дозами гербицида; 2) определения усло- 
вий, при которых гарантированно реализуется потенциальная возможность активации роста  
и устойчивости растений с использованием малых доз пестицидов; 3) разработки методологии  
и методов исследования явления гормезиса у разных по химической природе биологически активных 
веществ; 4) определения видовой и сортовой реакции растений на действие малых доз пестицидов.

В наших опытах ставилась задача установить зависимость доза–эффект на основе показателей 
роста корневой системы проростков ряда сельскохозяйственных растений при обработке семян 
растворами N-фосфонометилглицина в широком диапазоне концентраций [11]. Анализ полу-
ченного экспериментального материала позволил сделать вывод о том, что кривую зависимости 
доза–эффект в диапазоне использованных в опытах концентраций можно разделить на четыре 
зоны: зону стимуляции, зону постепенного усиления ингибирования роста, зону резкого инги-
бирования ростовых процессов, зону практически полного подавления роста проростков (рис. 1).

Цель данного исследования – изучение физиологических эффектов малых доз глифосата на 
проростках различных сельскохозяйственных культур и выявление видовой и сортовой специ-
фичности ростовых реакций на инкрустацию семян глифосатом.

Материалы и методы исследования. Объектами исследования были семена и проростки 
льна-долгунца (Linum usitatissimum L., сорта Ласка и Веста), ярового ячменя (Hordeum vulgare L., 
сорта Радзимич и Фэст) и озимого рапса (Brassica napus L., сорт Империал).

Диапазон концентраций глифосата, используемых в опыте, составлял от 6,55.10–5 до 1,55.10–2 М 
(изменение в 236 раз) и был получен методом разбавления с шагом 1,25 раза в 1 %-ном водном 
растворе пленкообразователя Гисинар (сополимер акриламида и натриевой соли акриловой 
кислоты).

Опыты включали по 26 вариантов в 4-кратной повторности, контроль (1 %-ный р-р Гисинара) 
в 8-кратной повторности. Инкрустацию семян проводили вручную в стеклянной посуде. Расход 
рабочего раствора – 20 мкл/г семян.

Семена проращивали в бумажных рулонах по методике проращивания плоских и мелких семян 
[12] с модификацией, приведенной в [13, 14], физиологическое состояние проростков оценивали, 
как описано в работе [15]. Всхожесть определяли по ГОСТ 12038-84 [16]. Рулоны выдерживали 
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2 сут в термостате ТПС-2 при постоянной температуре 22 °С и на 3-и сутки помещали в условия 
искусственного освещения интенсивностью 7,5 тыс. лк (16 ч – свет, 8 ч – темнота). 

Измерение длины корня и надземной части проводили на 3, 5, 7 и 9-е сутки. Содержание 
сухого вещества и массу 10 проростков измеряли на 7-е сутки. Для определения биометрических 
показателей при каждом учете брали по 15 проростков из каждого варианта и по 30 проростков 
из контролей.

Результаты и их обсуждение. В опытах со льном-долгунцом сорта Ласка выявлена зона сти- 
муляции роста корневой системы в диапазоне концентраций глифосата от 7,7.10–5 до 1,9.10–4 М  
(на 9-е сутки). Величина стимуляции по отношению к контролю в наивысшей точке имела показатель 
109,4 %, который является статистически достоверным. У льна-долгунца сорта Веста эффекта 
стимуляции не выявлено, при этом для указанного сорта характерна более высокая устойчивость 
к действию глифосата, чем для сорта Ласка. Выявлены различия в концентрациях, при которых 
начинается резкое ингибирование роста корня. Для сорта Ласка данная концентрация составила 
2,6.10–3 М, тогда как для сорта Веста – 5,1.10–3 М, что в 1,9 раза выше. Кроме того, концентрация, 
при которой наблюдалась остановка роста корня у сорта Веста, в 2 раза выше аналогичной 
концентрации у сорта Ласка (рис. 2).

Для каждого сорта можно выделить диапазон концентраций, при которых отмечаются резкое 
снижение: у сорта Ласка – от 2,6.10–3 до 5,1.10–3 М (в 1,9 раза), у сорта Веста – от 5,1.10–3  до 1.10–2 М 
(в 2 раза), а затем и полная остановка роста корней. 

Анализ полученных данных показывает, что независимо от сорта и концентрации глифосата 
всхожесть семян льна-долгунца составила 98 %, как и в контроле. Энергия прорастания была на 
уровне 95 % для всех вариантов. Изменение длины гипокотилей для обоих сортов незначительны 
при всем диапазоне концентраций, использованных в эксперименте.

В опыте с яровым ячменем выявлено, что инкрустирование семян раствором N-фосфоно- 
метилглицина приводит к статистически достоверному ингибированию роста корневой системы, 
начиная с концентрации 1,4.10–3 М у сорта Радзимич и 1,7.10–3 М у сорта Фэст, при концентрациях 
более 0,17 % активность ростовых процессов незначительна у проростков обоих сортов. 

Рис. 1. Кривая зависимости доза–эффект при действии N-фосфонометилглицина на рост корневой системы  
проростков ярового ячменя: 1 – зона стимуляции (гормезиса) (концентрации, при которых показатели длины  

корня/надземной части проростка достоверно превосходят контроль); 2 – зона постепенного усиления 
ингибирования роста (концентрации, при которых наблюдается плавное нарастание угнетения роста корня/

надземной части); 3 – зона резкого ингибирования ростовых процессов (концентрации, при которых происходит 
резкое торможение роста проростков); 4 – зона полного подавления роста проростков

Fig. 1. The curve of dose-effect dependence in the action of N-phosphonomethylglycine on seedlings root growth of spring 
barley: 1 – stimulation zone (hormesis) (the concentration at which the length of roots/aerial part of the seedling was  

significantly superior to control); 2 – zone of gradual strengthening of growth inhibition (concentration at which there  
is gradual increase in the oppression of root/aerial part growth); 3 – zone of sharp inhibition of growth processes  

(concentration at which there is a sharp deceleration of seedlings growth); 4 – zone of complete suppression of seedlings growth
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Для сорта Радзимич в диапазоне концентраций от 1,3.10–4 до 3.10–4 М выявлена стимуляция 
роста корня, являющаяся статистически значимой. Следует отметить, что для сорта Фэст этот 
диапазон шире – от 1,3.10–4 до 7,1.10–4 М (рис. 3).

Резкое снижение роста корня наблюдалось у сорта Радзимич при концентрации глифосата 
4,1.10–3 М, у сорта Фэст – 5,1.10–3 М, что может характеризовать его как более устойчивый к воздей- 
ствию N-фосфонометилглицина.

Установлено также, что воздействие глифосата на рост надземной части проростков значительно 
слабее, чем на рост корневой системы. Так, для обоих сортов ячменя ингибирование роста первого 
листа начинается при концентрации 5,1.10–3 М, увеличиваясь с ее повышением. Стимуляцию роста 
надземной части наблюдали в диапазоне концентраций от 9,5.10–5 до 4,1.10–3 М. 

Энергия прорастания семян независимо от концентрации глифосата сохранялась для всех 
вариантов на уровне 97 %, всхожесть – на уровне 99 %.

В свою очередь экспериментальные данные, полученные в опыте с озимым рапсом, свидетель- 
ствуют об отсутствии эффекта стимуляции роста корневой системы (рис. 4) и надземной части 
проростков этой культуры при инкрустации семян N-фосфонометилглицином. При этом для 
рапса характерна более высокая устойчивость к действию глифосата, чем для других исследуе-
мых культур. 

Так, концентрация, при которой начинается резкое ингибирование роста корня, равна 1.10–2 М, 
тогда как у других исследуемых культур она на порядок ниже (рис. 5) и составляет для растений 
ярового ячменя 5,1.10–3 М (Радзимич) и 4,1.10–3 М (Фэст), для льна-долгунца 2,6.10–3 М (Ласка) и 
5,1.10–3 М (Веста).  

Рис. 2. Зависимость длины корня проростков льна-долгунца (a – сорт Ласка, b – сорт Веста) от концентрации 
глифосата (9-е сутки)

Fig. 2. The dependence of the seedlings root length of flax (a – cv. Laska, b – cv. Vesta) on the glyphosate concentration 
(9 days)

Рис. 3. Зависимость длины корня проростков ярового ячменя (a – сорт Фэст, b – сорт Радзимич) от концентрации 
глифосата (9-е сутки)

Fig. 3. The dependence of the seedlings root length of spring barley (a – cv. Fest, b – cv. Radzimich) on the glyphosate  
concentration (9 days)
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Заключение. Таким образом, установлена зависимость доза–эффект для каждой исследуемой 
культуры в широком диапазоне концентраций N-фосфонометилглицина. Результаты исследова-
ния указывают на наличие видовой и сортовой специфичности ростовых реакций проростков на 
инкрустацию семян данным гербицидом. Следовательно, для обоснования практического исполь-
зования наблюдаемых эффектов необходимо детальное изучение влияния глифосата на сельско-
хозяйственные культуры не только разных видов, но и разных сортов.

Следует отметить, что выявленный диапазон концентраций, при которых наблюдалась сти- 
муляция роста корневой системы, был устойчивым и воспроизводился от опыта к опыту, что 
рассматривается нами как проявление эффекта гормезиса.

Рис. 4. Зависимость длины корня проростков озимого рапса (сорт Империал)  
от концентрации глифосата (9-е сутки)

Fig. 4. The dependence of the seedlings root length of winter rape (cv. Imperial) on the glyphosate concentration (9 days)

 

Рис. 5. Показатели роста корневой системы проростков различных культур и сортов в диапазоне концентраций 
глифосата от 1,07.10–3 до 1,55.10–2 М (a – лен-долгунец сорта Ласка, b – лен-долгунец сорта Веста, c – ячмень сорта 

Радзимич, d – ячмень сорта Фэст, e – рапс сорта Империал)

Fig. 5. Root growth indices of seedlings of different crops and varieties in a range of glyphosate concentrations of 1,07.10–3  
to 1,55.10–2 M (a – flax cv. Laska, b – flax cv. Vesta, c – barley cv. Radzimich, d – barley cv. Fest, e – rape cv. Imperial)
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ДИНАМИКА СМЕНЫ ЛИСТЬЕВ У БОРОДАТЫХ ИРИСОВ (BEARDED IRISES)  
ПРИ ИНТРОДУКЦИИ

Изучена динамика смены листьев у бородатых ирисов на примере 12 сортов ириса гибридного (Iris hybrida Hort.) 
иностранной селекции. Подтверждено наличие двух периодов роста листьев: весенне-летнего и позднелетне-осенне-
го, а у некоторых сортов – наличие короткого периода покоя между ними. 

Установлена зависимость продолжительности периода появления листьев позднелетне-осенней генерации от времени 
выведения сорта. Показано, что второй период роста у исследуемых сортов прерывается вынужденным покоем.

Ключевые слова: бородатые ирисы, сорта ириса гибридного, листовые пучки, смена листьев, период роста.

G. S. Bоrodich

Central Botanical Garden of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus

DYNAMICS OF CHANGE OF LEAVES IN BEARDED IRISES (BEARDED IRISES)  
IN THE INTRODUCTION

The dynamics of changing leaves of bearded iris on the example of 12 hybrid varieties of iris (Iris hybrida Hort.) foreign 
selection was studded. Confirmed the existence of two growth periods of leaves: spring-summer and late summer-autumn, as 
well as some varieties of a short period of rest in between.

The dependence of the duration of the appearance of leaves late summer-autumn on the time of generation of breeding 
varieties. It was shown that the second period of growth in the studied varieties interrupted forced rest. 

Keywords: bearded iris, iris hybrid varieties, leafy bundles, changing leaves, the period of growth.

Введение. Культура ирисов, в частности садовых бородатых, для Беларуси не новая. В горо- 
дах и в сельской местности эти растения с крупными, необычной формы душистыми цветками 
и с мечевидными листьями, собранными в веер, разводили издавна [1]. В последнее время для 
выращивания привлекаются другие группы ирисов, но бородатые до сих пор являются фавори- 
тами декоративных насаждений.

Сорта садовых бородатых ирисов принято называть сортами ириса гибридного (I. hybrida 
Hort.). Эти сорта, завезенные из Западной Европы, Средиземноморья, Ближнего Востока и гор-
ных районов Индии, получены в результате гибридизации природных видов [2]. Изначально это 
были западноевропейские диплоиды с двойным набором хромосом (2п = 24). В конце XIX в.  
к гибридизации стали активно привлекаться тетраплоиды (2п = 48) южного происхождения  
с разветвленным цветоносом и увеличенным размером цветков. В селекции современных сортов 
доля диплоидов чрезвычайна мала. Они менее декоративны и поэтому практически не использу-
ются селекционерами.

При интродукции сортов бородатых ирисов в условия Беларуси представляется актуальным 
изучение процессов их роста и развития в новых условиях произрастания, что позволяет оценить 
степень адаптированности этих растений к погодно-климатическим условиям республики.

Сорта I. hybrida Hort зимуют без укрытия. Сумма положительных среднесуточных температур 
в период вегетации ирисов является достаточной для закладки цветочных почек, поэтому 
растения цветут фактически ежегодно [3]. 

По срокам вегетации ирисы относятся к группе весенне-летне-осеннезеленых растений, 
которые в течение вегетационного периода образуют две генерации листьев и уходят под снег 
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зелеными [4]. Согласно Г. И. Родионенко [5], в условиях северо-запада России они имеют два пе- 
риода роста: весенне-летний и позднелетне-осенний.

Цель нашего исследования – изучение роста и развития листьев сортов высокорослых бородатых 
ирисов в течение вегетационного периода в центральной агроклиматической зоне Беларуси.

Объекты и методы исследования. Наблюдения проводили на коллекционном участке ири- 
сов в ЦБС НАН Беларуси в сходные по температурному режиму сезоны 2014–2015 гг. (температурный 
фон был выше климатической нормы). Объектами исследования явились 12 высокорослых 
сортов ириса гибридного иностранной селекции в возрасте 3 лет. В опыт были вовлечены старые, 
средневозрастные и новые сорта (по времени интродукции).

Before the Storm (1989, США) – цветок крупный, темно-фиолетовый (черный), доли гофриро-
ванные;

Cayenne Capers (1961, США) – цветок крупный, бордовый, бархатистый, гофрированный;
Dancer’s Veil (1959, США) – цветок крупный, гофрированный, доли с голубовато-сиреневой 

каймой;
Kytice (1972, Чехия) – цветок крупный, доли белые с сиреневой крапчатой каймой по краю, 

слегка гофрированные;
Madame Chereau (1844, Франция) – цветок не крупный, доли белые с сиреневой крапчатой 

каймой, волнистые;
Pacific Panorama (1960, США) – цветок средний, ярко-синий, доли волнистые;
Paper Moon (1954, США) – цветок крупный, нежно-желтый, доли волнистые;
Red Majesty (1944, США) – цветок крупный, красно-коричневый, доли гофрированные;
Siva-Siva (1962, США) – цветок крупный, доли желто-коричневые, переливчатые;
That’s all Folks (2005, США) ― цветок крупный, сильно гофрированный, доли желтые  

с белым пятном;
White City (1937, Англия) – цветок крупный, белый, доли слабо гофрированные;
Медный Всадник (1974, Украина) – цветок крупный, светло-коричневый, гофрированный.
Количество листьев в листовых пучках (веерах) оценивали каждые 7–14 дней, учитывая только 

срединные листья (количество низовых листьев не подсчитывали ввиду их раннего отмирания). 
После подсчета сухие листья удаляли. Высоту листовых пучков оценивали по размеру самого 
длинного листа. Рост листьев отслеживали, применяя метод татуировки, предложенный Г. И. Ро- 
дионенко [5]. Для этого делали серию сквозных проколов, например шариковой ручкой, на 
листовые пластинки в пучках. В опыт было включено по 5 кустов каждого сорта, а в кустах –  
по 1 вееру. 

Листовые пучки названы по времени их формирования или появления. Так, летние пучки 
формируются летом и осенью текущего года в результате смены листьев в осенних пучках 
предыдущего и весенних пучках текущего года. В таких веерах, как правило, летом закладываются 
цветочные почки. Осенние и весенние листовые пучки появляются из осенних почек осенью 
текущего или весной следующего года соответственно.

Результаты и их обсуждение. Слабые ночные заморозки и плюсовые дневные температуры во 
второй половине зимы при отсутствии снежного покрова в период исследований способствовали 
очень раннему (середина марта) отрастанию ирисов. К концу месяца в летних пучках появлялись 
молодые листочки (1–3 на веер) длиной 15–20 см. Осенние веера с 3–4 листочками к этому 
времени достигали высоты 10–20 см. В марте фиксировалось также появление весенних вееров. 
Так, например, у сортов Before the Storm и That’s all Folks их насчитывалось 3–5 штук на куст,  
а у Pacific Panorama и Madame Chereau – 8–10.

В апреле начинали отмирать листья, зимовавшие в летних веерах и некоторых осенних. 
Длина молодых листьев во всех пучках увеличивалась. На начало мая у опытных растений 
высота летних вееров составляла 30–50 см, у осенних – 30–40, у весенних – 20–40.

Несмотря на раннее отрастание листьев, фазы бутонизации и цветения у высокорослых ирисов 
проходили в обычные сроки (май–июнь). Начиная с середины мая у сортов в летних пучках 
появлялись генеративные побеги, что тормозило рост листьев. На момент цветения в них насчи- 
тывалось, как правило, 2–4 листа длиной 40–50 см. 
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После цветения цветоносы и листья постепенно засыхали и легко удалялись. Таким образом, 
летние пучки заканчивали свое существование.

В конце цветения в «нецветущих» летних пучках, где цветонос по каким-либо причинам не 
сформировался, а также в осенних и весенних насчитывалось от 5 до 7 листьев. Высота веера  
в зависимости от сорта составляла от 40 до 70 см.

У себя на родине из-за засухи бородатые ирисы после цветения находятся в состоянии спячки 
в течение продолжительного периода времени. И это их единственный период отдыха, потому 
что ввиду теплой зимы рост растений не прекращается. 

В умеренных широтах наблюдалась совсем иная картина при интродукции ирисов. Методом 
татуировки установлено, что по окончании цветения у опытных ирисов в течение 5–14 дней 
продолжается рост центральных (срединных) листьев до достижения ими определенной длины, 
равной или превышающей на 1–2 см длину внешних листьев веера. Прирост листьев у сортов 
составлял от 1 до 15 см. После этого у большинства сортов (Cayenne Capers, Dancer’s Veil, Paper 
Moon, Red Majesty, White City, Медный Всадник) наступал период относительного покоя (5–14 дней), 
когда заметных изменений в листовых пучках не происходило. У сортов Before the Storm, Kytice  
и That’s all Folks приостановка роста листьев в некоторых веерах отмечалась сразу после цветения 
(через 4–5 дней). Часть вееров не «отдыхала», так как в них продолжался замедленный рост 
срединных листьев. В листовых пучках ирисов Madame Chereau, Siva-Siva, Pacific Panorama 
период покоя также носил условный характер.

Известно, что смена листьев у ирисов происходит путем появления и роста центральных 
листьев веера и отмирания внешних. В процессе наблюдений определялось количество дней от 
окончания цветения сорта до появления молодых листочков в его веерах. Результаты приведены 
в таблице.

Продолжительность периода появления молодых листьев  
в пучках бородатых ирисов в позднелетне-осенний этап вегетации

Сорт
Продолжительность периода 

появления листьев, дни

Первый лист Последний лист

Before the Storm 26 65
Cayenne Capers 26 111
Dancer’s Veil 22 66
Kytice 22 99
Madame Chereau 22 26
Pacific Panorama 22 31
Paper Moon 22 26
Red Majesty 22 42
Siva-Siva 22 65
That’s all Folks 22 99
White City 22 36
Медный Всадник 26 45

Анализ полученных данных показал, что первые листья летне-осенней генерации начинают 
появляться спустя 3–4 недели после цветения. Весенние листья к этому времени у одних сортов 
уже закончили свой рост, у других – заканчивают.

Из таблицы видно, что у некоторых сортов (Cayenne Capers, Kytice, That’s all Folks) процесс 
появления молодых листьев длится до глубокой осени (даже после первых заморозков) и состав-
ляет максимум 99–111 дней. 

Установлено, что чем старше сорт по времени выведения, тем активнее и быстрее появляются 
срединные листья в веерах. Так, у Madame Chereau, Pacific Panorama, Paper Moon и White City 
этот период составил максимум 26–36 дней.

Наибольшее количество листьев в осенних и весенних пучках отмечается в июле–августе 
и составляет, как правило, 7–8 штук. Такой веер листьев означает наличие у данного сорта 
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молодого, хорошо сформировавшегося к этому времени корневища. Известно, что при таком 
количестве листьев в августе текущего года в веерах с большой вероятностью закладываются 
цветочные почки для цветения в следующем году [2]. Из наблюдаемых сортов исключение 
составили Cayenne Capers, Red Majesty и That’s all Folks, у которых в веерах насчитывалось от  
2 до 6 листов.

По наблюдениям Г. И. Родионенко [2], «с наступлением осенних похолоданий у многих сортов 
прекращается рост центрального листа в листовом пучке, и соседние с ним два листа образуют 
как бы ножницы. Сорта, у которых продолжается активный рост центрального листа, ножниц 
не образуют, что плохо отражается на их зимостойкости». Другие авторы [6, 7] утверждают, 
что фаза ножниц у высокорослых бородатых ирисов встречается редко, что в первую очередь 
относится к современным тетраплоидным сортам. 

Анализируя полученные данные, можно отметить, что наличие фазы ножниц зависит прежде 
всего от сортовых особенностей и не зависит от времени выведения сорта. Так, эта фаза отсутст- 
вовала у Madame Chereau (1844), Dancer’s Veil (1959), Before the Storm (1989), That’s all Folks (2005).

В нашем опыте фаза ножниц наблюдалась у некоторых сортов с поздним появлением молодых 
листьев, а также у не успевших отмереть весенних листьев, причем наиболее отчетливо –  
у Cayenne Capers и Red Majesty. У сортов Kytice, Медный Всадник и в некоторых веерах Siva-
Siva прослеживалась фаза односторонних ножниц. Одновременные наблюдения за этими же 
сортами в однолетних посадках показали, что фазы ножниц у ирисов не было. Молодые растения,  
в силу своих возможностей, к этому времени успели сформировать полноценные веера. Видимо, 
продолжительность выращивания ирисов на одном месте также является одной из причин появ- 
ления фазы ножниц.

Установлено, что активное отмирание внешних листьев в пучках начинается приблизительно 
в середине июля. Этот процесс длится 3–3,5 мес., т. е. до самых заморозков. В конце вегетационного 
сезона в пучках фиксировалось присутствие как молодых летних листьев, так и неотмерших или 
полуотмерших весенних. Таким образом, прошлогодние осенние пучки и весенние пучки 
текущего года превращались в летние за счет смены листьев.

В сентябре–октябре у наблюдаемых ирисов появлялись осенние веера в количестве 1–4 на 
одно растение. Высота их, как правило, составляла всего 3–5 см. Дальнейший их рост и развитие 
ограничивались температурным фактором.

В ноябре у большинства сортов количество листьев в пучках уменьшалось до 4–5. Уменьшалась 
также и высота пучков (20–40 (50) см). 

К концу сезона у растений замедлялись процессы роста центральных и отмирания внешних 
листьев. Листья приобретали оливковый оттенок, теряли тургор. Повреждений растений 
ночными заморозками не отмечалось.

В то же время в веерах у новых сортов Before the Storm (ноябрь 2014 г.) и That’s all Folks (ноябрь 
2015 г.) обнаружено появление срединных молодых листьев. Это свидетельствует о том, что ритм 
развития растений не соответствует сезонным изменениям погоды данного региона, а также о 
том, что зимний покой у сортов бородатых ирисов вынужденный и обусловлен в первую очередь 
низкими температурами. 

Заключение. Изучение динамики смены листьев у сортовых бородатых ирисов подтвердило 
наличие у них двух периодов роста: весенне-летнего и позднелетне-осеннего. Первый характе- 
ризуется появлением и активным ростом весенней генерации листьев и цветоносов. После 
цветения генеративные побеги и летние пучки листьев, в которых они развивались, отмирают. 
Наступает короткий период покоя (5–14 дней), который у некоторых сортов может носить 
условный характер. Второй период роста знаменуется сменой весенних листьев во всех типах 
пучков: осенних, весенних и летних (у которых не было цветоносов) на летние, а также появлением 
осенних листовых пучков текущего года. Установлено, что продолжительность периода появле- 
ния листьев позднелетне-осенней генерации зависит от времени выведения сорта. Активнее  
и быстрее эти процессы идут старых сортов. Тенденция к вечнозелености наиболее четко 
проявляется у современных тетраплоидов. Молодые срединные листья в веерах у них могут 
появляться в ноябре после первых заморозков. При выращивании в условиях умеренного климата 
позднелетне-осенний период у бородатых ирисов прерывается вынужденным покоем.
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АКТИВНОСТЬ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКОГО АППАРАТА  
И ЗАЩИТНАЯ СИСТЕМА РАСТЕНИЙ ОГУРЦА (CUCUMIS SATIVUS L.)  

ПРИ УЗКОПОЛОСНОМ ОСВЕЩЕНИИ РАЗЛИЧНОГО СПЕКТРАЛЬНОГО СОСТАВА 

Освещение растений огурца с применением красных и синих светодиодов приводит к небольшому снижению 
активности фотосистемы 2, что вызвано адаптацией фотосинтетического аппарата. Используемое светодиодное осве- 
щение не оказывает существенного влияния на площадь листа и сухую массу растений, а при применении только 
синих светодиодов наблюдается интенсификация их роста. Под красными светодиодами активизируется антиок- 
сидантная и антипатогенная защита растений. Полученные результаты могут быть применены для оптимизации 
условий выращивания растений в теплицах.

Ключевые слова: фотосистема 2, защитная система, условия освещения, Сucumis sativus L.

Y. V. Viazau, N. V. Shalygo

Institute of Biophysics and Cell Engineering of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus

PHOTOSYNTHETIC APPARATUS AND DEFENSE SYSTEM OF CUCUMBER (CUCUMIS SATIVUS L.)  
PLANTS UNDER LED LIGHTING OF DIFFERENT SPECTRAL COMPOSITION

Lighting with the use of red and blue light-emitting diodes (LED) causes a slight decrease in photosystem II activity due 
to an adaptation of photosynthetic apparatus in cucumber plants. Applied lighting generally does not have a significant effect 
on leaf area and dry weight of plants. However, intensification of growth under blue LEDs alone takes place. Red narrow-
band light induces antioxidant and anti-pathogenic protection in cucumber plants. The obtained results can be applied for 
optimization of the growing conditions of greenhouse plants.

Keywords: photosystem 2, defense system, lighting conditions, Сucumis sativus L.

Введение. Известно, что спектральный состав освещения оказывает влияние на структуру  
и функционирование фотосинтетического аппарата, рост и развитие растений [1, 2]. Такое влия-
ние опосредовано фоторецепторами, участвующими в восприятии видимого света и ультрафио-
лета, и фотосинтетическими пигментами [3, 4]. В условиях естественного освещения только 
часть поглощенной пигментами энергии светового излучения может быть использована для це-
лей фотосинтеза [5]. Как правило, существует некоторый избыток энергии, который затем просто 
рассеивается посредством флуоресценции хлорофилла или в виде тепла. Эта избыточная энергия 
может также мигрировать с возбужденных молекул хлорофилла на молекулы кислорода, приво-
дя к образованию синглетного кислорода, либо вызывать дисбаланс в фотосинтетической элек-
трон-транспортной цепи, при котором отдельные ее компоненты могут быть чрезмерно восста-
новлены или окислены, что повышает вероятность образования супероксидного анион-радикала 
и других активных форм кислорода [6, 7]. Известно, что избыточное накопление активных форм 
кислорода (например, при воздействии ряда абиотических стрессовых факторов или при проник-
новении патогенов) приводит к развитию окислительного стресса, сопровождающегося рядом 
деструктивных окислительных процессов. С другой стороны, при этом обычно наблюдается ак-
тивация защитной системы: увеличение содержания низкомолекулярных антиоксидантов, повы- 
шение активности антиоксидантных ферментов, накопление стрессовых белков.

Можно предположить, что ввиду наличия связи между утилизацией энергии светового излу- 
чения и накоплением активных форм кислорода возможны специфические различия в интенсив- 
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ности окислительных процессов и, следовательно, в активности защитной системы растения  
в зависимости от спектрального состава освещения. Это может быть обусловлено в том числе  
и тем фактором, что кванты света разной длины поглощаются разными наборами фоторецепторов, 
активирующих характерные для них сигнальные пути. 

В ряде публикаций приводятся результаты исследований, свидетельствующие о влиянии спек- 
трального состава света на содержание и активность компонентов защитной системы растений. 
В то же время эти данные несколько противоречивы. Samuolienė и соавт. [8] показали, что осве- 
щение синими и зелеными светодиодами приводит к интенсификации тушения свободных 
радикалов и увеличению содержания токоферола, в то время как синие светодиоды вызывают 
снижение содержания аскорбиновой кислоты в листьях салата (Lactuca sativa). Согласно Li  
и Kubota [9], дополнительное освещение красным, но не синим или зеленым, светом вызывает 
увеличение уровня фенолов в листьях салата. Кроме того, фоторецепторные сигнальные пути, 
задействованные в адаптации к условиям освещения, вероятно, взаимосвязаны с сигнальными 
путями салициловой и жасмоновой кислот и, следовательно, могут оказывать влияние на актив-
ность защитной системы (например, вызывать накопление антипатогенных белков), возможно  
за счет индукции изменения уровня активных форм кислорода [5, 10]. Szechyńska-Hebda и соавт. 
[7] показали, что в Arabidopsis thaliana изменение электрического потенциала плазматической 
мембраны в ответ на освещение зависит от длины волны, и привели доказательства того, что это 
связано с адаптацией к условиям освещения и с работой защитной системы. Ранее на растениях 
огурца нами показана интенсификация работы аскорбат-глутатионового цикла утилизации 
активных форм кислорода при освещении красными светодиодами [11, 12].

Таким образом, при помощи оптимизации спектрального состава источников света может 
быть достигнута модификация не только состояния фотосинтетического аппарата, но и актив- 
ности защитной, в том числе антиоксидантной и антипатогенной, системы растений. Такая опти- 
мизация в первую очередь важна в случае выращивания растений в теплицах, где широко приме- 
няется основное или дополнительное искусственное освещение. Использование светодиодов для 
решения этой задачи является предпочтительным ввиду малой ширины спектральных полос, 
отсутствия токсичных материалов и высокой энергоэффективности [13]. Стоит отметить, что 
относительная простота конструирования осветителей позволяет комбинировать светодиоды  
с разной длиной волны света и дает возможность динамического изменения их спектра.

Значимым компонентом защитной системы растения являются PR-белки, синтезируемые  
в растительной клетке в ответ на атаку патогеном. Они синтезируются при поражении растений 
грибами, вирусами, бактериями, при проникновении нематод и насекомых. PR-белки играют 
значительную и разнообразную роль при патогенезе, являясь участниками сигнальных систем, 
катализируя образование вторичных мессенджеров и вызывая повреждения мембран патогенов. 
Белок PR-2 представляет собой β-1,3-глюканазу, которая играет важную роль в защите от гриб- 
ковых патогенов, так как способна разлагать один из основных компонентов их клеточной стенки – 
β-1,3-глюкан.

Цель данного исследования – изучение влияния красного и синего светодиодного освещения 
на морфометрические показатели, состояние фотосинтетического аппарата, антиоксидантную 
активность и уровень экспрессии гена, кодирующего белок PR-2.

Объекты и методы исследования. В опытах использовали растения огурца (Cucumis sativus L.) 
тепличного сорта Кураж, районированного в Республике Беларусь, выращенные в лабораторных 
условиях под люминесцентными лампами Philips TL-D 36W/765 при температуре 23 ± 1 °С и отно-
сительной влажности воздуха 65 ± 5 % до появления зачатка первого листа, что составляло в сред- 
нем 8 сут. Затем часть растений выращивали, используя светильники с красными (630–650 нм, 
вариант «Красный»), синими (450–465 нм, вариант «Синий») или красными и синими светоди- 
одами одновременно в соотношении 2:1 (вариант «Красный + Синий») до полного развития 
первого листа (8–10 сут). Контролем служили растения огурцов, которые продолжали выращивать 
в течение 8–10 сут под белым светом люминесцентных ламп (вариант «Белый»). В светильниках 
использовали светодиоды XLamp фирмы Cree. Для всех вариантов освещения фотопериод состав- 
лял 14 ч, а освещенность – 50 Вт/м2. Для анализа использовали первый настоящий лист.
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Из морфометрических показателей определяли высоту растений, площадь листовой пластины 
и сухую массу. Высоту растений измеряли как расстояние от земли до черешка первого листа. 
Площадь листовых пластин определяли с помощью нанесения контуров листьев на миллимет- 
ровую бумагу. Для определения сухой массы навески листьев огурца по 1 г измельчали и поме- 
щали в стеклянные бюксы. Образцы в бюксах переносили в вакуумный сушильный шкаф Vacucell 
111 Standard (BMT, Чехия) и высушивали в течение 2,5 ч при 100 °С и давлении в 0,05 атм, а затем 
взвешивали.

Анализ активности фотосистемы 2 (ФС2) проводили с помощью метода индукции флуорес- 
ценции хлорофилла в интактных листьях огурца, адаптированных в течение 15 мин к темноте. 
Для этого использовали PAM-флуориметр Teaching-PAM (Heinz Walz, Германия), позволяющий 
возбуждать фоновую флуоресценцию хлорофилла F0 светом низкой интенсивности, модули- 
рованным с частотой 32 Гц (0,04 мкмоль∙м–2∙с–1, 650 нм). При включении актиничного света  
(120 мкмоль∙м–2∙с–1, 665 нм) интенсивность флуоресценции достигала максимального уровня 
Fm, а затем снижалась за счет дезактивации по фотохимическому и диссипационному пути. 
Применение вспышки насыщающего света (3500 мкмоль∙м–2∙с–1, 665 нм) на фоне действия актинич-
ного увеличивало интенсивность флуоресценции с уровня F до уровня Fm .́ После вспышки насы- 
щающего света актиничный свет выключали и включали источник дальнего красного света, 
возбуждающий только ФС1. При этом пул переносчиков электронов быстро и полностью окис- 
лялся. Уровень флуоресценции достигал значения F0 .́ По полученным значениям F0, F0 ,́ Fm, Fm´ 
и F рассчитывали величину эффективного квантового выхода фотохимических реакций ФС2 
(ϕФС2) и коэффициент нефотохимического тушения флуоресценции хлорофилла (qN) по следую-
щим формулам: 

	 ϕФС2 = (Fm´ – F)/Fm ,́

 qN = 1 – (Fm´ – F0´)/(Fm – F0).

Эффективность функционирования электрон-транспортной цепи, или скорость транспорта 
электронов (ETR), рассчитывали по формуле

 ETR = φФС2 ∙ FAR ∙ c ∙ 0,5,

где FAR – интенсивность фотосинтетически активной радиации (120 мкмоль∙м–2∙с–1); c – часть 
абсорбированного света (84 %); 0,5 – часть фотосинтетически активной радиации, приходящейся 
на ФС2 [14].

Содержание структурных белков фотосистем, таких как белки Lhcb1, Lhcb2 светособирающего 
комплекса LHCII и белок PsaA ядра ФС1, определяли с помощью иммуноблотинга. Для этого 
навески свежих листьев (по 0,2 г) гомогенизировали в 1 мл буфера для экстракции DTE. Затем 
проводили денатурирующий гель-электрофорез (SDS-PAGE), используя установку Mighty Small 
II (Amersham Biosciences, США), 12 %-ный разделяющий гель и 4 %-ный концентрирующий гель. 
После электрофореза белки переносили на нитроцеллюлозную мембрану Hybond-C (Amersham 
Biosciences, США) с порами 0,45 мкм, которую затем блокировали TBST-буфером, содержащим 
4 %-ное обезжиренное сухое молоко, в течение 1 ч при комнатной температуре. Далее мембрану 
инкубировали в течение 1 ч с первичными поликлональными антителами к белкам Lhcb1, Lhcb2 
или PsaA (Agrisera, Швеция), а затем в течение 1 ч со вторичными антителами, конъюгированны-
ми со щелочной фосфатазой (Agrisera, Швеция). Визуализацию белков проводили с помощью 
BCIP и NBT (Sigma-Aldrich, США) в соответствии с протоколом производителя. Содержание бел-
ка рассчитывали по площади и интенсивности визуализированных пятен на нитроцеллюлозной 
мембране.

Общую антиоксидантную активность в листьях огурца определяли с помощью теста на ней- 
трализацию стабильного радикала 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила (DPPH) по [15]. Для этого 
навески листьев по 0,2 г помещали в фарфоровые ступки, добавляли 1 мл 80 %-ного этанола  
и растирали до гомогената. Далее гомогенат переносили в пробирки Эппендорф, ступки смывали 
1 мл 80 %-ного этанола, гомогенат объединяли. Объединенный гомогенат встряхивали в термо- 
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блоке Thermomixer comfort (Eppendorf, Германия) в течение 20 мин при комнатной температуре  
и центрифугировали в течение 10 мин при 13 000 g на центрифуге Heraeus Pico 17 (Thermo 
Scientific, США). Затем к 175 мкл полученного супернатанта добавляли 1 мл 200 мкМ раствора 
DPPH (Sigma-Aldrich, Германия) и инкубировали образцы 30 мин при комнатной температуре. 
Для анализа общей антиоксидантной активности полученные экстракты разбавляли в 80 %-ном 
этаноле в 3 раза и регистрировали кинетику изменения оптической плотности раствора при 517 нм 
в течение 10 мин. В качестве контроля выступал супернатант без добавления DPPH. Количество 
нейтрализованного DPPH на 1 г навески растительного материала рассчитывали по разнице ис-
ходной и конечной концентраций DPPH, с учетом разбавления, используя калибровочную кри-
вую, построенную с применением коммерческого DPPH (Sigma-Aldrich, Германия).

Экспрессию гена PR-2, кодирующего один из ключевых антипатогенных белков PR-2 (β-1,3-глю- 
каназу), определяли с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР), как описано в работе [16], 
с применением амплификатора MJ Mini Cycler (Bio-Rad, США) и олигонуклеотидных прай- 
меров (прямой 5′GACG CCTC AACG ACTG TAGG3′ и обратный 5′CAGC CGCA CATG TATT 
GGTC3′), рассчитанных нами в программе Vector NTI (Invitrogen Corp.). В качестве гена-нормали- 
затора использовали ген 18S rRNA, праймеры для которого были взяты из работы [16] (праймеры 
синтезированы в Институте биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси). Продукты ПЦР 
разделяли при помощи горизонтального гель-электрофореза на установке Wide Mini-Sub Cell GT 
(Bio-Rad, США) и визуализировали, используя краситель SYBR Green (Fermentas, Литва).

Анализ продуктов электрофореза и иммуноблотинга проводили в программе TotalLab v.2.01. 
Для измерения оптической плотности использовали спектрофотометр Uvikon 931 фирмы Kontron 
(Германия). Все данные представлены как средние арифметические и их стандартные отклонения, 
вычисленные из трех независимых опытов. Статистическую обработку данных осуществляли  
с помощью программы SigmaPlot 11.2.

Результаты и их обсуждение. Использование красных и синих светодиодов при выращивании 
огурцов показало, что в таких условиях изменяются отдельные морфометрические показатели. 
Так, под синим светом (вариант «Синий») наблюдалось увеличение высоты растений в 1,6 раза по 
сравнению с контролем (вариант «Белый»), в то же время под светодиодным осветителем с двумя 
спектральными полосами (вариант «Красный + Синий») растения по высоте практически не 
отличались от контроля (см. таблицу). При этом по площади первого листа опытные варианты  
и контроль достоверно не различались, а сухая масса во всех опытных вариантах была несколько 
выше контроля (см. таблицу). Выявленное действие синих светодиодов на рост растений огурца 
может быть опосредовано фототропинами – рецепторами синего света, контролирующими про- 
цесс фототропизма. Фототропины также участвуют в осуществлении поворота к солнцу листьев 
растений [17]. В наших экспериментах наблюдался такой же эффект после действия синего света. 
Например, в опытных вариантах («Синий», «Красный + Синий») и в контроле («Белый») листья 
были ориентированы перпендикулярно падающему свету, а в варианте «Красный», т. е. при от-
сутствии синей спектральной полосы в освещении, наблюдалась частичная дезориентация ли-
стовой пластинки.

Морфометрические показатели растений огурца при освещении красными и синими светодиодами

Вариант освещения Высота растений, см Площадь листа, см2 Cухая масса, мг/г сыр. массы

Белый 13,3 ± 1,6 29,8 ± 1,5 85 ± 2
Красный 13,5 ± 1,6 32,5 ± 3,8 92 ± 3
Красный + Синий 13,4 ± 1,6 25,6 ± 3,9 101 ± 2
Синий 21,7 ± 1,8 26,9 ± 2,6 100 ± 4

Показано некоторое снижение функциональной активности ФС2 при выращивании растений 
огурцов под красными и синими светодиодами как по отдельности, так и при их сочетанном 
использовании. Это выражалось в снижении квантового выхода фотохимических реакций ФС2 
φФС2 в опытных вариантах: «Красный» – на 7,5 %, «Красный + Синий» на – 7,5, «Синий» – на 
10,3 % по сравнению с контролем (рис. 1). На ингибирование активности ФС2 при использовании 
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узкополосного освещения указывает также снижение 
эффективности работы электрон-транспортной цепи 
ETR («Красного» – на 7,5 %, «Красного + Синего» – на 
7,8, «Синего» – на 10,5 %) и заметное увеличение кон- 
станты нефотохимического тушения qN («Красный» – 
на 60 %, «Красный + Синий» – на 139, «Синий» – на 
120 %) по сравнению с растениями, выращиваемыми 
под белым светом (рис. 1).

Выявленное снижение активности ФС2 в условиях 
узкополосного светодиодного освещения может быть 
связано со стрессовым воздействием, в том числе  
с высокой долей фотосинтетически активного света  
в спектре использованных светодиодов (ввиду больших 
значений константы нефотохимического тушения). 
Однако, принимая во внимание лишь небольшое сни- 
жение активности ФС2 и показанное нами ранее от- 
сутствие нарушения целостности клеточных мембран 
в таких условиях [18], речь идет об умеренном стрессе, 
предполагающем протекание адаптационных процес- 
сов в растительном организме. Причиной снижения 
функциональной активности ФС2 и ослабления тран- 
спорта электронов может быть перераспределение  
в белковом составе ФС при продолжительном дейст- 
вии новых условий освещения. Ранее нами показано 
снижение содержание белков светособирающих ком- 
плексов ФС1 (Lhca1-4) при освещении синими или 
красными светодиодами [19]. В данной работе изу- 
чено содержание белков мигрирующего светособи- 
рающего комплекса LHCII (Lhcb1 и Lhcb2) и белка 
PsaA ядра ФС1. Анализ показал, что при освещении 
синими и красными светодиодами (как по отдельности, 
так и совместно) происходит незначительное умень- 
шение содержания комплекса LHCII: «Красного» – на 
0,5 %, «Красного + Синего» – на 34, «Синего» – на 36 % 
в среднем по сравнению с контролем (рис. 2, a). В то 
же время синий свет приводил к заметному увеличе-
нию (в 2 раза) содержания белка PsaA ядра ФС1 отно- 
сительно контроля (рис. 2, b).

Представленные данные находятся в соответствии с результатами, изложенными выше,  
и показывают, что при освещении красными и синими светодиодами (совместно либо по отдель- 
ности) в растениях огурца происходит уменьшение количества светособирающих комплексов. 
Это объясняет небольшое снижение активности ФС2 в таких условиях и указывает на регуляцию 
экспрессии генов белков фотосистем в ходе адаптации фотосинтетического аппарата растения  
к продолжительному действию специфических условий освещения [2]. 

Для анализа влияния узкополосного освещения на компоненты защитной системы нами 
изучена общая антиоксидантная (антирадикальная) активность экстрактов листьев огурца по 
нейтрализации радикала DPPH и уровень экспрессии гена, кодирующего один из важнейших 
антипатогенных белков – белок PR-2. 

Тест с использованием радикала DPPH показал наибольшую антиоксидантную активность  
в растениях под красным светом и несколько сниженную (на 9 %)  способность нейтрализовы- 
вать свободные радикалы в растениях под синими светодиодами по сравнению с белым светом 
(рис. 3, a). Количество нейтрализованного DPPH в варианте «Красный + Синий» было близко  

Рис. 1. Показатели активности ФС2 в листьях 
огурца при освещении красными и синими 

светодиодами 
Fig. 1. Parameters of PS2 performance in leaves 

of cucumber illuminated with red and blue LEDs
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к контролю (варианту «Белый»). Полученные нами данные, соответствующие изложенным в пре- 
дыдущих публикациях результатам [12, 13], позволяют сделать вывод о том, что красный узко- 
полосный свет стимулирует антиоксидантную систему растения огурца, в то время как синий 
свет ее несколько ослабляет. 

Анализ экспрессии генов, кодирующих антипатогенный белок PR-2, показал наличие ампли-
конов гена PR-2 во всех изученных вариантах, в том числе в контрольном (рис. 3, b). Наибольшее 
их число (154 % от контроля) обнаружено в образцах растений, выросших под красными светоди-
одами (рис. 3, c). В остальных вариантах уровень экспрессии гена PR-2 близок к контролю. Таким 
образом, полученные результаты показывают, что красный узкополосный свет индуцирует экс- 
прессию PR-2, а другие варианты освещения не влияют на этот процесс.

Заключение. Показано, что узкополосное освещение растений огурца с применением  красных 
и синих светодиодов (совместно либо по отдельности) вызывает незначительное снижение актив- 
ности ФС2, связанное со стрессовым влиянием большой доли эффективно поглощаемого фотосин-
тетическими пигментами света. При этом происходит адаптация фотосинтетического аппарата, 

Рис. 2. Содержание белков комплекса LHCII (а) и белка PsaA (b) ядра ФС1 в листьях огурца при использовании 
осветителей с красными и синими светодиодами

Fig. 2. Contents of LHCII complex proteins (a) and PS1 core protein PsaA (b) in leaves of cucumber illuminated with red  
and blue LEDs

Рис. 3. Общая антиоксидантная активность (а) и экспрессия гена PR-2 (b, c) в листьях огурца при освещении 
красными и синими светодиодами 

Fig. 3. Total antioxidant activity (a) and PR-2 gene expression (b, c) in leaves of cucumber illuminated with red  
and blue LEDs
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сопровождающаяся изменением белкового состава фотосистем и усилением нефотохимического 
тушения флуоресценции хлорофилла. В то же время такое освещение в целом не оказывает суще- 
ственного влияния на морфометрические показатели растения (площадь листа и сухая масса), за 
исключением интенсификации роста при использовании только синих светодиодов. Под красным 
узкополосным светом, в отличие от других вариантов освещения, активизируется антиоксидантная 
и антипатогенная защита. Данные результаты следует учитывать при разработке светодиодных 
осветителей для сельскохозяйственных растений.
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НОВЫЙ СПОСОБ ЭКСТРАКЦИИ КАРОТИНОИДОВ ИЗ СОЦВЕТИЙ ЗОЛОТАРНИКА 
КАНАДСКОГО (SOLIDAGO CANADENSIS L.) ДЛЯ СОЗДАНИЯ ПРЕПАРАТОВ  

С АНТИОКСИДАНТНЫМИ СВОЙСТВАМИ

Проанализированы экстрагирующие свойства различных органических растворителей. Показана перспективность 
использования смеси касторового масла с 96 %-ным этанолом для более полного извлечения каротиноидов из 
растительного материала и создания недорогих экологически безопасных препаратов с антиоксидантными противо- 
воспалительными свойствами. В качестве растительного сырья предлагается использовать соцветия золотарника 
канадского, который является широко распространенным инвазивным видом и практически неограниченным сырье- 
вым ресурсом.

Ключевые слова: золотарник канадский (Solidago canadensis L.), экстракция, каротиноиды, биологически актив-
ные соединения.

N. A. Kopylova, N. A. Laman

V. F. Kuprevich Institute of Experimental Botany of the National Academy of Sciences of Belarus,  
Minsk, Republic of Belarus

NEW METHOD FOR CAROTENOID EXTRACTION FROM SOLIDAGO CANADENSIS BLOSSOMS  
AS A BASIS FOR THE CREATION OF DRUGS WITH ANTIOXIDANT PROPERTIES

The extracting properties of various organic solvents is studied. The significance of using a mixture of castor oil with 
96% ethanol for a more complete extraction of carotenoids from plant material and to create inexpensive environmentally 
safe anti-inflammatory drug with antioxidant properties is established. It is suggested to use Canadian goldenrod blossoms as 
unlimited raw resource, to reduce the spread of this extended invasive species.

Keywords: Solidago canadensis L., extraction, carotenoids, biologically active substances.

Введение. Антиоксидантные свойства каротиноидов стимулировали интерес к их изучению 
в связи с риском развития рака простаты, легких, желудочно-кишечного тракта и других органов 
и тканей. Препаратам, содержащим антиоксиданты, сегодня придается большое значение также 
в профилактике заболеваний глаз, сердца, сосудов, в укреплении иммунной системы. В связи  
с этим приобретает актуальность выбор растительного материала, богатого каротиноидами,  
и способ извлечения каротиноидов с максимально возможным выходом.

В последние годы все более усиливается тенденция к ограничению использования раствори- 
телей в пищевой промышленности. Многие органические растворители, которые применяли  
в промышленности для экстрагирования липофильных веществ, подвергнуты запрету или ограни-
чению в использовании. Например, хлористый метилен довольно широко применялся в фарма- 
цевтической промышленности для экстракции каротиноидов плодов шиповника [1]. Однако, как 
показывает накопленный опыт, даже жесткие условия очистки не позволяют полностью удалить 
неполярные органические растворители из экстракта и шрота [2].

Растительные масла являются экологически безопасными экстрагентами, но степень экстрак- 
ции каротиноидов невысока из-за длительности и низкой эффективности процесса массообмена 
в масляном экстракте. Кроме того, желательно добавление более полярного компонента для 
извлечения кислородсодержащих каротиноидов – ксантофиллов.

Среди растительных масел можно выделить касторовое, обладающее рядом свойств, которые 
могут сделать более эффективным процесс экстракции не только каротинов, но и ксантофиллов. 

© Копылова Н. А., Ламан Н. А., 2016
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Оно смешивается со спиртом в соотношении 1:1 и менее стойко при хранении, не окисляется, не 
высыхает, относится к недорогим продуктам [3, 4]. Повысить выход каротиноидов, как мы пред- 
полагаем, можно путем добавления этанола (Эт)  к касторовому маслу (КМ). Это позволило бы 
создавать смеси с более полярными свойствами, т. е. изменять полярность экстрагента, варьируя 
соотношение масло:спирт. 

Известно, что золотарник канадский используется в народной медицине как антисептическое, 
ранозаживляющее средство. Предварительные исследования показали, что соцветия золотарника 
канадского отличаются высоким содержанием каротиноидов. В связи с этим целью работы 
явилось создание основы для разработки антиоксидантного препарата с противовоспалительным 
действием путем экстракции каротиноидов с помощью смеси КМ и Эт.

Материалы и методы исследования. В качестве объектов исследования использовали замо-
роженные соцветия золотарника канадского. Для сравнения экстрагирующей способности смеси 
КМ:Эт брали сухие гипантии шиповника морщинистого, сухие плоды рябины обыкновенной, 
рябины круглолистной, боярышника мягковатого.

Опыт работы с соцветиями золотарника как с сырьем для экстракции биологически активных 
соединений показал, что их лучше хранить в замороженном виде, так как при высушивании 
цветки быстро превращаются в пух, не содержащий каротиноидов. В связи с этим эксперименты 
проводили с замороженным материалом. Чтобы удалить воду, появляющуюся после оттаивания, 
материал растирали с безводным сульфатом натрия. Для экстракции каротиноидов использовали 
гексан, этилацетат, 96 %-ный Эт,  смеси КМ:96 %-ный Эт в соотношении 1:5 и 1:10.

Концентрацию каротиноидов в экстрактах определяли спектрофотометрически (спектрофо- 
тометр Jasco V-630, Тайвань) по β-каротину согласно стандартной методике [5]. Экстракты цвет-
ков золотарника хроматографировали на жидкостном хроматографе «Цвет 4000» (Россия). 

Результаты и их обсуждение. Экстракция органическими растворителями. На рис. 1 приве- 
дены хроматограммы экстрактов цветков золотарника канадского. Показано, что практически 
все экстрагируемые каротиноиды выходят в составе одного пика. 

Из литературы известно, что большая часть каротиноидов желтых цветков и листьев относятся 
к классу ксантофиллов, причем чаще всего они находятся в виде эфиров. В связи с этим нами 

Рис. 1. Хроматограммы экстрактов цветков золотарника канадского (a – этилацетат, b – 96 %-ный этанол).  
Ось абсцисс – время удерживания, мин; ось ординат – сигнал СФ-детектора, мВ

Fig. 1. The chromatograms of Solidago canadensis flower extracts (a – ethyl acetate, b – 96 % ethanol).  
X-axis – retention time, min; Y-axis – signal of spectrophotometric detector, mV
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изучено влияние процедуры омыления на изменение концентрации каротиноидов в экстрактах 
цветков золотарника канадского.         

Влияние омыления на содержание каротиноидов в экстракте цветков золотарника канадского. 
Навеску цветков золотарника канадского растирали с безводным сульфатом натрия до получения 
однородной массы, в качестве экстрагентов использовали этилацетат и смесь ацетон:Эт в соот- 
ношении 3:1. Омыление проводили в темноте при комнатной температуре, так как нагревание в ще- 
лочной среде приводит к разрушению каротиноидов. В колбу с экстрактом добавляли 1 г гидро- 
ксида калия и проводили омыление в течение 20 мин при встряхивании, после чего определяли 
концентрацию каротиноидов спектрофотометрическим методом. Данные представлены в табл. 1.

Т а б л и ц а  1. Влияние процедуры омыления на содержание каротиноидов  
в экстрактах цветков золотарника канадского

Экстрагент
Содержание каротиноидов, мг/100 г

 % к контролю
до омыления после омыления

Этилацетат 42,4 40,3 95,05
Гексан:этанол (1:1) 47,2 44,72 94,75

Омыление приводило к частичному разрушению каротиноидов, однако без нагревания и света 
потери были невелики и составили примерно 5 %. Можно было бы ожидать некоторого увеличения 
концентрации свободных ксантофиллов из-за разрыва сложноэфирных связей, но, по-видимому, 
этого не произошло. Спектры поглощения стандарта лютеина и экстракта цветков без омыления 
сходны (рис. 2). 

Рис. 2. Спектры поглощения стандарта лютеина (а), экстракта цветков золотарника без омыления (b)  
и после омыления (c)

Fig. 2. Absorption spectra of lutein standard (a), goldenrod flower extract without saponification (b)  
and after saponification (c)
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Поскольку концентрация каротиноидов под влиянием омыления изменилась незначительно, 
предположили, что данная процедура не является необходимой и в дальнейшем ее не проводили. 
Это позволило сократить время приготовления экстрактов и сохранить каротиноиды в нативном 
состоянии. 

Экстрагирующая способность различных органических растворителей. Подбор органических 
растворителей осуществляли, исходя из опыта экспериментальной работы с экстрактами каро- 
тиноидов растительных тканей, проведенной нами ранее [6, 7]. Для сравнения экстрагирующей 
способности использовали растворители различной полярности: гексан, этилацетат, 96 %-ный 
Эт, смеси КМ:96 %-ный Эт в соотношении 1:5, КМ:96 %-ный Эт в соотношении 1:10. Основными 
каротиноидами цветков золотарника канадского являются ксантофиллы, поэтому для их извлече- 
ния необходим растворитель более полярный, чем гексан, но с меньшей полярностью, чем 96 %-ный 
Эт. Нам представлялось важным сравнить экстрагирующую способность разных по химической 
природе соединений, чтобы определить тот интервал полярности, которой должен обладать эффек-
тивный растворитель для данного материала. 

Вместе с тем экстрагент не должен быть токсичным. С этой целью использовали смеси КМ  
с Эт, что позволяло: 1) создать смесь с более полярными свойствами; 2) изменять полярность 
экстрагента, варьируя соотношение масло:спирт. 

Процедура экстрации была одинаковой для всех вариантов (навеска материала 0,5 г, объем 
экстрагента 5 мл, время экстракции 30 мин, комнатная температура), при этом не ставилась цель 
достичь полного извлечения каротиноидов. Полученные данные представлены на рис. 3. 

Показано, что максимальное количество каротиноидов извлекается смесью КМ:Эт в соотно- 
шении 1:10, что составляет 229,6 % по сравнению с применением 96 %-ного Эт. Экстрагирующая 
способность смеси с более высоким содержанием КМ (1:5) оказалась ниже – 124,2 % к контролю.

Спектры поглощения экстрактов цветков золотарника в некоторых исследуемых растворителях 
представлены на рис. 4. 

Высокая экстрагирующая способность смеси КМ:Эт в соотношении 1:10 проявилась также 
при использовании других экспериментальных объектов – сухих гипантиев шиповника, плодов 
рябины обыкновенной, рябины круглолистной, боярышника мягковатого. Данные представлены 
в табл. 2.

Таким образом, использование смеси КМ:96 %-ный Эт в соотношении 1:10 позволяет наибо-
лее полно извлекать каротиноиды из растительного материала.

Рис. 3. Экстрагирующая способность различных органических соединений. Концентрация каротиноидов, 
извлекаемая 96 %-ным этанолом, принята за 100 %. КМ – касторовое масло, ЭА – этилацетат, 96 %-ный Эт  

и Э – 96 %-ный этанол
Fig. 3. The extracted ability of various organic compounds. The concentration of carotenoids extracted  

with 96 %-ethanol, is taken as 100 %. Legend: KM – castor oil, ЭA – ethyl acetate, 96 %-Эт and Э – 96 %-ethanol
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Т а б л и ц а  2. Сравнение экстрагирующих способностей гексана и смеси КМ:Эт

Объект
Содержание каротиноидов, мг/г воздушно-сухой массы %  

к контролюГексан (контроль) КМ:Эт в соотношении 1:10

Шиповник морщинистый 16,4 27,8 170,12
Рябина обыкновенная 10,43 15,0 143,82
Рябина круглолистная 1,0 1,9 190,0
Боярышник мягковатый 6,07 8,12 133,77

 
КМ является недорогим, экологически безопасным продуктом, издавна используется как 

народное средство для ухода за кожей лица и волосами, не образует пленку и хорошо впитывается 
кожей. Оно может послужить основой для создания косметических средств, мазей с антиоксидант- 
ными свойствами, которые, возможно, найдут применение в медицинской практике для ускорения 
заживления ран, профилактики пролежней.

Заключение. В результате экспериментальных исследований проанализированы экстрагиру-
ющие свойства различных органических растворителей. Показана перспективность использова-
ния смеси касторового масла с 96 %-ным этанолом для более полного извлечения каротиноидов 
из растительного материала и создания недорогих экологически безопасных препаратов с анти-
оксидантными противоспалительными свойствами. В качестве растительного сырья предлагает-
ся использовать соцветия золотарника канадского, который является широко распространенным 
инвазивным видом и практически неограниченным сырьевым ресурсом.

Рис. 4. Спектры поглощения экстрактов цветков золотарника в 96 %-ном этаноле (а)  
и в смесях КМ:96 %-ный этанол в соотношении 1:5 (b) и 1:10 (c)

Fig. 4. Absorption spectra: extract of goldenrod flowers with 96 %-ethanol (a), extracts of goldenrod flowers  
with mixtures of castor oil:96 %-ethanol = 1: 5 (b), and castor oil:96 %-ethanol = 1:10 (c)
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ЭКСПРЕСС-ОЦЕНКА СТРЕССОУСТОЙЧИВОСТИ ИНТРОДУЦИРУЕМЫХ  
СОРТОВ ВИНОГРАДА (VITIS) ПО АКТИВНОСТИ  

ОКИСЛИТЕЛЬНО-ВОССТАНОВИТЕЛЬНЫХ ФЕРМЕНТОВ 

Экспериментально проверена возможность использования окислительно-восстановительных (Red/Ox) фермен- 
тов как биохимических маркеров для экспресс-оценки стрессоустойчивости сортов винограда к неблагоприятным 
абиотическим факторам и выявления перспективных сортов для введения их в промышленную культуру. Показано, 
что активность Red/Ox-ферментов обусловлена сортовой специфичностью винограда и в значительной мере зависит 
от интенсивности и продолжительности воздействия стрессобразующих факторов. Установлено, что биохимические 
показатели Red/Ox-системы растений (активность изоферментов пероксидазы и супероксиддисмутазы) представляют 
собой информативные характеристики для экспресс-оценки стрессоустойчивости и биологической пластичности 
растений винограда. 

Наибольшая устойчивость к факторам абиотического стресса (водный дефицит, пониженные температуры  
и недостаточная освещенность), выявленная у сортов винограда североамериканской селекции (Маркетт и Маршал 
Фош) четко коррелировала с изменениями активности Red/Ox-ферментов. При этом обнаружено, что устойчивые  
к стрессовым воздействиям сорта винограда по сравнению с восприимчивыми отличаются изначально более высокой 
активностью изоферментов пероксидазы и супероксиддисмутазы и более совершенным механизмом реализации их 
действия. Соответственно, сорта винограда европейской селекции (Пино Нуар, Красень), полученные исключительно 
на основе генетического материала V. vinifera, проявили более низкую адаптивность к стрессобразующим факторам, 
чем более выносливые и пластичные сорта американской группы, что подтверждено результатами биохимических, 
биометрических и морфофизиологических исследований. 

Ключевые слова: сорта винограда, стрессоустойчивость, адаптация, биологическая пластичность, Red/Ox-фер- 
менты, пероксидаза, супероксидисмутаза. 

E. N. Oleshuk, A. N. Griz, E. H. Popoff, T. G. Yanchevskaya 

V. F. Kuprevich Institute of Experimental Botany of the National Academy of Sciences of Belarus,   
Minsk, Republic of Belarus 

EXPRESS-ASSESSMENT OF INTRODUCED VITIS SPECIES’ STRESS RESISTANCE  
USING RED/OX-MARKERS

 There were obtained the experimental data with the possibility of using Red/Ox-enzymes as biochemical markers for 
rapid assessment of stress-resistant to abiotic factors of grape varieties, and identify promising varieties of grapes for introduc-
ing them into industrial culture. Found that the biochemical parameters characterizing Red/Ox-plant system (activity of iso-
enzymes of peroxidase and superoxide dismutase) are informative experimental data for rapid assessment of stress resistance 
and biological plasticity plants grapes. Active Red/Ox-enzymes due to varietal specificity of grapes and largely depends on the 
intensity and duration of exposure factors stress factors.

The greatest resistance when abiotic stress (water deficit, lower temperatures and insufficient illumination) showed grapes 
North American breeding, in particular, Marquette and Marshal Foch, correlating with the change in activity of Red/Ox-
enzymes. Found that resistant grape varieties compared with the susceptible, are initially more high Red/Ox-enzymes (isoen-
zymes of peroxidase and superoxide-dismutase) and a better mechanism for their implementation. According to biochemical, 
morphological and biometrical studies in European breeding grapes (Krasen) obtained from grapes V. vinifera, Marked lower 
adaptability to stress factors compared to more labile and plastic strains of the American group.

Keywords: grapes varieties, stress, adaptation, biological plasticity, frost resistance, oxidative stress, Red/Ox-enzymes 
superoksidismutaza, peroxidase.

Введение. Традиционно считается, что виноград (Vitis) – чрезвычайно требовательная к усло- 
виям освещенности и теплообеспеченности культура. Вместе с тем известно, что виноград 
отличается высокой биологической пластичностью, вследствие чего возможно его успешное 
выращивание в самых разных природно-климатических условиях [1, 2]. 
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Виноградарство Республики Беларусь в настоящее время находится в стадии становления. 
Селекция винограда в республике до недавнего времени не проводилась, поэтому практически 
все сорта являются интродуцированными [2, 3]. Внедрение перспективных для агроклимати- 
ческих условий Беларуси сортов из мировой ампелографической коллекции позволяет в корот- 
кие сроки увеличить продуктивность виноградных насаждений. Вместе с тем выбрать лучшие 
фенотипы (сорта, гибридные формы) для интродукции – задача непростая и ответственная, 
требующая тщательного анализа биологических особенностей растений, в частности сортовой 
реакции (сортоспецифичность) на агроэкологические условия культивации. В климатических 
условиях зоны рискованного виноградарства, к которой принадлежит вся территория респуб- 
лики, следует обращать особое внимание на способность сортов адаптироваться к местным 
условиям [3–7].

С учетом районирования в Беларуси проводятся многолетние испытания новых сортов  
и гибридных форм винограда в полевых условиях. Чтобы сократить материальные затраты и время 
на эти исследования, актуальным является развитие и внедрение экспресс-диагностики стрес- 
соустойчивости образцов и форм Vitis, основанной на измерении активности ферментов их окис- 
лительно-восстановительной системы (Red/Ox-системы) [8–10]. Известно, что при стрессовых 
воздействиях разной природы в растениях развивается неспецифическая ответная реакция, сопро-
вождающаяся генерацией активных форм кислорода (АФК), которые вызывают повреждения 
различных компонентов живых клеток (белков, ДНК, липидов), приводящие к нарушению их 
функций. В нейтрализации АФК участвуют ферменты Red/Ox-системы, в частности изоэнзимы 
пероксидазы (ПО, КФ 1.11.1.7) и супероксиддисмутазы (СОД, КФ 1.15.1.1) [10–12]. Сравнительный 
анализ результатов биохимических, физиологических и морфометрических исследований выяв- 
ляет корреляции, дающие возможность заранее оценить устойчивость растений винограда к абио- 
тическим стрессовым воздействиям в полевых условиях. 

Цель настоящего исследования – разработка метода оценки биологической пластичности  
и приспособляемости образцов винограда с использованием современных биохимических под- 
ходов, которые позволяют в короткие сроки обосновать и спрогнозировать выбор среди его новых 
стрессоустойчивых и высокоадаптивных сортов, наиболее перспективных для введения в про- 
мышленную культуру.  

Материалы и методы исследований. Исходным посадочным материалом служили оздоров- 
ленные in vitro растения Vitis, предоставленные НИВиВ «Магарач» (Ялта). Работа проводилась 
на сортах винограда различной генетической природы и происхождения (Бианка, Красень, Мар- 
кетт, Маршал Фош, Пино Нуар и др.) из различных эколого-географических регионов и селекци-
онных центров мирового виноградарства (Западная Европа, Серная Америка, Юг России). 

Эксперименты проводили в биотехнологическом комплексе (БТК-1), который обеспечивает 
круглогодичный цикл выращивания растений. Нами создавались условия, моделирующие абио- 
тический стресс различной природы. Так, исследованы стрессовые воздействия пониженной  
и повышенной температуры, пониженной освещенности, недостаточного и избыточного увлажне- 
ния. Температурный стресс (холодовой шок) создавали путем помещения вегетирующих расте- 
ний в холодильную камеру (при +3 °С), без их предварительной закалки, на 1 сут; недостаток 
освещенности создавали притенением; водный стресс различной природы моделировали: а) пре- 
кращением полива в течение 3–5 сут (стресс фиксировали по снижению тургора в листьях);  
б) избыточным увлажнением путем затопления корневой системы растений водой в течение 3 сут. 

Активность изоферментов ПО и СОД в листьях винограда измеряли после проведения 
электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ) SE-250 согласно [12], на основании того, что 
интенсивность окрашивания нитросиним тетразолиевым прямо пропорционально коррелирует  
с активностью ферментов [13]. Электрофореграммы сканировали, обрабатывали с помощью 
компьютерных программ Total/Lab 3.2. Интенсивность перекисного окисления липидов (ПОЛ)  
в листьях растений винограда определяли по содержанию малонового диальдегида (МДА), 
используя стандартную методику [14]. 

Результаты и их обсуждение. Для проведения исследований были выбраны типичные сорта 
из разных эколого-географических селекционных центров виноградарства (табл. 1).
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Т а б л и ц а  1. Краткая биологическая характеристика сортов винограда,  
являющихся объектами исследований

Наименование сорта  
и схема гибридизации

Сортогруппа 
винограда

Сила  
роста Зимостойкость

Оценка  
устойчивости

 к болезням  
(милдью), балл

Страна, 
селекционный 

центр 

Пино Нуар (Pinot Noir)
(Траминер × Пино Менье)

Виноград европейский
V. vinifera Слабая –21 ºС 4 

(низкая) Франция

Маршал Фош (Marechal Foch),
(Рипариа × Рупестрис 101-14) × 
 Гольдрислинг)

Межвидовой 
франко-американский 
гибрид (FAH)

Средняя –30 ºС 2 
(высокая) США

Бианка (Bianka)
(Виллар Блан × Шасла Бувье)

Сложный межвидовой 
гибрид 
на основе V. vinifera

Средняя –26…–27 ºС 2 
(высокая) Венгрия

Красень (Krasen), (Антей  
Магарачский × Сверхранний 
Бессемянный Магарача)

Сложный межвидовой 
гибрид на основе  
V. vinifera

Высокая –24…–25 ºС 2–3 
(средняя)

Крым,
НИВиВ 
«Магарач»

Маркетт (Marquette),
(МN 1094 × Ravat 262)

Сложный межвидовой 
гибрид (АН)

Очень  
высокая –32…–36 ºС 1–2 

(очень высокая) США

Пино Нуар относится к эколого-географической группе классических западноевропейских 
сортов винограда, отличается слабой морозоустойчивостью и низкой устойчивостью к болезням, 
очень высокими вкусовыми качествами; Маршал Фош – представитель группы франко-американ- 
ских гибридов (French-American Hybrids, FAH); Бианка и Красень – сложные межвидовые гибриды 
современной селекции из разных селекционных центров Европы, в которых преобладают гены 
европейского винограда V. vinifera; Маркетт – один из новейших сортов северо-американской 
селекции (American Hybrids, AH) сложной генетической природы, сочетающий в себе высокую 
урожайность и стабильность плодоношения с высокой устойчивостью к морозу и основным 
болезням виноградной лозы. Сорт Пино Нуар еще на стадии адаптации in vivo показал низкую 
биологическую пластичность и адаптивность (выпад саженцев более 50 %), потому сорт был 
отбракован как неперспективный еще на первом этапе опытов.

Экспресс-метод оценки ответа растений винограда на абиотические стрессовые воздействия 
основан на реакциях растительной клетки, выражающихся в дифференциальной активации 

Рис. 1. Изоэнзимный спектр ПО в листьях винограда различных сортов в зависимости от вида стресса.  
Треки: 1, 2, 5 – контрольные (Бианка, Маршал Фош, Маркетт соответственно); 3, 7 – водный стресс  

(Маршал Фош и Бианка); 4, 8 – затенение (Бианка и Маршал Фош); 6 – низкотемпературный стресс (Маркетт)
Fig. 1. Isoenzymes spectrum of peroxides on the leaves of grapes of different varieties depending on the type of stress. 

Tracks: 1, 2, 5 – control (Bianca, Marshal Foch, Marquette, respectively); 3, 7 – water stress (Marshal Foch and Bianca); 
4, 8 – shading (Bianca and Marshal Foch); 6 – low-temperature stress (Marquette)
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изоферментов Red/Ox-системы (ПО и СОД), отличающихся своей интенсивностью и спектром 
молекулярных форм. Стрессовые воздействия различной интенсивности и экспозиции оказывают 
негативное влияние на физиологические и биохимические параметры развития растения 
винограда и приводят к нарушению гомеостаза. Полученные результаты приведены на рис. 1, 2  
и в табл. 2, 3. 

Т а б л и ц а  2. Активность ПО в клетках листьев винограда  
(компьютерная обработка электрофореграммы рис. 1)

Изоформа
Rf 

Трек 1 Трек 2 Трек 3 Трек 4 Трек 5 Трек 6 Трек 7 Трек 8

1 0,090 0,021 0,093 0,086 0,079 0,086 0,024 0,034
2 0,214 0,169 0,193 0,400 0,297 0,331 0,100 0,079
3 0,359 0,21 0,393 0,472 0,383 0,400 0,386 0,328
4 0,445 0,431 0,652 0,493 0,59 0,541 0,486 0,593
5 0,559 0,469 0,697 0,593 0,734 0,662 0,524 0,693
6 0,645 0,731 0,717 0,714 0,800 0,783 0,769 0,834
7 0,721 0,859 0,952 0,924 0,848 0,848 0,828
8 0,090 0,021 0,890 0,869
9 0,907

П р и м е ч а н и е. Треки: 1, 2, 5 – контрольные (Бианка, Маршал Фош, Маркетт соответственно); 
3, 7 – водный стресс (Маршал Фош и Бианка); 4, 8 – затенение (Бианка и Маршал Фош); 6 – низко- 
температурный стресс (Маркетт).

Представленные данные указывают на нарушение гомеостаза и, соответственно, Red/Ox-
статуса растений при культивировании в моделирующих стресс условиях опытов, что прослежи- 
вается по изменению активности ПО и СОД, а также по накоплению МДА. 

Установлено, что в неблагоприятных условиях спектр энзимов Red/Ox-системы усиливается, 
однако изменение их активности характеризуется особенностями, зависящими от сорта растения, 
природы стресса и его интенсивности. Так, например, в состоянии водного и температурного 
стресса устойчивый сорт американской селекции Маркетт проявил наибольшее значение окраши- 
вания ПО (тестируется по интенсивности окраски, см. рис. 1, треки 5, 6). Отметим, что относи- 

Рис. 2. Активность экспрессии изоэнзимов СОД в листьях винограда различных сортов в зависимости от вида стресса.  
Треки: 1, 5 – контроль (Бианка и Маркетт); 2, 6 – низкотемпературный стресс (Бианка и Красень); 3, 7 – водный 
стресс (Маршал Фош и Маркетт); 4, 8 – затенение (Бианка и Маркетт). Точками на полосах (справа) выделены  

зоны с выраженными изменениями
Fig. 2. Expression of SOD isoenzymes of in leaves of grapes cultivars depending on the type of stress. Tracks: 1, 5 –  

controls (Bianca and Marquette); 2, 6 – low-temperature stress (Bianca and Krasen); 3, 7 – water stress (Marshal Foch  
and Marquette); 4, 8 – shading (Bianca and Marquette). Points on the bands (right side) on allocated to areas with  

pronounced changes
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тельно высокое окрашивание ПО присуще данному сорту изначально (трек 3) и, видимо, закреп- 
лено конститутивно. 

Ухудшение физиологического состояния растительных клеток в условиях абиотического 
стресса связано с накоплением МДА и увеличением супероксид-анион радикалов, что приводит 
к изменению активности ферментов антиоксидантной защиты (ПО и СОД), которые призваны 
предотвратить нарушение гомеостаза и Red/Ox-статуса растения. 

В целом, данные электрофореза в ПААГ (рис. 1) показывают, что устойчивые к стрессу 
растения (сорта Маркетт, Маршал Фош) имеют более эффективную систему защиты, лучше 
обеспечивающую функционирование растительного организма в ухудшающихся условиях. 

По результатам компьютерной обработки электрофореграммы (рис. 1, табл. 2) видно, что стресс 
индуцирует не только интенсивность общего окрашивания, но и образование новых изоформ 
ПО (de novo) с относительной электрофоретической подвижностью белка-фермента Rf = 0,890  
и Rf = 0,907 (треки 5 и 6), что указывает на развитие защитной реакции растений винограда. 

Результаты экспериментов показали, что индуцируемые стрессом на биохимическом уровне 
защитные реакции у североамериканских сортов винограда (в первую очередь у Маркетт) выра- 
жены сильнее, чем у европейских (Бианка и Красень). При этом абиотический стресс приводил  
к увеличению интенсивности окрашивания подвижных изоформ ПО (с меньшими величинами 
Rf). Различия в спектре изоферментов ПО, вероятно, отражают сортовую специфичность расте- 
ний винограда в реакции на стрессовые воздействия и их интенсивность. 

Важность измерений активности ферментов Red/Ox-системы обусловлена их первостепенной 
ролью в антиоксидантной защите клеток от постоянно образующихся высокотоксичных кисло- 
родных радикалов [10, 11, 13]. В частности, в наших опытах об этом свидетельствуют результаты 
измерения под действием стрессобразующих абиотических факторов активности другого важ- 
нейшего фермента антиоксидантной защиты – СОД. Данные опытов представлены на рис. 2. 

Согласно полученным результатам (рис. 2, табл. 3), активация экспрессии СОД происхо- 
дит при различных видах абиотического стресса (вне зависимости от вида стрессобразующих 
факторов). 

Т а б л и ц а  3. СОД в листьях (компьютерная обработка электрофореграммы рис. 2) 

Изоформа 
Rf

Трек 1 Трек 2 Трек 3 Трек 4 Трек 5 Трек 6 Трек 7 Трек 8

1 0,158 0,141 0,053 0,130 0,046 0,651 0,120 0,113
2 0,204 0,444 0,155 0,394 0,250 0,979 0,215 0,165
3 0,236 0,581 0,317 0,472 0,461 0,317 0,451
4 0,433 0,655 0,465 0,542 0,595 0,465 0,581
5 0,570 0,951 0,592 0,592 0,673 0,602 0,651
6 0,655 0,680 0,694 0,968 0,683 0,940
7 0,930 0,961 0,975 0,901

П р и м е ч а н и е. Треки: 1, 5 – контроль (Бианка и Маркетт); 2, 6 – низкотемпературный стресс (Бианка  
и Красень); 3, 7 – водный стресс (Маршал Фош и Маркетт); 4, 8 – затенение (Бианка и Маркетт).

Вместе с тем у каждого из исследованных сортов интенсивность окрашивания нитросиним 
тетразолиевым СОД изменяется в разной степени, что указывает на сортоспецифичность 
стрессоустойчивости. Из полученных данных следует, что характер увеличения интенсивности 
окрашивания СОД в листьях винограда, в частности у сорта Маркетт, имеет определенные отли- 
чия от изменения интенсивности окраски ПО. Так, при температурном стрессе (табл. 3, трек 5) 
количество СОД-изоформ сокращается, в то время как их накопление активируется (в опыте при 
Rf = 0,651 и Rf = 0,979 соответственно, в контроле при Rf = 0,046 и Rf = 0,394). Под действием 
стрессов водного дефицита (табл. 3, трек 7) и затенения (табл. 3, трек 8) у сорта Маркетт, напротив, 
значительно увеличивается разнообразие экспрессируемых изоформ СОД. 
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При шоковом оксидативном стрессе, вызванном действием близкой к 0° положительной тем- 
пературы без предварительного закаливания, у растений винограда отмечены одновременно два 
процесса – увеличение интенсивности окраски нитросиним тетразолиевым одних видов изофер- 
ментов СОД (более подвижных) и снижение окраски других изоформ СОД (выражено у сортов 
Маркетт и Маршал Фош) на электрофореграммах (рис. 2). 

На первых этапах стрессового воздействия имели место увеличение интенсивности молекул 
СОД и, возможно, синтез фермента с его предсуществующих матричных РНК (мРНК). Можно 
предположить, что СОД участвует в детоксикации продуктов ПОЛ и последствиях абиотического 
стресса еще на раннем его этапе. Если этого недостаточно для обеспечения адаптации растений, 
включается синтез новых мРНК и молекул СОД. Следовательно, в каждом конкретном случае 
активность СОД регулируется в зависимости от метаболических потребностей клеток, что в свою 
очередь определяется интенсивностью стрессового воздействия, его длительностью, чувствитель- 
ностью растений и т. д. 

При адаптации саженцев винограда исследуемых сортов в условиях БТК-1 проводились 
биометрические наблюдения, которые включали учет основных параметров их роста и развития. 
Активизация ростовых процессов у саженцев винограда прослеживалась визуально и обычно 
сопровождалась пробуждением точки роста, началом образования новых листьев и пасынков, 
удлинением междоузлий. Возобновление роста и развития растений, испытывающих состояние 
сильного абиотического стресса, имела выраженную сортоспецифичность и напрямую зависела 
от вида повреждающего стресс-фактора, его интенсивности и продолжительности. 

Наибольшую чувствительность саженцы Vitis проявили к низкотемпературному шоку 
(табл. 2, 3). Европейские сорта (Красень) при этом претерпели нарушения гомеостаза, в частности 
у этих растений отмечалось повреждение фотосинтезирующего аппарата, вследствие чего  
в дальнейшем наблюдалась значительная задержка их  роста и развития (более чем на 10–12 сут). 
Сорта американской группы (АН), например Маркетт, хоть и имели признаки незначительного 
угнетения (снижение тургора в листьях), возобновили развитие уже на 5–7-е сутки. В дальнейшем 
они продолжили активный рост, в том числе за счет образования пасынковых побегов. 

В отличие от теплового, холодовой шок в меньшей степени приводил к нарушению гомеостаза 
и развития растений винограда. При этом сорта европейской селекции все же имели заметные 
нарушения физиологического состояния (визуально проявлялось через снижение тургора в листьях) 
и, согласно биометрическим данным (табл. 4), у их саженцев замедлились процессы роста и раз- 
вития не менее чем на 5–8 сут. 

Т а б л и ц а  4. Динамика развития саженцев винограда in vivo в зависимости от сорта

Сорт Активность
ризогенеза

Возобновление
развития,  

сут

К-во
междоузлий,  

шт.

Развитие
листьев,  

шт.

Высота растений
на 30-е сутки,  

см

Устойчивость
к патогенам,  

балл

Пино Нуар Низкая 15 ± 3 2–3 3–4 16,0 ± 2,0 4
Бианка Высокая 9 ± 2 4–5 5–6 24,0 ± 2,0 8
Красень Высокая 7 ± 2 4–5 5–6 23,0 ± 3,0 6
Маршал Фош Относительно высокая 4 ± 2 4–5 5–6 32,0 ± 3,0 8
Маркетт Высокая 10 ± 2 5–6 7–8 24,0 ± 2,0 9
 

В ходе экспериментов сорта Маркетт и Маршал Фош проявили себя как наиболее рези- 
стентные к абиотическому стрессу, что наблюдалось и визуально: листья у саженцев данных сортов 
сохранялись чистыми и здоровыми на протяжении всех опытов. Отмеченная стрессоустойчивость 
данных сортов, а в определенной мере и у сорта Бианка, коррелировала с повышением содержания 
у них менее подвижных форм СОД (верхняя и средняя часть треков). В то же время у менее 
устойчивых сортов (например, у сорта Красень) превалировали подвижные формы СОД. Выяв- 
ленные различия в экспрессии разных по Rf-параметру форм СОД, видимо, отражают сортовую 
специфичность растений винограда и характеризуют особенности их реакций на стрессовые 
воздействия. 
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По данным биометрии (табл. 4) можно проследить, как проходит процесс адаптации саженцев 
винограда in vivo в зависимости от сорта. 

Как видно из данных биометрии (табл. 4), у отдельных сортов вида V. vinifera (Пино Нуар) 
наблюдалось значительное отставание как на этапе ризогенеза, так и в процессе формирования 
вегетирующего аппарата в онтогенезе. Значительные различия в возобновлении роста и развития 
у саженцев винограда были обусловлены их сортом. Наиболее быстрая адаптация отмечена  
у межвидового гибрида американской селекции Маркетт. Относительно динамично адаптация 
происходила также у сложных межвидовых гибридов Бианка и Маршал Фош. У сортов европей- 
ского происхождения (Пино Нуар, Бианка, Красень), которые получены на основе V. vinifera, про- 
цессы адаптации в сравнении с американскими сортами замедлены, что согласуется с данными 
оценки стрессоустойчивости сортов по биохимическим показателям. У них отмечена менее 
выраженная способность к стресс-адаптации, а при активизации накопления продуктов ПОЛ 
не выявлено существенных изменений в динамике увеличения содержания и активности фер- 
ментов Red/Ox-системы. 

Вместе с тем необходимо обратить внимание, что по внешним морфометрическим показателям 
нельзя однозначно оценить степень адаптивности и потенциальной стрессоустойчивости сортов 
к конкретным абиотическим факторам. Например, стресс, вызванный пересадкой оздоровленных 
in vitro растений винограда в новые условия in vivo, первоначально приостанавливал развитие 
саженцев некоторых сортов (Бианка, Красень), однако в последующем высокая динамика их 
роста и развития возобновлялась. 

Заключение. В результате проведенных исследований установлено, что биохимические пока- 
затели, характеризующие состояние Red/Ox-системы растений (активность изоферментов ПО и СОД), 
представляют собой информативные экспериментальные данные для экспресс-оценки стрессоус- 
тойчивости и биологической пластичности растений винограда. Активность Red/Ox-ферментов 
обусловлена сортовой специфичностью винограда и в значительной мере зависит от интенсивности 
и продолжительности воздействия стрессобразующих факторов. 

По данным биохимических, биометрических и морфофизиологических исследований, у сор- 
тов винограда европейской селекции (Пино Нуар, Красень), полученных на основе винограда 
V. vinifera, более низкая адаптивность к стрессобразующим факторам по сравнению с более лабиль- 
ными и пластичными сортами американской группы. 

Сорта винограда североамериканской селекции, в частности Маркетт и Маршал Фош, 
проявили наибольшую устойчивость при абиотическом стрессе (водный дефицит, пониженные 
температуры и недостаточная освещенность), которая коррелировала с изменением активности 
Red/Ox-ферментов. 

Установлено, что устойчивые к стрессовым воздействиям сорта винограда по сравнению  
с восприимчивыми характеризуются изначально более высокой активностью Red/Ox-энзимов  
и, судя по динамике изменения ростовых процессов, более совершенным механизмом их реализации. 

По итогам выполнения задания НИР саженцы перспективных интродуцируемых сортов вино- 
града Маркетт и Маршал Фош переданы в специализированные научные и производственные 
центры по возделыванию винограда (РУП «Брестская ОСХОС НАН Беларуси», ОАО «Пинский 
винодельческий завод») для испытания в полевых условиях. 
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ОТРАБОТАННОГО СОЛОМЕННОГО СУБСТРАТА  
ПОСЛЕ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ГРИБА ВЕШЕНКА ОБЫКНОВЕННАЯ  

В КОРМЛЕНИИ МОЛОДНЯКА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 

Исследовано содержание белка, клетчатки, лигнина в соломенном субстрате при промышленном выращивании 
гриба вешенка обыкновенная на разных стадиях его роста и плодоношения. За весь цикл твердофазного куль-
тивирования Pleurotus ostreatus количество сырого протеина в субстрате увеличилось в 3,3 раза, истинного белка –  
в 2,8 раза, содержание сырой клетчатки снизилось в 3 раза, лигнина – в 1,4 раза. Активность ферментов в субстрате 
после 2–3 волн плодоношения составила (ед/г субстрата): целлюлазы – 23,4–27,3, марганецпероксидазы – 0,11–0,23, 
лакказы – 0,87–1,39. Установлено, что скармливание в составе рациона молодняка крупного рогатого скота субстрата 
вешенки позволяет обогатить рацион животных питательными веществами. Присутствие в отработанном субстрате 
вешенки комплекса целлюлолитического и лигнинолитического ферментов открывает возможности использования 
данного субстрата в кормопроизводстве с целью увеличения усвояемости грубых растительных кормов. 

Ключевые слова: Pleurotus ostreatus, соломенный субстрат, целлюлаза, марганецпероксидаза, лакказа, молодняк 
крупного рогатого скота.
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USING WASTE STRAW SUBSTRATE AFTER OYSTER MUSHROOM CULTIVATION  
FOR FEEDING OF YOUNG CATTLE

Content of protein, cellulose and lignin in the straw substrate at different stages of oyster mushroom large-scale culti-
vation have been investigated. After whole cycle of Pleurotus ostreatus growth in the solid-state culture quantity of crude 
protein and true protein in the substrate increased 3.3 and 2.8 times respectively. The content of insoluble fibers in the straw 
decreased 3 times, quantity of lignin reduced 1.4 times. Activity of enzymes in the substrate after 2–3 waves of fructification 
was the following (U/g): cellulase – 23.4–27.3, manganese peroxidase – 0.11–0.23, laccase – 0.87–1.39. It was established that 
feeding of calves straw waste of oyster mushroom industrial cultivation cause positive effect on consumption of diet nutrients. 
Presence in the waste substrate of cellulolytic and lignolytic enzymes opens new opportunities in fodder manufacturing to 
promote digestibility of forages.

Keywords: Pleurotus ostreatus, straw substrate, cellulose, manganese peroxidase, laccase, young cattle.

Введение. Вешенка обыкновенная (Pleurotus ostreatus (Jack.: Fr.) Kumm) относится к широко 
распространенным культивируемым съедобным грибам и занимает одно из ведущих мест по 
объему мирового производства. В условиях умеренных широт плодовые тела вешенки чаще всего 
выращивают на соломе злаковых культур. После сбора плодовых тел остается значительное 
количество отработанного субстрата (около 5 кг на 1 кг грибов). В связи с расширением произ-
водства грибов важной задачей является их рациональное применение. 

Ряд исследователей предлагают использовать отработанный субстрат, обогащенный после 
завершения цикла культивирования грибов рода Pleurotus белком и другими биологически актив-
ными соединениями, как питательную добавку в корм сельскохозяйственным животным [1–3]. 

В последнее время внимание исследователей привлекает твердофазное культивирование  
P. ostreatus с целью получения целлюлолитических и лигнолитических ферментов [4, 5]. В этой 
связи использование твердофазной культуры гриба позволит обогатить кормовые рационы животных 
ферментами, которые будут способствовать улучшению перевариваемости грубых кормов.
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Цель исследования – изучение динамики содержания белка, клетчатки, лигнина в субстрате 
твердофазной культуры гриба P. ostreatus на разных стадиях его роста и плодоношения, опреде-
ление ферментативной активности субстрата и эффективности его добавления в кормовой рацион 
молодняка крупного рогатого скота.

Объекты и методы исследования. Объектом исследования служил обросший мицелием гриба 
P. ostreatus субстрат, полученный из грибоводческого цеха ОАО «Александрийское» Шкловского 
района Могилевской области. Субстрат представлял собой плотные блоки из соломы злаковых 
культур, обросшие грибным мицелием. Из-за неравномерного обрастания субстратного блока 
мице лием для проведения анализов выбирали усредненные образцы. Для проведения исследо-
ваний использовали субстрат на разных стадиях роста и плодоношения. Контролем служил 
субстрат на стадии инокуляции зерновым мицелием гриба. 

Образцы субстрата с мицелием гриба высушивали при температуре 60 °С, измельчали на 
лабораторной мельнице и использовали для проведения соответствующих анализов. Для опре- 
де ления влажности субстрата его высушивали при температуре +105 °С до постоянного веса.

Сырой протеин в сухом субстрате определяли по Кьельдалю, истинный белок – по Барнштейну 
[6], сырую клетчатку – по Кюршнеру и Ганеку [7], сырой лигнин – весовым методом [8].

Для определения энзиматической активности использовали образцы субстрата в свежем виде. 
Навеску 25 г субстрата ресуспензировали в 50 мл дистиллированной воды при периодическом 
перемешивании в течение 1 ч. Полученный экстракт фильтровали, центрифугировали и исполь-
зовали для определения активности ферментов. За единицу активности принимали количество 
фермента, которое катализирует образование 1 мкмоль продукта в соответствующей реакции  
в течение 1 мин. 

Активность целлюлаз определяли с использованием в качестве субстрата натриевой соли 
карбоксиметилцеллюлозы [9]. Активность марганецпероксидазы и лакказы измеряли по скорости 
окисления модельного фенольного соединения 2,6-диметоксифенола [10].

Физиологические исследования по изучению перевариваемости питательных веществ субст-
рата вешенки проводили на годовалом молодняке крупного рогатого скота в условиях ГП 
«ЖодиноАгроПлемЭлита» Смолевичского района Минской области. Согласно схеме кормления, 
животные контрольной группы получали силос злаково-бобовый (по поедаемости) и комбикорм 
(1,6 кг). Различия в составе рационов состояли в том, что бычкам опытной группы дополнитель-
но скармливали 0,8 кг субстрата вешенки, полученного после 2–3 волн плодоношения грибов, 
путем смешивания его с объемистыми кормами. Продолжительность физиологических исследо-
ваний при введении в рацион опытных животных субстрата вешенки составила 30 дней.

Для установления картины метаболических процессов у животных кровь из яремной вены 
брали через 2,5–3 ч после утреннего кормления у 4 голов из каждой группы. Общая численность 
животных в каждой группе составляла 40 голов. Выборку голов проводили согласно методике [11].

Для определения морфофункциональных показателей крови использовали автоматический 
анализатор Medonic CA-620. Анализ биохимических показателей крови выполняли на автоанали-
заторе Cormay Lumen (BTS 370 Plus).

Эффективность использования субстрата твердофазной культуры вешенки в рационах молод-
няка крупного рогатого скота при выращивании и откорме оценивали по результатам исследо-
ваний, проведенных в 2012–2014 гг. в условиях ГП «ЖодиноАгроПлемЭлита» Смолевичского 
района Минской области. По данным проведенных исследований подбирали оптимальные нормы 
скармливания соломенного субстрата гриба вешенки в рационах молодняка крупного рогатого 
скота до и старше 12-месячного возраста.

Для изучения показателей эффективности использования субстрата вешенки в рационах молод- 
няка крупного рогатого скота животным опытной группы до 12-месячного возраста с начальной 
живой массой 170 кг в составе рациона скармливали 0,8 кг (на голову в сутки) отработанного 
субстрата вешенки обыкновенной. Опытное скармливание субстрата проводили в течение 2 мес.

Животным опытной группы старше 12-месячного возраста на откорме с начальной живой 
массой 225 кг в составе рациона скармливали 1,5 кг (на голову в сутки) отработанного субстрата 
вешенки обыкновенной. Опытное скармливание субстрата проводили в течение 5 мес. 
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Кормовую добавку вводили в рацион животных в два приема вместе с раздачей грубых 
кормов. Перевариваемость питательных веществ оценивали по разнице между потребленными  
и выделенными из организма питательными веществами. Живую массу телят контролировали 
по данным ежемесячных перевесок поголовья.

Статистическую обработку полученных данных проводили с использованием Microsoft Excel.
Результаты и их обсуждение. Исследована динамика образования белка, содержания клет- 

чатки и лигнина в субстрате в процессе твердофазного культивирования мицелия гриба P. ostreatus. 
В первые 2–4 недели культивирования гриба происходило активное обрастание грибным 

мицелием субстратных блоков, сопровождающееся потреблением питательных веществ субст- 
рата. Количество клетчатки уменьшилось в 1,7 раза, лигнина – в 1,2 раза. Содержание в субстрате 
сырого протеина и истинного белка повысилось в 2,2 и 2 раза соответственно. На 5–6-й неделе 
культивирования для стимуляции образования плодовых тел снижали температуру культиви- 
рования субстратных блоков с 23–25 до 13–15 °С. Холодовой стресс, переход культуры в стадию 
образования плодовых тел, а также уменьшение количества питательных веществ в субстрате 
привели к снижению ростовой активности мицелия. За период плодоношения количество  
в субстрате сырого протеина и истинного белка повысилось в 1,3 и 1,1 раза, а потребление грибом 
клетчатки и лигнина – в 1,1 раза (табл. 1). 

Т а б л и ц а  1. Содержание белка, клетчатки и лигнина в субстрате в процессе твердофазного 
культивирования мицелия гриба P. ostreatus, %

Фаза 
культивирования

Время культивирования, 
недели

Сырой 
протеин

Истинный
белок

Сырая
клетчатка Лигнин

Инокуляция субстрата 0 3,4 ± 0,12 2,5 ± 0,11 45,2 ± 1,8 28,2 ± 1,2
Обрастание субстрата  
мицелием

2 5,4 ± 0,13 3 ± 0,11 33,9 ± 1,1 24,5 ± 0,5
4 7,6 ± 0,5 5,0 ± 0,3 25,8 ± 0,8 23 ± 0,4

1-я волна плодоношения 7 8,9 ± 0,2 6,3 ± 0,2 16,6 ± 0,6 21,8 ± 0,4
2-я волна плодоношения 9 10,2 ± 0,6 6,8 ± 0,4 15,4 ± 0,3 20,8 ± 0,5
3-я волна плодоношения 11 11,3 ± 0,5 7,1 ± 0,3 14,9 ± 0,6 20,1 ± 0,4

За весь цикл твердофазного культивирования P. ostreatus от инокуляции до окончания пло- 
доношения количество сырого протеина в субстрате увеличивалось в 3,3 раза, истинного белка –  
в 2,8 раза, что составило 11,3 и 7,1 % соответственно. Одновременно за счет целлюлолитической 
и лигнинолитической активности гриба происходило снижение содержания в субстрате сырой 
клетчатки в 3 раза, лигнина – в 1,4 раза.

В субстрате твердофазной культуры P. ostreatus исследована динамика активности целлюлаз 
и лигнинолитических ферментов. 

Установлено, что по мере обрастания субстратных блоков мицелием P. ostreatus и увеличения 
содержания в них белка происходит рост целлюлолитической активности (табл. 2). После пере- 
хода культуры к стадии плодоношения рост активности фермента несколько замедлялся. Наи- 
большая активность целлюлаз отмечалась после 2-й и 3-й волн плодоношения, составив 23,4  
и 27,3 ед/г субстрата. Это свидетельствует о значительном обогащении субстрата вешенки целлю- 
лолитическими ферментами в процессе плодоношения.

Т а б л и ц а  2. Содержание ферментов в субстрате в процессе твердофазного культивирования мицелия  
P. ostreatus, ед/г субстрата

Фаза культивирования Целлюлаза Марганецпероксидаза Лакказа

Обрастание субстрата мицелием (2 недели) 18,7 ± 0,3 2,1 ± 0,05 0,3 ± 0,02
Обрастание субстрата мицелием (4 недели) 20 ± 0,5 1,5 ± 0,02 0,38 ± 0,02
1-я волна плодоношения 21,6 ± 1,0 0,6 ± 0,03 0,81 ± 0,12
2-я волна плодоношения 23,4 ± 1,1 0,23 ± 0,01 1,39 ± 0,19
3-я волна плодоношения 27,4 ± 0,63 0,11 ± 0,01 0,87 ± 0,20
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Мицелий вешенки продуцировал лигнолитические ферменты – марганецпероксидазу и лак- 
казу. В проведенных нами предыдущих исследованиях активность лигнинпероксидазы не обна- 
ружена. Как видно из приведенных в табл. 2 данных, активность марганецпероксидазы оказалась 
выше, чем лакказы до начала образования плодовых тел. Максимальное значение марганецперо- 
ксидазы (1,5–2,1 ед/г субстрата) наблюдалась в первые 4 недели культивирования. После 2-й и 3-й 
волн плодоношения активность этого фермента снизилась до 0,11–0,23 ед/г субстрата. Активность 
лакказы достигала максимума после 2-й волны (1,39 ед/г субстрата) и сохранялась высокой после 
3-й волны плодоношения (0,87 ед/г субстрата).

По данным [12], активность неочищенных ферментов, полученных из субстрата вешенки, по 
отношению к кормовой кукурузе и сое соизмерима с активностью коммерческих кормовых 
ферментов. 

Сотрудниками РУП «НПЦ НАН Беларуси по животноводству» изучено влияние твердофазной 
культуры P. ostreatus на физиологическое состояние и продуктивность молодняка крупного 
рогатого скота после введения в рацион субстрата. Рекомендованы нормы скармливания субстрата 
гриба вешенка, согласно которым молодняку крупного рогатого скота до 12-месячного возраста 
в составе рационов можно вводить данную кормовую добавку в количестве до 1 кг, а животным 
старше 12-месячного возраста на откорме – до 1,5 кг.

Для оценки физиологического состояния животных опытной и контрольной групп исследо- 
ваны показатели крови. В крови бычков опытной группы содержание гемоглобина и количество 
эритроцитов превосходили таковые в контрольной группе, однако все показатели находились  
в пределах физиологических норм, без достоверных различий между группами. Содержание общего 
белка в сыворотке крови животных опытной и контрольной групп существенно не различалось, 
наблюдалось лишь некоторое снижение его концентрации на 1,9 % в опытной группе. В крови 
бычков опытной группы проявлялась тенденция к снижению содержания мочевины, что можно 
объяснить более интенсивным извлечением азотистых веществ крови и уменьшением распада 
белков в рубце, а следовательно, повышением продуктивности. Содержание кальция и фосфора  
и показатели резервной щелочности в крови бычков контрольной и опытной групп находились  
в пределах физиологических норм и статистически достоверных различий не имели. Проведенные 
исследования показали, что скармливание в составе рациона субстрата вешенки оказало поло- 
жительное влияние на гомеостаз организма бычков.

Установлено, что использование в составе рациона субстрата вешенки положительно влияет 
на интенсивность пищеварительных процессов: способствует повышению перевариваемости 
сухого вещества на 2,3 %, органического вещества – на 3,1, жира – на 2,8, протеина – на 2,8, 
безазотистых экстрактивных веществ – на 2,9, клетчатки – на 3,3 % (табл. 3).

Т а б л и ц а  3. Коэффициенты переваримости питательных веществ рациона, %

Показатель Контрольная группа Опытная группа

Сухое вещество 58,4 ± 0,3 60,7 ± 1,3
Органическое вещество 59,4 ± 0,6 62,5 ± 0,7
Протеин 56,5 ± 3,3 59,3 ± 1,8
Жир 58,1 ± 3,6 60,9 ± 1,0
Клетчатка 40,0 ± 2,5 43,3 ± 2,3
Безазотистые экстрактивные вещества 67,4 ± 0,7 70,3 ± 0,6

По истечении 2 мес. скармливания молодняку крупного рогатого скота до 12-месячного 
возраста в составе рационов субстрата твердофазной культуры гриба вешенка в количестве до  
1 кг наблюдалось повышение среднесуточного прироста у молодняка опытной группы на 4,5 %. 
Это привело к снижению затрат кормов на 3,7 % и себестоимости прироста на 3,3 % по сравнению 
с аналогичными показателями у молодняка контрольной группы, получавшего такой же рацион, 
но без субстрата.

Введение в рацион молодняку крупного рогатого скота старше 12-месячного возраста на 
откорме 1,5 кг отработанного соломенного субстрата вешенки способствовало более интенсивному 
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росту бычков опытной группы по сравнению с контрольной. Показатели изменения живой массы 
и среднесуточных приростов телят представлены в табл. 4.

За период исследований у бычков опытной группы масса увеличилась на 141,9 кг, что на 14,4 кг, 
или на 11,3 %, больше (Р < 0,05), чем у животных аналогичного возраста контрольной группы. 
Среднесуточный прирост бычков опытной группы повысился от 850 до 946 г, или на 11,3 %. Разница 
среднесуточных приростов между животными контрольной и опытной групп была достоверной 
(Р < 0,05).

Т а б л и ц а  4. Показатели среднесуточного прироста телят

Показатель Контрольная группа Опытная группа

Живая масса при постановке на опыт, кг 225,53 ± 3,22 229,00 ± 3,97
Живая масса в конце опыта, кг 353,03 ± 4,61 370,90 ± 4,97
Валовой прирост за опыт, кг 127,50 ± 3,62 141,90 ± 4,40
Среднесуточный прирост за опыт, г 850 ± 24,13 946 ± 12,24
% к контролю 100 111,3

Использование субстрата вешенки позволило снизить в опытной группе затраты кормов рациона 
на 1 кг прироста на 9,2 % по сравнению с контрольной группой за счет более высокого уровня 
продуктивности бычков опытной группы. Стоимость суточного рациона в опытной группе ока- 
залась дешевле, чем в контрольной. Вместе с более высоким уровнем приростов это способствовало 
снижению стоимости кормов, затраченных на 1 кг прироста. 

Заключение. Установлено, что в процессе твердофазного культивирования мицелия P. ost-
reatus происходит значительное обогащение субстрата белком. Субстрат после сбора плодовых 
тел вешенки может служить источником ферментов целлюлолитического и лигнинолитического 
комплекса. Кроме того, скармливание в составе рациона молодняка крупного рогатого скота 
субстрата вешенки обогащает рацион животных питательными веществами и улучшает перева- 
риваемость грубых кормов, способствует улучшению показателей крови животных в пределах 
физиологических норм, в том числе по концентрации гемоглобина и эритроцитов. Согласно 
полученным результатам, использование отработанного субстрата гриба вешенки в кормопроиз- 
водстве позволит увеличить усвояемость грубых растительных кормов.
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КОЛЛЕКЦИЯ НЕПАТОГЕННЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ ИНСТИТУТА 
МИКРОБИОЛОГИИ НАН БЕЛАРУСИ 

Представлен материал о формировании Белорусского коллекционного фонда непатогенных микроорганизмов, 
основных направлениях его деятельности, достигнутых результатах и перспективах развития. Показана ключевая 
роль коллекции в становлении современной промышленной микробиологии, основанной на последних достижениях 
науки и техники. 

Ключевые слова: коллекция, непатогенные микроорганизмы, структура коллекции, методы хранения, сервисные 
услуги.

E. I. Kolomiets

Institute of Microbiology of the National academy of sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus 

COLLECTION OF NON-PATHOGENIC MICROORGANISMS  
OF THE INSTITUTE OF MICROBIOLOGY OF NAS OF BELARUS

Material dedicated to development of Belarusian collection of non-pathogenic microorganisms, main ways of its activity, 
received results and prospects was represented. Significance of collection in the establishment of modern industrial microbi-
ology based on last scientific and technical achievements was demonstrated.

Keywords: collection, non-pathogenic microorganisms, structure of collection, methods of preservation, services.

Биоресурсные центры, в основе которых лежат коллекции микроорганизмов, вирусов, культур 
клеток тканей растений и животных, являются базой для развития биотехнологии. Интерес  
к коллекциям особенно проявился со второй половины ХХ в., когда с созданием новых биотех- 
нологических производств остро возросла потребность в  штаммах микроорганизмов с определен- 
ными свойствами, что активизировало работы по получению высокоактивных продуцентов,  
более глубокому изучению поддерживаемых фондов микроорганизмов и созданию банков дан- 
ных [1–6].

Белорусская коллекция  непатогенных микроорганизмов  начала формироваться в 1970-е годы 
и включала типовые штаммы, полученные из Всесоюзной коллекции промышленных микроор- 
ганизмов (ВКПМ), а также культуры из рабочих коллекций лабораторий Института микробио- 
логии НАН Беларуси (всего около 400 штаммов). Работа коллекционного фонда строилась 
согласно Руководству [7], большинство сотрудников прошли стажировки в ВКПМ. 

После обретения независимости республики возникла необходимость создания национального 
коллекционного фонда, способного предоставлять полный комплекс услуг научным и производ- 
ственным структурам в области биотехнологии. Постановлением Совета Министров Республики 
Беларусь от 11.06.2002 № 758 Белорусская коллекция непатогенных микроорганизмов (БКМ) – 
научная коллекция типовых и промышленно-ценных непатогенных микроорганизмов Института 
микробиологии НАН Беларуси включена в Государственный реестр научных объектов, составля- 
ющих национальное достояние. Тем же постановлением Национальная академия наук Беларуси 
определена ответственной за обеспечение сохранности и функционирования Белорусской коллек- 
ции непатогенных микроорганизмов.

Коллекция создана с целью обеспечения правовой охраны штаммов микроорганизмов, гене- 
тической и фенотипической паспортизации штаммов, гарантированного сохранения микроорга- 
низмов в жизнеспособном состоянии. 
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Основными направлениями деятельности коллекционного фонда в настоящее время являются:
формирование коллекции микроорганизмов, представляющих интерес для различных обла- 

стей микробиологии и биотехнологии за счет выделения новых культур микроорганизмов из 
природных источников и обмена микроорганизмами из других коллекций; 

селекция и генно-инженерное конструирование высокоактивных микроорганизмов – проду- 
центов для создания биопрепаратов нового поколения; улучшение практически важных свойств 
культур методами селекции и генной инженерии;

молекулярно-генетическая идентификация бактерий, бактериофагов, мицелиальных и дрож- 
жевых грибов, проведение исследований в области физиологии микроорганизмов различных 
таксономических групп;  

лиофилизация и криоконсервация штаммов; оптимизация способов длительной консервации 
микроорганизмов коллекционного фонда; 

систематизация сведений о культурах коллекционного фонда, создание банков данных, ока- 
зание консультаций по вопросам идентификации и консервации микроорганизмов; депонирование 
штаммов микроорганизмов с целью патентной процедуры, выдача культур по запросам пользо- 
вателей;

стандартизация сведений о микроорганизмах, в том числе генно-модифицированных, для 
обеспечения биобезопасности; 

международное и национальное патентное депонирование микроорганизмов для защиты прав 
интеллектуальной собственности;

сотрудничество с международными коллекциями, обмен культурами;
создание и пополнение электронных баз данных о коллекционном фонде, выпуск каталогов 

культур.
Основной фонд БКМ представлен коллекциями мицелиальных грибов (620 штаммов), бак- 

терий (1000 штаммов), дрожжевых грибов (240 штаммов), бактериофагов (70 штаммов). На базе 
БКМ создан Банк промышленно-ценных микроорганизмов, включающий 185 штаммов, предна- 
значенных для производства ферментов, лечебно-профилактических препаратов, заквасок для 
силосования растительных субстратов, биологических средств защиты растений и животных, 
биотоплива, для применения в биосенсорных и природоохранных технологиях и др. В рамках 
заданий межгосударственной целевой программы ЕврАзЭС «Инновационные биотехнологии»  
и государственной научно-технической программы «Промышленные биотехнологии», головной 
организацией-исполнителем которых является Институт микробиологии НАН Беларуси, созданы 
специализированные коллекции: микромицетов – агентов биоповреждений строительных мате- 
риалов (40 штаммов), используемых в испытаниях строительных материалов на грибостойкость; 
фитопатогенных микроорганизмов (100 штаммов) – основы создания средств биологического 
контроля; микроорганизмов – деструкторов ксенобиотиков (65 штаммов), имеющих большое 
значение при разработке природоохранных биотехнологий. Важным элементом инфраструктуры 
ресурсной базы биотехнологии Республики Беларусь является банк ДНК культур промышленно-
ценных микроорганизмов (90 образцов геномной ДНК бактерий и бактериофагов). 

В рамках законодательства Республики Беларусь БКМ осуществляет депонирование промыш- 
ленно-ценных микроорганизмов для формирования национального коллекционного фонда и стан- 
дартизации используемых в биотехнологии штаммов, а также для целей патентной процедуры по 
защите прав интеллектуальной собственности в области микробных биоресурсов [8]. Коллекцией 
разработаны «Правила депонирования штаммов микроорганизмов в Белорусской коллекции непа-
тогенных микроорганизмов». На Институт микробиологии возложена также функция обеспечения 
эффективной координации деятельности коллекционных фондов микроорганизмов, существу- 
ющих в других организациях НАН Беларуси. Систематизация данных о структуре и условиях 
хранения коллекционных фондов микроорганизмов способствует коммерциализации и более 
эффективному использованию имеющихся микробных и генетических ресурсов в Республике 
Беларусь и за ее пределами. 

БКМ не только способствует формированию более тесных научных и практических взаимо- 
связей коллекций республики, но и играет важную роль в развитии международного сотрудни- 
чества по вопросам мониторинга нормативной базы оборота микробных ресурсов, осуществления 
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экспертной деятельности, международного и национального патентного депонирования культур 
для защиты прав интеллектуальной собственности, стандартизации сведений о микроорганизмах 
(в том числе рекомбинантных) для обеспечения биобезопасности при их использовании. В на- 
стоящее время коллекция насчитывает 19 генно-модифицированных биотехнологически ценных 
штаммов микроорганизмов, из них 16 – продуценты ферментов, 2 – продуценты плазмид, 1 – 
штамм спорообразующих бактерий с антимикробной и инсектицидной активностью.

БКМ осуществляет международное сотрудничество с ведущими мировыми коллекциями 
культур, обеспечивает научное и документальное сопровождение межколлекционного обмена. 
За период с 2011 по 2015 г. по такому обмену получено 300 и передано 100 штаммов микроорга- 
низмов. В рамках межгосударственной целевой программы ЕврАзЭС «Инновационные биотехно- 
логии» проведены исследования, направленные на развитие коллекционных фондов и разработку 
унифицированных программных средств для эффективного функционирования национальных 
коллекций микроорганизмов Республики Беларусь, Российской Федерации и Республики Казахстан. 

Белорусская коллекция микроорганизмов зарегистрирована во Всемирной Федерации Кол- 
лекций Культур (WFCC-MIRCEN World Data Centre for Microorganisms, WDCM) под номером 
909, акроним BIM. В 6-м издании Справочника WDCM (2013 г.) впервые представлена информа-
ция о БКМ как о значимой коллекции стран СНГ и мира. В 2014 г. в рамках инициативы WDCM 
по унификации коллекционных баз данных и таксономической ревизии микроорганизмов раз- 
личных таксономических групп “Microbial Resources Information Management and Utilization for 
Developing Countries”, в Федерацию представлена английская версия электронного каталога БКМ 
(WDCM-BIM 909).

Сотрудники коллекции выполняют фундаментальные научные исследования, направленные 
на дальнейшее развитие, обеспечение сохранности и функционирования Белорусской коллекции 
непатогенных микроорганизмов: выделение, скрининг, селекцию и паспортизацию биотехноло- 
гически ценных культур микроорганизмов; выделение и характеристику образцов геномной 
ДНК промышленно-ценных микроорганизмов, характеристику физиолого-биохимических свойств 
культур коллекционного фонда для использования в качестве объектов новых биотехнологий; 
ориентированные фундаментальные исследования, связанные с выполнением фенотипической  
и молекулярно-генетической (анализ последовательности генов 16S рибосомной РНК) идентифи- 
кации микроорганизмов различных таксономических групп, а также прикладные научные иссле- 
дования, включающие долгосрочное хранение культур методами лиофилизации и криоконсер- 
вации, осуществление процедуры национального патентного депонирования промышленных 
штаммов-продуцентов. 

С 2015 г. в рамках государственной программы научных исследований «Фундаментальные 
основы биотехнологий» сотрудниками коллекции начаты научно-исследовательские работы по 
микробиологическому анализу и консервации антарктических микроорганизмов, собранных  
в районе проведения работ Белорусской антарктической экспедицией. В целом, НИР направлена 
на проведение поисковых проблемно-ориентированных исследований и создание научно-техни- 
ческого задела для практического использования хозяйственно-ценных штаммов микроорганиз- 
мов, выделенных из объектов на территории Восточной Антарктиды. 

Коллекционый фонд ведет активную издательскую деятельность. Изданы «Каталог культур 
микроорганизмов» и «Каталог промышленно-ценных микроорганизмов» [9, 10]. Созданы и по- 
стоянно обновляются информационные базы данных. Каталоги и Базы данных представляют 
интерес для широкого круга специалистов – микробиологов, генетиков и биотехнологов, являясь 
справочным руководством при поиске культур микроорганизмов для создания промышленных 
биотехнологий. Основные достижения Белорусской коллекции непатогенных микроорганизмов 
в области формирования и развития микробных и генетических ресурсов представлены более 
чем на 80 выставочно-ярмарочных мероприятиях. 

БКМ оказывает сервисные услуги по выдаче, идентификации, молекулярно-генетической 
паспортизации и консервации микроорганизмов, осуществляет научное сопровождение промыш- 
ленных производств. Культуры микроорганизмов различных таксономических групп поддержи- 
ваются в жизнеспособном состоянии с использованием методов субкультивирования, лиофи- 
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лизации и криоконсервации. Национальный коллекционный фонд микробных ресурсов широко 
используется при разработке конкурентноспособных биотехнологий и биопрепаратов. Так, только 
за 2011–2015 гг. на основе промышленно-ценных штаммов микроорганизмов Институтом микро- 
биологии НАН Беларуси разработаны и внедрены технологии получения 20 биопрепаратов для 
сельского хозяйства, медицины, пищевой промышленности и охраны окружающей среды. БКМ 
обеспечивает необходимыми микробными ресурсами научно-исследовательские и промышлен- 
ные организации, работающие в области биотехнологии. Коллекционным фондом оказываются 
сервисные услуги по научному сопровождению производственных процессов. Среди постоянных 
заказчиков БКМ – около 30 отечественных и иностранных (Литва, РФ) коммерческих предприятий 
и промышленных организаций, в частности ОАО «Минский завод игристых вин», ОАО «Дрож- 
жевой комбинат», ОАО «Минский маргариновый завод» и др. 

Проведение коллекционной работы на высоком научном уровне стало возможным благодаря 
модернизации материально-технической базы коллекции, приобретению современного обору- 
дования, в том числе ультранизкотемпературных морозильников (США); анаэробной станции 
Bug Box M; амплификатора SureCycler, амплификатора с детекцией результатов в режиме реаль-
ного времени AGLIEN (CША) и др.

Результаты деятельности БКМ представлены на Выставочной экспозиции, открытой в Инсти- 
туте микробиологии в апреле 2016 г. 

В перспективе планируется:
создание коллекции бактериофагов, имеющей большое практическое значение для проведения 

молекулярно-генетических исследований; селекции резистентных к бактериофагам штаммов  
молочнокислых бактерий, обладающих производственно-ценными свойствами; разработки спо- 
собов защиты сельскохозяйственных культур от бактериозов; 

создание коллекции генетических конструкций, что обеспечит возможность выбора опти- 
мальных векторов для клонирования, экспрессии или нокаута генов в клетках микроорганизмов 
разных таксономических групп с целью получения хозяйственно-ценных штаммов; 

обеспечение тесного взаимодействия с предприятиями биотехнологической отрасли за счет 
дальнейшего развития национального фонда и банка ДНК культур промышленно-ценных микро- 
организмов, поиска коммерчески важных генов микроорганизмов, их анализа и использования 
для генно-инженерного конструирования штаммов – сверхпродуцентов биологически активных 
веществ; оценки их биобезопасности;

осуществление экспертной деятельности в области биобезопасности микробных ресурсов. 
В совокупности проводимая работа служит основой  развития биоресурсной базы биотехно- 

логий и вносит существенный научный и практический  вклад в формирование биотехнологической 
отрасли страны. 
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ВАРЬИРОВАНИЕ ФОРМЫ, РАЗМЕРОВ И МАССЫ ПЛОДОВ СОРТОВОЙ КЛЮКВЫ 
КРУПНОПЛОДНОЙ (OXYCOCCUS MACROCARPOS (AIT.) PURSH)

Изучение морфологических признаков сортов клюквы крупноплодной позволяет дать четкое описание каждого 
сорта, позволяющее его идентифицировать. Наблюдения за 43 сортами из коллекции Ганцевичской экспериментальной 
базы позволили установить, что они различаются формой, размерами и массой ягоды. Выделяют 6 форм ягоды: 
шаровидную, округло-овальную, овальную, продолговато-овальную, яйцевидную и колокольчатую. Наиболее часто 
у изучаемых сортов встречаются различные вариации овальной формы. Округло-овальная форма ягоды характерна 
для 7 из 43 имеющихся в коллекции сортов, овальная – для 15, продолговато-овальная – для 9. Различия между этими 
формами определяются как визуально, так и по соотношению между высотой и диаметром ягоды (1,11–1,13; 1,13–1,17 
и 1,20–1,31 соответственно). Еще 7 сортов имеют шаровидную форму ягоды (соотношение между высотой и диа- 
метром ягоды равно или очень близко к 1 (0,95–1,05), 4 сорта – яйцевидную (основание у ягоды суженное и заостренное) 
и 1 сорт – колокольчатую. Сорта с одинаковой формой ягоды различаются размерами и массой плодов. 

Ключевые слова: клюква крупноплодная, плоды, форма,  размер, масса.
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Central Botanical Garden of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus

THE VARIATION OF SHAPE, SIZE AND MASS OF THE FRUITS OF VARIETAL LARGE CRANBERRY 
(OXYCOCCUS MACROCARPOS (AIT.) PURSH)

The study of morphological traits of the varieties of large cranberry allows to establish clear specifications for their iden-
tification. Observations of the 43 varieties from the collection of Gantsevichi experimental base allow to conclude that they differ  
in shape, size and mass of the berries. 6 shapes of the berry can be clearly distinguished: globular, globoid, ellipsoidal, oblong- 
ellipsoidal, obovoid and bell-shaped. Different variations of the ellipsoidal shape among the studied varieties are encountered 
the most often. Globoid shape of the berry is characteristic for 7 of the 43 varieties available in the collection, ellipsoidal – for 
15, oblong-ellipsoidal – for 9. The differences between these shapes are determined both visually and by correlation between 
the height and diameter of the berry (1.11–1.13, 1.13–1.17 and 1.20–1.31, accordingly). 7 other varieties have globular shape of the 
berry (height to diameter ratio of the berry is equal or very close to 1: 0.95–1.05), 4 varieties – obovoid (the base of the berry is nar-
rower and sharper) and 1 variety – bell-shaped. The varieties with a similar shape of the berry differ in size and mass of the fruits.

Keywords: cranberry, fruits, shape, size, mass.

Введение. Клюква крупноплодная (O. macrocarpos (Ait.) Pursh) – один из трех видов, принад-
лежащих к роду клюква (Oxycoccus) семейства Вересковые (Ericacea L.) [1].

Это самый древний из всех видов клюквы, являющийся эндемом Северной Америки.  
По числу хромосом это диплоидный вид (2n = 24). Он характеризуется мощным развитием над- 
земной вегетативной части растения, имеет крупные продолговато-округлые листья с незначи- 
тельно завернутыми краями, соцветие в виде интеркалярной кисти, так как из ее апекса форми- 
руется облиственный побег текущего года, цветок с незначительно выдвинутым из тычинок стол-
биком и очень крупные ягоды [2]. 

В целом, как вид, клюква крупноплодная представляет собой совокупность подвидов, карио- 
логических рас, разновидностей, форм, экотипов [3], различия между которыми обусловлены 
рядом генотипических и морфологических признаков. Растения в популяциях отличаются по 
характеру роста и длине побегов, по форме и размерам листьев, по форме, окраске, массе, 
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размерам, вкусу, лежкости плодов, а также по срокам их созревания и др. Наиболее высокой 
вариабельностью признаков отличаются плоды. После введения этого вида клюквы в культуру все 
эти различия послужили основой для отбора наиболее пригодных для культивирования форм,  
а в последующем и для создания сортов. От момента начала культивирования клюквы, которым 
считается 1816 г., и вплоть до 1950 г. все сорта были получены путем отбора дикорастущих форм. 
Первые гибридные сорта появились только в 1950 г., и к настоящему времени в США их количество 
превышает две сотни. Из них 43 сорта имеется в коллекции Ганцевичской научно-эксперимен- 
тальной базы ЦБС.

Основными признаками, по которым идентифицируются сорта клюквы, являются форма, 
величина и опушенность ягод, форма чашечки и места прикрепления плодоножки, толщина 
стелющихся побегов и сроки созревания. Однако при попытке провести сравнительный анализ 
изменчивости морфологических признаков и отклонения их от нормы при перенесении растений 
в новые для них климатические условия мы столкнулись с тем, что в американской литературе 
для большинства сортов отсутствует четкое описание признаков сорта, а для ряда сортов такое 
описание вообще отсутствует [4, 5]. Как правило, обычно указаны происхождение сорта, его 
автор и время регистрации, но информация о форме ягоды и ее величине в описаниях сортов 
приводится далеко не всегда. Критерием величины ягод служит их количество, помещающееся  
в чашку. 

Цель работы – изучение морфологических особенностей каждого из имеющихся в коллекции 
сортов клюквы для четкой идентификации каждого сорта. 

Объекты и методы исследований. Наблюдения проводили в период с 2007 по 2014 г. Объ- 
ектами наблюдений являлись 43 сорта клюквы крупноплодной (см. таблицу). Изучали форму, 
размеры и массу ягоды.

Морфометрические параметры плодов у сортов клюквы крупноплодной

Сорт
Высота ягоды, см Диаметр ягоды, см Соотношение

высоты к диаметру
Масса ягоды, г

M ± m V, % M ± m V, % M ± m V, %

Сорта с шаровидной формой ягоды
Bain Favorit 2,0 ± 0,1 3,1 2,0 ± 0,1 3,9 1,00 1,69 ± 0,06 5,6
NR Way 2,0 ± 0,1 5,1 1,9 ± 0,1 6,5 1,05 2,06 ± 0,06 4,8
AJ 1,8 ± 0,1 5,1 1,7 ± 0,1 4,6 1,05 1,34 ± 0,10 11,8
Stankiewicz 1,6 ± 0,1 8,2 1,6 ± 0,1 5,9 1,00 1,15 ± 0,06 7,9
NR-6 1,6 ± 0,1 11,2 1,7 ± 0,1 4,0 0,95 1,26 ± 0,03 3,1
Prolific 1,6 ± 0,1 6,1 1,5 ± 0,1 5,9 1,05 0,99 ± 0,08 12,2
Holistened 1,6 ± 0,1 3,1 1,5 ± 0,1 1,9 1,05 0,96 ± 0,03 4,4

Сорта с округло-овальной формой ягоды
Bain 10 2,1 ± 0,1 2,9 1,9 ± 0,1 3,8 1,11 1,68 ± 0,06 5,8
AR-2 1,9 ± 0,1 4,8 1,7 ± 0,1 3,5 1,12 1,51 ± 0,07 7,8
BL-1 1,8 ± 0,1 6,2 1,6 ± 0,1 4,2 1,12 1,48 ± 0,09 9,9
NR-20 1,9 ± 0,1 3,6 1,7 ± 0,1 4,1 1,12 1,29 ± 0,06 7,4
Drever 1,8 ± 0,1 5,1 1,6 ± 0,1 3,3 1,12 1,21 ± 0,07 8,8
Early Richard 1,8 ± 0,1 2,6 1,5 ± 0,1 4,9 1,12 1,14 ± 0,09 16,3
Beckwith 1,6 ± 0,10 5,1 1,4 ± 0,1 5,2 1,14 1,12 ± 0,02 3,3

Сорта с овальной формой ягоды
WSU 108 2,0 ± 0,1 4,8 1,7 ± 0,1 5,2 1,17 1,54 ± 0,01 10,3
Habelman 2,0 ± 0,1 7,3 1,9 ± 0,1 6,2 1,17 2,14 ± 0,08 7,2
Habelman 2 2,2 ± 0,1 6,3 1,8 ± 0,1 4,4 1,16 1,76 ± 0,08 7,3
Bain 6 2,1 ± 0,1 3,7 1,8 ± 0,1 5,4 1,17 1,49 ± 0,03 3,5
Stevens 2,1 ± 0,1 4,0 1,8 ± 0,1 3,2 1,17 1,59 ± 0,08 8,3
NR-11 2,1 ± 0,1 3,5 1,8 ± 0,1 5,3 1,17 1,64 ± 0,03 2,7
Pilgrim 2,2 ± 0,1 7,8 1,9 ± 0,1 5,8 1,16 1,57 ± 0,14 14,1
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Сорт
Высота ягоды, см Диаметр ягоды, см Соотношение

высоты к диаметру
Масса ягоды, г

M ± m V, % M ± m V, % M ± m V, %

Ben Lear 2,0 ± 0,1 2,5 1,7 ± 0,1 5,2 1,17 1,29 ± 0,05 5,7
NR-10 2,0 ± 0,1 7,8 1,7 ± 0,1 7,5 1,17 2,05 ± 0,03 19,7
Mattew’s 1,9 ± 0,1 4,0 1,6 ± 0,1 3,2 1,18 1,41 ± 0,02 1,9
Howes 1,7 ± 0,2 13,0 1,5 ± 0,1 15,2 1,14 1,34 ± 0,03 35,7
Wilcox 1,5 ± 0,2 20,6 1,3 ± 0,1 11,3 1,15 0,72 ± 0,19 43,6
Franklin 1,8 ± 0,1 4,6 1,6 ± 0,1 3,9 1,13 1,03 ± 0,05 0,8
Woodman 2,0 ± 0,1 2,9 1,7 ± 0,1 4,5 1,17 1,09 ± 0,07 9,5
Cropper 1,7 ± 0,1 4,8 1,5 ± 0,1 3,4 1,13 1,05 ± 0,04 6,7

Сорта с продолговато-овальной форной ягоды 
NR-MC 2,1 ± 0,1 6,1 1,7 ± 0,1 6,6 1,23 1,46 ± 0,02 2,1
BL-17 2,2 ± 0,1 6,2 1,7 ± 0,1 4,7 1,29 1,44 ± 0,03 3,1
Holiston 2,1 ± 0,1 8,0 1,6 ± 0,1 5,0 1,31 1,51 ± 0,03 3,6
Stankovich 2,2 ± 0,1 5,6 1,7 ± 0,1 5,2 1,29 1,55 ± 0,07 7,6
Holistar Red 2,1 ± 0,1 4,3 1,7 ± 0,1 2,2 1,23 1,49 ± 0,05 5,0
Mc Farlin 2,0 ± 0,1 5,6 1,4 ± 0,1 8,3 1,43 0,97 ± 0,06 10,4
Crowley 1,7 ± 0,1 5,8 1,4 ± 0,1 3,4 1,21 1,79 ± 0,05 9,9
BL-15 1,8 ± 0,1 5,7 1,5 ± 0,1 5,5 1,20 1,24 ± 0,02 2,7
Le Munyon 1,8 ± 0,1 4,8 1,5 ± 0,1 5,9 1,20 1,22 ± 0,06 7,8

Сорта с яйцевидной формой ягоды
Howard Bell 2,0 ± 0,1 3,8 1,7 ± 0,1 3,5 1,17 1,39 ± 0,04 4,7
Washington 1,7 ± 0,1 7,2 1,5 ± 0,1 3,1 1,13 1,16 ± 0,03 3,9
NR-53 1,7 ± 0,1 4,0 1,5 ± 0,1 3,4 1,13 1,25 ± 0,05 0,8
Bergman 1,5 ± 0,2 13,4 1,2 ± 0,1 10,2 1,25 0,84 ± 0,02 39,8

Сорта с колокольчатой формой ягоды
Early Black 1,5 ± 0,10 8,0 1,3 ± 0,10 8,6 1,15 0,92 ± 0,02 3,8

Описание морфологических признаков плодов (форма и размеры) проводили по методике  
П. И. Лапина [6] и А. С. Татаринцева с соавт. [7]. Средние линейные размеры ягоды (высоту  
и диаметр) вычисляли путем измерения продольного и поперечного диаметра 100 ягод каждого 
из изучаемых сортов. Форму ягоды определяли как путем вычисления соотношения между 
высотой и диаметром ягоды, так и визуально. Для визуального определения формы, типичной 
для сорта, ягоду разрезали пополам, помещали на лист бумаги и ее контуры обводили с помощью 
карандаша. Для наглядной иллюстрации полученных результатов рисунки группировали в зави- 
симости от формы ягоды, переносили на миллиметровку, помещая в вертикальный ряд в зависи- 
мости от величины ягоды (в порядке убывания показателей). Массу одной ягоды вычисляли 
путем взвешивания 100 ягод в 5-кратной повторности. Статистическую обработку результатов 
исследований проводили при помощи программы Excel. 

Результаты и их обсуждение. Плод клюквы – сочная двухгнездная многосеменная ягода, 
характеризующаяся значительной вариабельностью формы и размеров. Так, А. Ф. Черкасовым [2] 
описано 20 разновидностей клюквы болотной, различающихся между собой только формой яго- 
ды. Ягоды сортовой клюквы крупноплодной различаются также размерами и формой. Доминиру- 
ющие формы ягод у сортов – круглая, овальная, продолговатая, грушевидная, веретеновидная  
и их комбинации. Эти признаки имеют сортовую специфику и являются определяющими при 
идентификации сорта. 

У изучаемых сортов клюквы крупноплодной нами выделено 6 форм ягоды: шаровидная, 
округло-овальная, овальная, продолговато-овальная, яйцевидная и колокольчатая (см. таблицу, 
рисунок).

Наиболее часто у изучаемых сортов встречаются различные вариации овальной формы: овальная, 
продолговато-овальная, округло-овальная. Овальная форма ягоды характерна для 15 из 43 имеющихся 

Окончание таблицы
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в коллекции сортов (WSU 108, Habelman, Habelman 2, Bain 6, Stevens, NR-11, Pilgrim, Ben Lear, 
NR-10, Mattew’s, Howes, Wilcox, Franklin, Woodman, Cropper). На поперечном срезе ягода этих 
сортов представляет собой эллипс, при этом соотношение высоты ягоды к ее диаметру варьиру-
ется пределах 1,13–1,17. Продолговато-овальную форму имеют ягоды 9 сортов (NR-MC, BL-17, 
Holiston, Stankovich, Holistar Red, Mc Farlin, Crowley, BL-15 и Le Munyon). На срезе ягода выглядит 
как вытянутый эллипс, а соотношение между высотой и диаметром ягоды увеличивается до 
1,20–1,31. Еще 7 из изучаемых сортов имеют округло-овальную форму ягоды (Bain 10, AR-2, BL-
1, NR-20, Drever, Early Richard и Beckwith). Визуально ягода по форме выглядит округлой, но при 
этом слегка вытянута в высоту. Соотношение между высотой и диаметром ягоды в этом случае 
составляет 1,11–1,13. 

Реже встречается шаровидная форма ягоды. Из 43 изучаемых сортов шаровидную ягоду 
имеют 7 (Bain Favorit, NR Way, Stankiewicz, NR-6, Prolific, AJ, Holistened). На срезе такая яго- 
да выглядит как правильный круг, а соотношение между высотой и диаметром ягоды близко  
к 1 (0,95–1,05). 

Форма ягод сортовой клюквы крупноплодной (1–7 – шаровидная, 8–14 – округло-овальная, 15–29 – овальная,  
30–38 – продолговато-овальная, 39–42 – яйцевидная, 43 – колокольчатая) и их размеры

Shapes of the fruits of varietal large cranberry (1–7 – globular, 8–14 – globoid, 15–29 – ellipsoidal, 30–38 –  
oblong-ellipsoidal, 39–42 – obovoid, 43 – bell-shaped) and their sizes
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Для 4 сортов (Howard Bell, Washington, NR-53, Bergman) характерна яйцевидная форма ягоды. 
В этом случае соотношение между высотой и диаметром ягоды колеблется в довольно широких 
пределах – от 1,13 до 1,25, но визуально для этой формы характерна такая особенность, как сужен-
ное и заостренное основание ягоды. Сорт Early Black выделяется из всех сортов мелкими, коло- 
кольчатой формы плодами (см. рисунок).

Важными признаками для идентификации сорта являются также размеры и масса ягоды.  
В каждой из групп, выделенных по форме ягоды, имеются сорта с крупными (высотой 1,8–2,2 см, 
диаметром 1,7–2,0 см и массой 1,51–2,06 г), мелкими (высотой от 1,5 см и меньше, диаметром 
менее 1,4 см и массой 0,84–1,25 г) и средней величины (высотой 1,6–1,7 см, диаметром 1,5–1,6 см 
и массой 1,26–1,50 г) плодами (см. таблицу). 

Так, среди сортов с шаровидной ягодой крупные плоды (высота и диаметр в среднем равны 
1,9–2,0 см, масса 1,69–2,06 г) характерны для сортов Bain Favorit, NR Way, а сорта Holistened  
и Prolific имеют мелкую ягоду (средние высота и диаметр 1,5–1,6 см, масса 0,96–0,99 г).

Крупными плодами среди сортов с округло-овальной формой ягоды выделяются Bain 10  
и AR-2 (высота в среднем 1,9–2,1 см, диаметр 1,7–1,9 см, масса 1,51–1,68 г), сорта BL-1, NR-20, 
Drever и Early Richard имеют плоды среднего размера (высота 1,8–1,9 см, диаметр 1,5–1,6 см, масса 
1,21–1,48 г), а сорт Beckwith – относительно небольшие плоды (высота 1,6 см, диаметр 1,2 см, 
масса 1,12 г).

Для сортов с овальной формой ягоды характерны крупные и средние размеры плодов. У боль- 
шинства (WSU 108, Habelman, Habelman 2, Bain 6, Stevens, NR-11, Pilgrim, Ben Lear, NR-10, Mat- 
tew’s) ягоды крупные, высотой 2,0–2,2 см, диаметром 1,7–1,8 см и массой 1,54–2,14 г. Сорта Howes, 
Wilcox, Franklin, Woodman, Cropper имеют плоды среднего размера, высота которых составляет 
1,7–2,0 см, диаметр 1,2–1,5 см, а масса 1,03–1,34 г. 

Сорта с продолговато-овальной формой ягоды также отличаются крупными и среднего раз- 
мера плодами. Сорта NR-MC, BL-17, Holiston, Stankovich, Holistar Red, Mc Farlin имеют крупную 
ягоду высотой 2,0–2,2 см, диаметром 1,6–1,7 см и массой 1,44–1,55 г. Для сортов Crowley, BL-15, 
Le Munyon характерны плоды средней величины высотой 1,8 см, диаметром 1,5 и массой 1,22–1,24 г.

Сортов с яйцевидной формой ягоды всего 4, но и они различаются размерами. Так, сорта 
Howard Bell, Washington, NR-53 имеют крупные плоды высотой 1,7–2,0 см, диаметром 1,5–1,7 см 
и массой 1,16–1,39 г, а сорт Bergman – средние высотой 1,5 см, диаметром 1,2 см и массой 0,84 г. 

Что касается сорта Early Black, то это один из первых отобранных сортов, резко выделяющий-
ся из всех не только формой и размерами, но и еще целым рядом характерных и четких призна-
ков, позволяющих легко идентифицировать его среди всех остальных. 

Заключение. Морфологические признаки плодов, такие как форма, размер и масса, имеют очень 
важное значение при идентификации сортов. Результаты проведенных исследований позволяют 
разделить изучаемые сорта на 6 основных групп по форме ягоды: шаровидную, округло-овальную, 
овальную, продолговато-овальную, яйцевидную и колокольчатую. В группах сортов с одинаковой 
формой ягоды различия по высоте, диаметру и массе плодов обусловлены характерными сортовыми 
особенностями. Полученные данные являются основой для составления морфологических описа- 
ний выращиваемых сортов, а дополнение их описанием других сортовых морфологических призна- 
ков позволит дать четкую характеристику каждому сорту, позволяющую его идентифицировать.
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АНАЛИЗ ПРОТЕОМНОГО ПРОФИЛЯ ПЛАЗМЫ КРОВИ  
ПРИ РАКЕ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

Проведен сравнительный анализ протеомных карт плазмы крови пациенток с Her2-позитивным и трижды 
негативным подтипами рака молочной железы (РМЖ), фиброаденомой, а также доноров. С помощью метода двумер- 
ного гель-электрофореза показано, что протеомные профили плазмы крови пациенток с РМЖ отличаются в зависи- 
мости от молекулярного подтипа опухоли. Выявленные отличия заключались в появлении новых дополнительных 
белков и изменении экспрессии присутствующих в норме белков на протеомных картах плазмы крови пациенток  
с РМЖ по сравнению с донорами.

Ключевые слова: рак молочной железы, биомаркеры, протеом, плазма крови, фиброаденома.
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PROTEOME ANALYSIS OF BLOOD PLASMA OF BREAST CANCER PATIENTS

Using two dimensional gel-electrophoresis method it was shown that blood plasma proteomic profiles are different for 
patients with various subtypes of breast cancer. Identified differences consist in the appearance of additional new proteins 
and changes in the expression of proteins present in norm on blood plasma proteomic maps of patients with breast cancer as 
compared to donors.

Keywords: breast cancer, biomarkers, proteome, blood plasma, fibroadenoma.

Введение. Рак является причиной смерти более 7,5 млн людей во всем мире ежегодно [1]. 
Наиболее распространенными его видами в настоящее время являются рак молочной железы 
(РМЖ), рак легких и колоректальный рак. Следует отметить, что объем знаний о канцерогенном 
процессе, биологии опухоли и клиническом течении рака стремительно растет. Выживаемость 
зависит от типа опухоли, возраста, пола и стадии заболевания при первоначальном диагнозе,  
а также от этнической принадлежности и региона проживания [1, 2]. 

Рак является результатом накопления генетических повреждений (индуцированных и/или 
переданных по наследству). Соответственно, канцерогенез – длительный, многоэтапный процесс, 
который включает ряд существенных генетических аберраций, дающих начало развитию инва- 
зивной опухоли. Теоретически длительность процесса канцерогенеза должна обеспечить доста- 
точное время для обнаружения опухоли и ее лечения. Однако в большинстве случаев опухоль 
развивается бессимптомно и, таким образом, остается незамеченной до последних стадий заболева- 
ния. При этом успех лечения и, как следствие, благоприятный исход зависят от своевременной 
диагностики. 

 Нарушения исходной генетической информации соматических клеток (соматические мута-
ции) приводят к изменениям в концентрации или структуре целого ряда белковых молекул-регу-
ляторов, что и является первопричиной онкологических заболеваний. Как следствие, нарушается 
регуляция клеточного деления, наблюдается неконтролируемый рост клеток и формирование 
злокачественных новообразований. Именно белки отражают функциональный и посттрансляци-
онный статус клетки, поэтому одной из перспективных стратегий для раннего выявления, диаг- 
ностики, прогнозирования ответа на лечение или мониторинга лечения является поиск и иден- 
тификация белковых биомаркеров [3]. Следует отметить, что биомаркеры являются потенциаль-
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ными мишенями действия лекарственных средств, что крайне важно как для разработки новых 
препаратов, так и для индивидуального подхода к терапии. Кроме того, выявление и характеристи-
ка динамики содержания биомаркеров позволит углубить знания о биологии опухоли в целом [4].

Цель данной работы – анализ протеомного профиля плазмы крови пациентов с различными 
молекулярными подтипами рака молочной железы.

Объекты и методы исследования. Объектом исследования служила плазма крови, получен- 
ная от доноров, пациенток с верифицированным диагнозом фиброаденома (доброкачественное 
новообразование) или РМЖ. Образцы крови получены из РНПЦ онкологии и медицинской ра- 
диологии им. Н. Н. Александрова. 

Плазму крови получали из цельной крови путем центрифугирования при 1500 g в течение 
15 мин. Для получения протеомных карт плазмы крови применяли метод двумерного гель-элек- 
трофореза, используя стандартную методику [5]. Разделение белков в первом направлении дву- 
мерного гель-электрофореза осуществлляли с помощью прибора для изоэлектрофокусирования 
(ИЭФ) белков Protean IEF Cell (Bio-Rad Laboratories, США). Для ИЭФ были использованы 7-сан-
тиметровые стрипы с иммобилизованным линейным градиентом pH 4–7 (Bio-Rad Laboratories, 
США). Разделение во втором направлении проводили в электрофоретической камере Mini-
PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad Laboratories, США) с использованием 10 %-ных и 15 %-ных вертикаль-
ных полиакриламидных гелей толщиной 1 мм, на каждый из которых воздействовали силой тока 
25 мА. Визуализацию белковых пятен в гелях после завершения второго направления двумерно-
го гель-электрофореза осуществляли методом окрашивания нитратом серебра с тиосульфатом 
натрия [5]. Окрашенные нитратом серебра гели изучали с помощью сканирования калибровоч-
ным денситометром GS-800 (Bio-Rad Laboratories, США). Для статистического анализа протеом-
ных карт использовали программное обеспечение PDQuest (Bio-Rad Laboratories, США).

Результаты и их обсуждение. Для изучения протеома плазмы крови пациенток с Her2-
позитивным подтипом (5 образцов), трижды негативным подтипом (13 образцов), фиброаденомой 
(15 образцов) и доноров (10 образцов) были получены соответствующие протеомные карты. Для 
выявления потенциальных маркеров развития опухоли проводили сравнительный анализ этих 
карт для каждой группы. 

Результаты исследования показали, что протеомные профили белков плазмы крови отличаются  
в зависимости от молекулярно-генетического подтипа опухоли. Типичные протеомные карты с указа- 
нием областей, в которых обнаружены наиболее значимые различия, представлены на рисунке.

                                                      а                                                                                   b
Типичные протеомные карты плазмы крови пациенток с фиброаденомой (а) и с Her2-позитивным подтипом РМЖ 

(b). Цифрами обозначены белки, по относительному объему и наличию которых наблюдались отличия между 
исследуемыми группами

Typical blood plasma proteomic maps of patients with fibroadenoma (a) and Her2-positive breast cancer (b). Proteins,  
the relative volume and the presence of which were different between the studied groups, are marked by numbers
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На протеомных картах плазмы крови пациенток с Her2-позитивным и трижды негативным 
подтипами РМЖ наблюдались значительные изменения по сравнению с картами белков плазмы 
крови пациенток с фиброаденомой (см. рисунок). Полученные результаты сопоставимы с данными 
о том, что злокачественные опухоли молочной железы трижды негативного и Her2-позитивного 
подтипов характеризуются наихудшим прогнозом и наименьшей выживаемостью вследствие их 
высокой пролиферативной активности и степени злокачественности [1].

Полученные данные указывают на возможность использования динамики концентраций 
выявленных белков для мониторинга течения РМЖ.

Заключение. Получены протеомные карты плазмы крови пациенток с Her2-позитивным и три- 
жды негативным подтипами РМЖ, фиброаденомой, а также доноров. Для выявления потенциаль- 
ных маркеров развития опухоли проведен сравнительный анализ этих карт для каждой исследу- 
емой группы. Обнаружено, что в группах пациенток с РМЖ по сравнению с группой пациенток 
с фиброаденомой, а также с группой доноров наблюдались отличия в белковом составе плазмы крови. 

Выявленные отличия заключались в появлении новых дополнительных белков и изменении 
экспрессии присутствующих в норме белков на протеомных картах плазмы крови пациенток  
с РМЖ по сравнению с группой пациенток с фиброаденомой и группой доноров. Наиболее зна- 
чимые различия между протеомными картами плазмы крови пациенток с фиброаденомой и до- 
норов и протеомными картами белков плазмы крови пациенток с РМЖ обнаружены в пяти обла- 
стях электрофоретической карты. 

Протеомные профили белков плазмы крови отличались в зависимости от молекулярного 
подтипа опухоли. Так, протеомные профили плазмы крови пациенток с фиброаденомой обладали 
максимальным сходством с протеомным профилем плазмы крови доноров. 

Автор выражает благодарность научному руководителю канд. биол. наук, доценту Л. В. Ду- 
бовской за помощь в планировании работы и обсуждении результатов.
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ИЗМЕНЕНИЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВ ЛИПИДОВ В МЕМБРАНАХ 
ЛИМФОЦИТОВ ПРИ ДЕЙСТВИИ АМИЛОИДНЫХ ФИБРИЛЛ IN VITRO

С помощью липофильных флуоресцентных зондов изучено влияние амилоидных фибрилл на состояние липид- 
ного бислоя мембран лимфоцитов человека. Полученные результаты позволяют заключить, что амилоидные фиб- 
риллы из лизоцима, взаимодействуя с лимфоцитами in vitro, вызывают изменение микровязкости липидного бислоя 
клеток.

Ключевые слова: амилоидозы, амилоидные фибриллы, лизоцим, микровязкость липидного бислоя, лимфоциты 
человека.

E.  I. Venskaya, А.  S.  Skorobogatova, L. M.  Lukyanenko 

Institute of Biophysics and Cell Engineering of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus 

THE EFFECT OF AMYLOID FIBRILS ON THE CHANGES OF PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES  
OF MEMBRANE LIPIDS OF LYMPHOCYTES IN VITRO

In this work we study the effect of amyloid fibrils on lipid bilayer of human lymphocyte membranes using lipophilic fluorescent probes. 
The results suggest that amyloid fibrils of lysozyme could interact with lymphocytes in vitro and cause changes in the microviscosity of cells 
lipid bilayer.

Keywords: amyloidosis, amyloid, lysozyme, human lymphocytes, lipid bilayer.

Введение. Амилоидозы – это группа заболеваний различных органов и систем организма 
(нервная система, сердце, почки, печень, желудочно-кишечный тракт). Общим характерным при- 
знаком этих заболеваний является формирование и накопление фибриллярных структур с опре- 
деленными свойствами (амилоидов) [1, 2]. Известно более 20 белков, способных образовывать 
амилоидные структуры in vivo [1, 2]. Среди них легкие цепи иммуноглобулина, фибриноген, ин-
сулин, лизоцим и др. Обычно отложения белков связывают с определенным типом патологии 
какого-либо органа. Например, при сахарном диабете второго типа в поджелудочной железе об-
наруживаются отложения амилина, а в головном мозге пациентов с болезнью Альцгеймера про-
исходит отложение β-амилоидного белка. Существуют и амилоидогенные белки, которые вызы-
вают развитие системных амилоидозов. Часто амилоидозы являются вторичной патологией, ос-
ложняя течение каких-либо заболеваний, например хронических инфекций [1]. В настоящее 
время в связи с распространением болезни Альцгеймера актуальными являются исследования, 
посвященные патологической роли β-амилоидного белка. Установлено, что этот белок и его 
фрагменты являются цитотоксичными, что приводит к нарушению проницаемости мембран кле-
ток, вызывая их гибель [3]. 

Амилоиды, образованные из различных белков, имеют ряд общих свойств: они представляют 
собой высокоупорядоченные фибриллярные структуры, характеризующиеся наличием большого 
числа β-слоев, расположенных перпендикулярно к главной оси фибриллы; взаимодействуют со 
специфическим флуоресцентным зондом тиофлавином Т; окрашиваются красителем конго крас- 
ным и обладают свойством двойного лучепреломления в поляризованном свете [4]. На основании 
этого можно предположить, что, несмотря на различие белков-предшественников, сами амилоид- 
ные фибриллы, полученные из различных белков, являются сходными по структуре и физико-
химическим показателям, и это позволяет использовать один из амилоидогенных белков для 
получения модельных амилоидных фибрилл при изучении их свойств и механизмов действия. 
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Часто в качестве модельного предшественника амилоидов используют лизоцим, который in vitro 
образует амилоидные фибриллы при определенных условиях [5]. Нами сделано предположение, 
что при амилоидозах фибриллы оказывают влияние не только на клетки органа, в котором 
происходит их накопление, но и на клетки крови, воздействуя, таким образом, на весь организм. 
Из литературы известно, что амилоидные фибриллы, полученные из лизоцима куриного яйца, 
вызывают агрегацию эритроцитов [6]. Причиной этого, как считают авторы, является взаимо- 
действие амилоидных фибрилл с липидами, входящими в состав мембран клеток [6]. При этом не 
установлено, каким образом амилоидные фибриллы взаимодействуют непосредственно с основ- 
ными компонентами мембраны клеток крови человека.

Цель нашей работы – оценка влияния амилоидных фибрилл из лизоцима in vitro на микро- 
вязкость липидного бислоя мембран лимфоцитов человека.

Материалы и методы исследования. Для получения амилоидных фибрилл лизоцим куриного 
яйца (Fluka) в концентрации 20 мг/мл инкубировали при 65 оС и непрерывном перемешивании [6] 
в течении 8 сут в растворе соляной кислоты (pH 2,0) с добавлением азида натрия в качестве анти-
бактериального компонента. Контрольный образец лизоцима, растворенный в соляной кислоте, 
инкубировали при комнатной температуре не перемешивая. Контроль за образованием фибрилл 
осуществляли спектрофлуориметрическим методом с использованием зонда тиофлавина Т (Sigma) [7].

Лимфоциты выделяли из периферической крови практически здоровых доноров в градиенте 
плотности гистопака (Sigma). Донорскую кровь получали в РНПЦ «Трансфузиологии и медицин-
ских биотехнологий» МЗ РБ. Выделенные из периферической крови лимфоциты инкубировали  
с лизоцимом и амилоидными фибриллами (конечная концентрация белка составляла 10 мкг/мл) 
в течение 2 ч при 37 оС. Жизнеспособность клеток оценивали с помощью красителя трипанового 
синего, количество живых клеток составляло не менее 95 %. Изменение состояния липидного 
бислоя мембран лимфоцитов исследовали с помощью липофильных флуоресцентных зондов: 
1-(4-триметиламмоний)-6-фенил-1,3,5-гексатриена (ТМА-ДФГ), 2-диметиламино-6-лауроилнаф-
талина (лаурдан) и пирена [8–10]. Для статистического анализа данные делили на три группы: 
контрольные образцы лимфоцитов, не подвергающиеся воздействию белковых структур; лимфо- 
циты, подвергающиеся воздействию лизоцима; лимфоциты, подвергающиеся воздействию ами- 
лоидных структур. Достоверность различий между группами оценивали при помощи однофак- 
торного дисперсионного анализа (ANOVA) [11].

Результаты и их обсуждение. Известно, что in vitro лизоцим образует фибриллы при низких 
значениях pH и повышенной температуре [5, 12]. Образование фибрилл из лизоцима оценивали  
с помощью зонда тиофлавин Т, позволяющего определить наличие поперечных сшивок β-слоя  
в процессе формирования амилоидных фибрилл [7, 12]. В наших экспериментах интенсивность 
флуоресценции тиофлавина Т увеличивалась в течение первых 5–6 сут инкубации с выходом на 
плато к 7-м суткам, что позволяло сделать вывод об образовании зрелых амилоидных фиб- 
рилл. Интенсивность флуоресценции зонда в контрольном образце не изменялась (рис. 1). 

Рис. 1. Изменение интенсивности флуоресценции 
тиофлавина Т (λвозб = 440 нм, λрег = 482 нм)  

в зависимости от времени инкубации лизоцима:  
1 – контроль (лизоцим растворен в 10 мМ HCl (рН 2,0), 
хранится при 20 ± 2 оС); 2 – лизоцим растворен в 10 мМ 

HCl (рН 2,0), температура инкубации 65 оС

Fig. 1. Changes in the intensity of fluorescence of 
Thioflavin T (λex = 440 nm, λreg = 482 nm ) in defense  

on the lysozyme incubation time: 1 – control (lysozyme  
into 10 mM HCl (рН 2.0), storage at 20 ± 2 оС);  

2 – lysozyme into 10 mM HCl (рН 2.0), incubate at 65 оС



64 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2016. № 4. С. 62–65 

Полученные в течение 5–6 сут инкубации зре- 
лые амилоидные структуры из лизоцима исполь- 
зовали для проведения экспериментов.

В настоящей работе исследовали изменение 
состояния липидного бислоя мембран лимфо- 
цитов с помощью флуоресцентных зондов ТМА- 
ДФГ, лаурдана и пирена, встраивающихся  
в мембраны клеток на различной глубине ли-
пидного бислоя.

При проведении экспериментов наблюда- 
лось снижение генерализованной поляризации 
лаурдана, встроенного в мембраны лимфоцитов, 
проинкубированных в среде с нативным лизо- 
цимом и с амилоидными фибриллами на 3,41–
8,45  и 6,93–20,57 % соответственно по сравне- 
нию с контрольными значениями (контрольные 
клетки инкубировали в тех же условиях в сре- 
де, не содержащей белков) (рис. 2, а).

Обнаружено, что двухчасовая инкубация 
лимфоцитов в среде, содержащей лизоцим, при- 
водит к снижению коэффициента эксимериза- 
ции пирена на 1,2–6,69 %, а после инкубации 
клеток в среде, содержащей амилоидные фиб- 
риллы, среднее значение данного коэффици- 
ента снижается на 6,58–21,54 % по сравнению 
с контрольными значениями (рис. 2, b).

Поляризация флуоресценции ТМА-ДФГ, 
встроенного в мембраны клеток, подвергшихся 
воздействию нативного лизоцима и амилоидных 
фибрилл, полученных из лизоцима, снижалась  
по сравнению с контрольными клетками на 
3,2–7,2 и 20,79–24,81 % соответственно (рис. 2, c).

Заключение. Ранее нами показано, что амилоидные фибриллы, полученные из лизоцима, ока- 
зывают влияние на показатели флуоресценции липофильных зондов, встроенных в различные обла- 
сти мембран эритроцитов человека [13]. Кроме того, в данной работе аналогичные эффекты амило- 
идов, полученных из лизоцима, обнаружены и на лимфоцитах, выделенных из периферической крови 
человека. Это позволяет сделать вывод о том, что амилоидные фибриллы из лизоцима, взаимо- 
действуя с клетками крови человека in vitro, вызывают изменение микровязкости гидрофобной  
и наружной области липидного бислоя мембран клеток, а также изменяют упорядоченность фосфо-
липидов мембраны. Выяснение причин этих эффектов планируется в дальнейших исследованиях.

 
Рис. 2. Параметры флуоресценции липофильных зондов, 
встроенных в мембраны лимфоцитов (среднее значение 

параметра флуоресценции определенного зонда  
в контрольных клетках принято за 100 %):  

а – генерализованная поляризация флуоресценции 
лаурдана; b – коэффициент эксимеризации пирена;  

c – поляризация флуоресценции ТМА-ДФГ; 1 – контроль 
(нативные лимфоциты, проинкубированные в среде,  

не содержащей белков); 2 – лимфоциты, проинку- 
бированные в среде, содержащей лизоцим (10 мкг/мл);  
3 – лимфоциты, проинкубированные в среде, содер- 

жащей амилоидные фибриллы из лизоцима (10 мкг/мл)
Fig. 2. Fluorescence parameters of lipophilic probes incorpo-
rated into lymphocyte membranes (mean fluorescence value  

in control cells taken as 100 %): a – generalized polarization 
of fluorescence of laurdan; b – coefficient of excimerization 

of pyrene; c – polarization of fluorescence TMA-DPH;  
1 – control (native cells, incubated without proteins); 2 – lym-
phocytes incubated with lysozyme (10 µg/ml); 3 – lympho-
cytes incubated with lysozyme amyloid fibrils (10 µg/ml)
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ДИНАМИКА СОДЕРЖАНИЯ 137CS В ПОВЕРХНОСТНОМ ВОЗДУХЕ  
В ПОЖАРООПАСНЫЙ СЕЗОН 

В статье рассматривается способ оценки переноса загрязняющих веществ в результате лесных пожаров на за- 
грязненных радионуклидами территориях. Способ основан на сравнительном анализе природно-климатических, лесо- 
водственно-таксационных данных, а также данных многолетнего радиационного мониторинга. Экспериментально 
доказано, что лесные пожары в зонах радиоактивного загрязнения являются дополнительным источником загрязнения 
атмосферного воздуха радионуклидами. Установлено, что превышение контрольных значений бета-активности ат- 
мосферного воздуха возможно при верховых и низовых пожарах сильной интенсивности на территориях с плотностью 
загрязнения, превышающей 555 кБк/м2.

Ключевые слова: лесные пожары, радиоактивное загрязнение, индекс активности, пункты радиационного контроля.
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DYNAMICS OF 137CS ACTIVITY IN THE SURFACE AIR IN THE FIRE SEASON

The method of estimating the transfer of pollutants from forest fires in the radioactively contaminated areas is presented 
in the article. The method is based on a comparative analysis of climatic, forestry, and the long-term data of radiation moni-
toring. It is experimentally proved that the forest fires in the radioactively contaminated zones are an additional source of air 
contamination by radionuclides. It was found that the excess of the reference values of beta activity of 137Cs in the air possible 
during the crown fires and large ground fires on territories with the density of radioactive contamination above 555 kBa/m2.

Keywords: forest fires, radioactive contamination, аctivity index, radiatian control station. 

Введение. Леса на радиоактивно загрязненных землях занимают 18,8 % лесного фонда 
Республики Беларусь (по состоянию на 01.01.2014 г.) и относятся к первому классу природной 
пожарной опасности. Очаги возгораний на таких территориях требуют быстрой их ликвидации. 
Лесные пожары в зонах радиоактивного загрязнения могут приводить к изменению радиационной 
обстановки не только в очаге пожара, но и на определенном расстоянии от него – повышать 
объемную активность радиоактивных аэрозолей, их выпадение на поверхность земли. Многие 
исследователи [1–3] отмечают ежегодное повышение объемной активности аэрозолей в воздухе  
в период с апреля по октябрь, что соответствует пожароопасному сезону. Пожароопасным 
сезоном считается период календарного года, в течение которого возможно возникновение лес- 
ного пожара [4].

В Беларуси максимальные среднемесячные концентрации 137Cs в воздухе наблюдались в мае 
и сентябре 2002 г. в г. Гомель (около 400∙10–7 Бк/м3) и в августе и сентябре в г. Пинск (526∙10–7  
и 468∙10–7 Бк/м3). Эти концентрации существенно больше максимальных концентраций данного 
изотопа на европейской территории России (в августе–сентябре 2002 г. 32∙10–7 и 56∙10–7 Бк/м3  
в г. Брянск), но на 5 порядков ниже допустимой объемной активности для населения (ДОАнас = 27 Бк/м3) 
137Cs в воздухе [5].

В 2002 г. в Ветковском спецлесхозе был проведен контролируемый огневой эксперимент по опре- 
делению выхода радионуклидов из лесных горючих материалов при использовании различных 
методов пожаротушения во время ликвидации лесных пожаров на загрязненных территориях [6]. 
Объемная активность 137Cs в дымовом шлейфе лесного пожара была равна 7,44∙10–3 Бк/м3 (до про- 
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ведения эксперимента содержание 137Cs в воздухе составляло 0,173∙10–3 Бк/м3). Таким образом, объ- 
емная активность 137Cs в атмосферном воздухе во время лесного пожара увеличивается в 43 раза 
по сравнению с фоновой.

В апреле 2015 г. на территории украинской части зоны отчуждения произошел мощный 
лесной пожар (по лесным и нелесным землям) общей площадью свыше 10 000 га. (рис. 1, а). 
Дымовой шлейф бы направлен в сторону Брагина, Могилева, Светлогорска. Также крупный очаг 
возгорания был зарегистрирован 12 августа 2015 г. (рис. 1, b). Шлейф от верхового пожара в зоне 
отчуждения был растянут в северо-восточном направлении (в сторону городов Злынка и Брянск). 

В Беларуси данные радиационного контроля атмосферного воздуха собираются и системати- 
зируются государственным учреждением «Республиканский центр радиационного контроля  
и мониторинга» (ГУ РЦРКМ). В рамках системы радиационного мониторинга атмосферы произ- 
водится регистрация суммарной бета-активности радиоактивных выпадения из атмосферы на 
горизонтальные планшеты (ГП) и суммарной бета-активности аэрозолей атмосферного воздуха, 
измеряемой с помощью фильтровентиляционных установок (ФВУ). В Гомельской области ГП 
имеются в пунктах радиационного контроля районных центров. В крупных городах (Гомель  
и Мозырь) помимо ГП имеются ФВУ производительностью свыше 1000 м3/ч.

Цель настоящей работы – оценить влияние лесных пожаров на атмосферный перенос загрязня- 
ющих веществ и поверхностное загрязнение прилегающей территории (на примере радионуклидов).

Методика исследования. Методика исследования включала применение разработанного нами 
способа оценки, основанного на сравнительном анализе природно-климатических, радиоэкологи- 
ческих и исторических данных. Суть данного способа заключается в использовании четырех 
критериев для отбора и систематизации данных:

 расстояние от очага возгорания до пункта радиационного контроля (ПРК) не должно превы-
шать 20 км;

 площадь пожара должна быть не менее 0,1 га;
 очаг пожара должен располагаться на территории с уровнем радиоактивного загрязнения по 

137Cs более 185 кБк/м2;
 направление ветра должно совпадать с направлением вектора от очага лесного пожара к пункту 

радиационного контроля.
Приведенные критерии отражают крайние значения параметров, при которых тот или иной 

случай лесного пожара включался в выборку. Фактические данные для сравнительного анализа 
получены из журналов учета лесных пожаров, баз данных радиоактивного загрязнения лесных 
кварталов, планов лесных насаждений выбранных лесхозов.

При составлении сравнительной характеристики контролируемых параметров в первую оче- 
редь учитывали плотность радиоактивного загрязнения лесного квартала, площадь, вид и интен- 
сивность пожара, направление ветра, статистически значимое отличие величин бета-активности 
аэрозолей в атмосферном воздухе в день пожара (пожароопасный сезон) от контрольных значений. 
Практически полное отсутствие пожаров в период с октября по март позволило использовать 
данные радиационного мониторинга за указанный промежуток времени в качестве контроля.

Все собранные сведения были систематизированы по дате возникновения пожара, ориентации 
пункта наблюдения относительно направления ветра в день пожара. Объединенная база данных 
включала информацию о лесных пожарах (лесхоз, площадь пожара, вид и интенсивность), на- 
правлении и скорости ветра, радиационном контроле атмосферного воздуха за 2001–2011 гг.  
и насчитывала свыше 420 записей. Оценка достоверности различий между выборками проводи- 
лась методом Т-критерия для независимых выборок.

Количественным критерием оценки повышения бета-активности аэрозолей в воздухе послу- 
жил индекс активности (IA), рассчитываемый по формуле

0
,n

A
AI
A

=
 

где An – бета-активность атмосферного воздуха, зафиксированного в день пожара; A0 – контроль- 
ные значения бета-активности атмосферного воздуха.
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Рис. 1. Распространение шлейфа лесного пожара в 30-километровой зоне (снимок со спутника MODIS)  
(а – апрель 2015 г., b – август 2015 г.) [7]

Fig 1. Smoke plume from fires burning in the 30-km zone  (depicted by the MODIS instrument)
(a – April 2015, b – August 2015) [7]
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Результаты и их обсуждение. С учетом вышеуказанных критериев была отобрана выборка, 
которая включала данные о случаях лесных пожаров, которые распределились по следующим 
территориям (в скобках указано расположение ближайшего ПРК): Чечерский спецлесхоз (Че- 
черск), Наровлянский спецлесхоз (Наровля и Мозырь), Ветковский спецлесхоз (Гомель и Чечерск), 
Комаринский лесхоз (Брагин). Указанные населенные пункты расположены в зоне радиоактивного 
загрязнения и имеют пункты контроля радиационной и метеорологической обстановки. 

Проведенный сравнительный анализ данных позволил заключить, что значения среднемесяч- 
ной фоновой бета-активности выпадений на ГП и среднемесячной бета-активности радиоактивных 
выпадений по пожарному сезону достоверно не отличаются. Статистический анализ выявил, что 
в обеих группах данных фактически полученные значения критерия Стьюдента (tst) не превыша-
ли критических значений, установленных для трех порогов вероятности безошибочных прогно-
зов. Полученные выводы обоснованы при уровне значимости p ≤ 0,05. Таким образом, показатели 
активности ГП являются малочувствительными к изменению радиационной обстановки под 
влиянием лесных пожаров.

Среднемесячные измерения бета-активности аэрозолей в атмосферном воздухе с помощью 
ФВУ в г. Гомель демонстрируют систематическое достоверное повышение концентрации радио- 
нуклида в апреле–сентябре примерно в 1,5–2 раза по сравнению с контрольными значениями 
(период отсутствия лесных пожаров) на протяжении 2003–2011 гг. (для г. Гомель) и 2006–2011 гг. 
(для г. Мозырь). Применение приведенной выше формулы позволило рассчитать индекс актив- 
ности и проанализировать случаи возгорания в лесных насаждениях на радиоактивно загряз- 
ненных территориях, при которых направление ветра совпадало с вектором направления от очага 
возгорания до ПРК, т. е. воздушный поток способствовал переносу радиоактивного дымового 
шлейфа в пункт наблюдения. Анализ случаев лесных пожаров в зонах радиоактивного загрязнения 
с плотностью загрязнения территории по 137Cs свыше 555 кБк/м2 позволил установить закономер- 
ное повышение бета-активности аэрозолей атмосферного воздуха по отношению к контроль- 
ным значениям в 2–4 раза. Характерной особенностью выявленных закономерностей является 
повышение бета-активности воздуха при низовых пожарах средней и сильной интенсивности,  
а также при верховых пожарах. Динамика индекса активности 137Cs в атмосферном воздухе после 
лесных пожаров в зонах радиоактивного загрязнения приведена на рис. 2. 

Так, выявлено 4-кратное превышение фона при верховом пожаре в Ветковском спецлесхозе  
17 августа 2008 г. Общая площадь, пройденная огнем, превысила 60 га. Днем ранее имел место 
случай низового пожара сильной интенсивности общей площадью 46,5 га. В обоих случаях 
наблюдалось превышение фоновой активности в 3–4 раза. 

Рис. 2. Превышение фоновых значений бета-активности 137Cs в воздухе после лесных пожаров
Fig 2. Times series of beta-activity of 137Cs after the forest fires
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Вместе с тем некоторые случаи превышения контрольных значений бета-активности в резуль- 
тате лесных пожаров не использовали в сравнительном анализе, поскольку они не отвечали уста- 
новленным критериям формирования выборки, описанным выше. В некоторые дни отсутствия 
лесных пожаров отмечалось превышение бета-активности аэрозолей в воздухе в 2 раза относи- 
тельно контрольных значений. Среди немногих причин, способных повлиять на повышение сум- 
марной бета-активности воздуха, следует выделить перенос промышленных и техногенных пол- 
лютантов. 

Следует также отметить, что за весь изученный период (2006–2011 гг.) имели место превы- 
шения бета-активности выпадений на ГП за осенне-зимний период (период отсутствия лесных 
пожаров) над аналогичными показателями в пожароопасный сезон. Одной из причин такого 
повышения могло быть интенсивное использование древесного топлива и угля для отопления 
помещений в зимний период, что в свою очередь приводило к повышению выбросов продуктов 
сгорания, содержащих бета-излучающие изотопы. 

Заключение. Таким образом, сравнительный анализ позволил выявить закономерное повыше-
ние бета-активности воздуха после низовых лесных пожаров средней и сильной интенсивности, 
а также после верховых пожаров. В настоящее время остается актуальным вопрос переноса ради-
онуклидов с аэрозольными продуктами сгорания, образующимися во время лесных пожаров.

Экспериментально доказано, что лесные пожары в зонах радиоактивного загрязнения явля- 
ются дополнительным источником загрязнения атмосферного воздуха радионуклидами. Установ- 
лено, что превышение контрольных значений бета-активности атмосферного воздуха возможно 
при верховых и низовых пожарах сильной интенсивности на территориях с плотностью загряз- 
нения, превышающей 555 кБк/м2. Низовые пожары средней и слабой интенсивности не оказывают 
заметного влияния на изменение радиоэкологической обстановки.

Авторы статьи выражают искреннюю благодарность сотрудникам ГУ РЦРКМ и государст- 
венного учреждения «Гомельское государственное производственное лесохозяйственное объеди- 
нение» за предоставление первичных данных, которые легли в основу данной работы.
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МЕТОДОЛОГИЯ ИССЛЕДОВАНИЯ ДИНАМИКИ СИНТЕЗА  
И СЕКРЕЦИИ АНТИГЕНОВ НЕПАТОГЕННЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ  

НА ПРИМЕРЕ LACTOCOCCUS LACTIS

Методами прямого и конкурентного иммуноферментного анализа проведено исследование динамики синтеза  
и распределения в системе клетка–среда антигенов 4 штаммов лактококков. Установлено, что антигены лактококков 
включают как компоненты клетки, локализованные в цитоплазме и клеточной стенке, так и секреторные соединения. 
Показано, что характер изменения концентрации антигенов лактококков в системе клетка–среда зависит от штамма, 
стадии роста культуры и состава среды. Результаты исследования могут найти применение при выделении компо- 
нентов клеток и секреторных продуктов лактококков для их последующего использования в биотехнологиях произ- 
водства препаратов пробиотического действия.

Ключевые слова: Lactococcus lactis, антигены, поликлональные антитела кролика, иммуноанализ.
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METHODOLOGICAL APPROACH TO THE STUDY OF THE DYNAMIC  
OF ANTIGENS SYNTHESIS AND SECRETION BY NONPATHOGENIC ORGANISMS  

ON THE EXAMPLE OF LACTOCOCCUS LACTIS

Dynamics of synthesis and distribution in the system cell-environment of lactococcal antigens (4 strains) was investigated 
by direct and competitive ELISA. It was found that lactococcal antigens include intracellular, cell wall and secretory biopoly-
mers. It was shown that lactococcal antigens are synthesized and distributed in the system cell-environment in dependence on 
strain, stage of culture growth and media composition. The data will find an application in biotechnology of probiotics.

Keywords: Lactococcus lactis, antigens, rabbit polyclonal antibodies, immunoassay.

Введение. Информация об антигенах непатогенных микроорганизмов, в том числе симбионтов 
кишечника человека и пробиотиков, практически отсутствует; химическая природа и структура 
этих биополимеров, их локализация в клетке и динамика синтеза, как правило, не известны. 
Важность информации об антигенах симбионтов и пробиотиков объясняется необходимостью 
понимания механизмов индукции синтеза секреторных иммуноглобулинов (Ig) класса А [1], огра- 
ничивающих рост кишечной микробиоты и выполняющих функцию защиты человека от патоге-
нов благодаря своей полиреактивности [2]. 

В данной работе в качестве модели для исследования антигенов непатогенных микроорганиз- 
мов выбраны лактококки. Выбор обусловлен широким использованием природных и рекомбинан- 
тных штаммов Lactococcus lactis в различных отраслях промышленности и медицине.

Природные штаммы L. lactis находят применение в производстве кисломолочных продуктов, 
например сметаны, простокваши и пахты, а также творога и сыров [3]. Кроме того, L. lactis 
является естественным продуцентом бактериоцина низина, используемого в качестве консерванта 
в пищевой промышленности и антимикробного препарата в стоматологии [4]. Рекомбинантные 
штаммы L. lactis с встроенным геном аланин дегидрогеназы (КФ 1.4.1.1) и удаленным геном лак- 
татдегидрогеназы (КФ 1.1.1.27) применяют в производстве L-аланина [5], используемого в качестве 
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заменителя сахара в молочных продуктах. Штаммы, производящие интерлейкин 10 человека, 
применяют при лечении болезни Крона [6], а штаммы, несущие встроенные гены белков патоге-
нов, перспективны для создания вакцин, употребляемых интраназально и перорально [7, 8].

L. lactis не принято считать симбионтом человека [9], однако он постоянно присутствует  
в кишечнике транзитом, поступая в организм в составе молочных и растительных продуктов. 
Кроме того, он известен в качестве пробиотика, пригодного к использованию для лечения вос- 
палительных заболеваний кишечника благодаря его способности к иммуномодуляции [10]. 

Цель исследования – разработка методологии исследования динамики синтеза и секреции анти- 
генов непатогенных микроорганизмов неизвестной структуры на примере лактококков с исполь- 
зованием поликлональных антител (ПАТ) кролика, иммунизированного целыми клетками L. lac-
tis БИМ В-493 Д (ПАТанти-Ll B-493).

Материалы и методы исследования. Бактерии и условия их культивирования. Использовали 
культуры третьей генерации L. lactis БИМ B-132 (Ll B-132), L. lactis БИМ B-424 (Ll B- B-424),  
L. lactis БИМ B-493 (Ll B-493), L. lactis БИМ B-922 (Ll B-922), Streptococcus thermophilis БИМ 
B-527 (St B-527), S. thermophilis БИМ B-528 (St B-528), Enterococcus faecium БИМ B-529 (Ef B-529), 
E. faecium БИМ B-720 (Ef B-720), Lactobacillus plantarum БИМ B-423D (Lp B-423D) из научной 
коллекции типовых и промышленно-ценных непатогенных микроорганизмов Института микро-
биологии НАН Беларуси. Для определения перекрестной реакции ПАТ, специфичных к антиге-
нам Ll B-493, с антигенами родственных микроорганизмов культивировали бактерии Ll B-493, Ll 
B-922, Ll B-132, St B-527, St B-528, Ef B-720, Ef B-529, Lp B-423D в среде MRS в течение 24 ч (среда 1). 
Для исследования динамики синтеза и секреции антигенов бактерий культивировали Ll B-493,  
Ll B-922, Ll B-132, Ll B-424 в среде 1 и в той же среде, но разбавленной в 2 раза дистиллированной 
водой (среда 2), в течение 12, 24 и 48 ч.

Препараты бесклеточных фракций (БФ) и клеточных стенок (КC) бактерий получали  
в результате разрушения клеток ультразвуком и центрифугирования, как указано в работах [11, 12]. 
Измеряли значение оптической плотности при длине волны 260 нм в кювете с длиной оптического 
пути 1 см (А260 нм, 1 см) каждого препарата БФ с использованием спектрофотометра (Carl Zeiss, 
Германия); полученные значения умножали на объем БФ. Взвешивали осадки КС с использова-
нием аналитических весов CPA225D (Sartorius, Германия).

Иммуноферментный анализ (ИФА). Использовали полистирольные планшеты для ИФА 
(Greiner bio-one, Германия). Для иммобилизации антигенов на поверхности лунок планшетов 
применяли 0,01 М натрий-фосфатный буфер (НФБ), рН 7,5 (буфер 1), для промывки лунок – бу-
фер 1, содержащий 0,15 М NaCl (буфер 2); в качестве инкубационного буфера (ИнБ) использовали 
буфер 2, содержащий 1 % бычьего сывороточного альбумина. На первой стадии ИФА использо-
вали ПАТантиLl B-493, находящиеся в составе антисыворотки (Ас) кролика, иммунизированного це-
лыми клетками Ll В-493 (ГНУ «Институт биоорганической химии НАН Беларуси», Беларусь) 
или общие иммуноглобулины, выделенные из указанной Ас (Igанти-Ll B-493) по стандартной методи-
ке, включающей последовательное осаждение сывороточного альбумина каприловой кислотой 
при рН 4,8 и Ig 45 % раствором сульфата аммония при рН 7,0–7,5 [13]. Концентрацию Igанти-Ll B-493 
определяли спектрофотометрически, используя коэффициент поглощения А280 нм, 1см, 1 мг/мл, равный 
1,35. На второй стадии ИФА детектировали ПАТантиLl B493, связавшиеся с антигенами, используя 
конъюгат пероксидазы из корней хрена (horseradish peroxidase, HRP) c ПАТ барана против Ig кро- 
лика (sheep anti rabbit, ShAR) (конъюгат ShAR-HRP) (ГНУ «Институт биоорганической химии 
НАН Беларуси», Беларусь). Ферментативную реакцию HRP инициировали и останавливали, как 
указано в работе [11]. Измеряли оптическую плотность раствора в лунках при длине волны 450 нм 
(A450) с использованием спектрофлуориметра Infinite M200 (Tecan, Австрия).

Определение значений перекрестной реакции ПАТ, специфичных к антигенам штамма  
Ll B-493, с антигенами бактерий Ll B-132, Ll БИМ В-424, Ll B-922, St B-527, St B-528, Ef B-529,  
Ef B-720, Lp B-423D проводили методом конкурентного ИФА, как указано в работе [11], используя 
БФ штамма Ll B-493, иммобилизованную из раствора со значением А260 нм, 1 см, равным 0,1, в лунках 
9 серий. На первой стадии ИФА в лунках каждой серии находился ИнБ, содержащий Ас (в титре 1/2 000) 
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и БФ одного из штаммов; значения А260 нм, 1см в окончательном объеме пробы находились в диа- 
пазоне от 0,6 до 18,0. 

Исследование динамики концентрации внутриклеточных антигенов 4 штаммов лактококков 
проводили методом прямого ИФА, используя препараты БФ Ll B-493, Ll В-922, Ll B-132, Ll 424  
(24 препарата), иммобилизованные из растворов буфера 1 со значениями А260 нм, 1 см, равными 0,1. 
На первой стадии ИФА в лунках каждой из 24 серий серии находился ИнБ, содержащий  
Igанти-Ll B-493 в концентрации (0,41–52) мкг/мл.

Исследование динамики концентрации секреторных антигенов 4 штаммов лактококков 
проводили методом конкурентного ИФА, используя препараты БФ каждого штамма (24 препа- 
рата), иммобилизованные из растворов со значениями А260 нм, 1 см, равными 0,025. На первой стадии 
ИФА в лунках каждой из 24 серий серии находился ИнБ, содержащий Igанти-Ll B-493 в концен- 
трации 14,5 мкг/мл, и соответствующий препарат культуральной жидкости (КЖ), предварительно 
сконцентрированный в 10 раз, в количестве 50, 100, 200 и 400 мкл/мл (пробы B1–B4). Раствор, 
общий для всех препаратов БФ, содержащий 14,5 мкг/мл Igанти-Ll B-493 и ИнБ вместо КЖ, использовали 
в качестве пробы B0.

Результаты и их обсуждение. Согласно представлениям о локализации бактериальных анти-
генов, послужившим теоретической основой для данной работы [12], все антигены синтезируют-
ся внутри клетки, а затем распределяются между цитоплазмой и системой плазматическая мем-
брана–КС или секретируются во внешнюю среду (продукты первичной секреции) в соответствии 
с биологическими функциями, выполняемыми каждым из биополимеров, обладающих антиген-
ными свойствами. Кроме того, локализация антигенов во внешней среде может являться резуль-
татом отделения от поверхности живых клеток компонентов наружной части КС (белково-поли-
сахаридного комплекса), происходящего по мере увеличения ее толщины в ходе старения клеток 
(продукты вторичной секреции) [14], или следствием гибели клеток.

В качестве «инструмента» для исследования динамики синтеза и секреции антигенов лакто- 
кокков использовали ПАТанти-Ll B-493. В этой связи объектами исследования могут являться только 
штаммы лактококков и родственных микроорганизмов, содержащие антигены, идентичные или 
подобные антигенам Ll B-493. Выбор объектов исследования осуществляли на основании резуль-
татов определения перекрестной реакции ПАТанти-Ll B-493 с антигенами трех других штаммов L. lactis 
и пятью штаммами родственных бактерий отряда Lactobacillales. 

Установлено, что значения перекрестной реакции ПАТанти-Ll B493 c антигенами штаммов Ll В-922, 
Ll БИМ В-424 и Ll B-132 составляют 25, 28 и 40 % соответственно. Значения перекрестной реак-
ции тех же ПАТ c антигенами штаммов Lp B-423 D, St B-528, St B-527, Ef B-720 и Ef B-529 не 
превышают 1 %. Полученные данные ограничивают объекты исследования четырьмя штаммами 
бактерий – штаммом Ll B-493, используемым для получения ПАТ, и штаммами Ll В-922, Ll B-132 
и Ll В-424.

Бактерии выбранных штаммов выращивали на двух средах, одна из которых была стандартной 
для культивирования лактококков [15] и представляла собой MRS (среда 1), а вторая была 
получена в результате двухкратного разведения MRS дистиллированной водой (среда 2). 
Продолжительность культивирования составляла 12, 24 и 48 ч. В связи с изложенными выше 
представлениями о распределении антигенов в системе клетка–среда для анализа антигенов 
каждого штамма получали препараты БФ (представляющие собой совокупность цитоплазмы  
и части компонентов КС, переходящих в раствор при разрушении клеток ультразвуком) и КЖ  
(т. е. культуральной среды, отделенной от выросших в ней бактерий). Препараты БФ использо- 
вали для анализа внутриклеточных антигенов, а препараты КЖ – для определения антигенов, 
поступающих во внешнюю среду. Мерой концентрации БФ служило значение показателя А260 нм, 1 см, 
пропорциональное концентрации общих нуклеиновых кислот (НК) в составе БФ, а следователь-
но, пропорциональное числу клеток, использованных для получения БФ.

Количественная характеристика каждой культуры, необходимая для «уравнивания» препа- 
ратов БФ, используемых в ИФА, математической обработки данных ИФА и интерпретации 
полученных результатов, представлена в таблице. 
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Динамика изменения концентрации общих НК в препаратах БФ и совокупного веса КС,  
полученных в результате культивирования бактерий в течение 12, 24 или 48 ч  

и последующего разрушения клеток ультразвуком

Штамм
Общее количество НК в БФ, усл. ед.1 Вес КС, мг

12 ч 24 ч 48 ч 12 ч 24 ч 48 ч

Культуральная среда 1
Ll B-493 73,4 ± 2,52 51,7 ± 1,9 51,4 ± 2,7 118 ± 5 135 ± 6 123 ± 4
Ll В-922 62,3 ± 1,9 52,7 ± 1,3 52,8 ± 2,0 91 ± 3 94 ± 2 90 ± 3
Ll B-132 41,7 ± 0,6 29,9 ± 0,6 20,5 ± 1,0 95 ± 3 103 ± 5 86 ± 3
Ll B-424 71,6 ± 1,7 63,8 ± 2,1 33,3 ± 1,2 121 ± 4 150 ± 6 159 ± 44

Культуральная среда 2
Ll B-493 48,1 ± 0,9 39,1 ± 1,5 45,4 ± 1,3 77 ± 1 87 ± 2 84 ± 2
Ll В-922 53,5 ± 0,9 52,2 ± 1,2 62,7 ± 1,5 75 ± 3 97 ± 2 91 ± 2
Ll B-132 18,8 ± 0,1 19,5 ± 0,2 14,2 ± 0,3 64 ± 2 82 ± 3 56 ± 1
Ll B-424 54,8 ± 1,6 61,1 ± 2,03 40, ± 0,6 106 ± 4 107 ± 55 89 ± 3

П р и м е ч а н и е. 1 – общее количество НК в БФ пропорционально числу клеток бактерий, являю-
щихся источником БФ, и рассчитано как произведение значения А260 нм, 1 см (ед. опт. п.) препарата БФ  
на объем БФ (мл); 2,3 – максимальные значения показателей общего количества НК в средах 1 и 2; 4,5 – 
максимальные значения веса КС в средах 1 и 2.

Данные таблицы свидетельствуют о том, что снижение концентрации питательных веществ 
в среде культивирования приводит к ограничению роста бактерий всех тестируемых штаммов.  
В среде 1 продолжительность логарифмической фазы составляла менее 12 ч, поскольку в период 
12–24 ч в БФ каждого из 4 штаммов не происходило увеличения количества НК. Через 48 ч 
наступала фаза отмирания культуры, особенно у штаммов Ll B-132 и Ll B-424, у которых общее 
количество НК в препаратах БФ (а значит, и число клеток, соответствующих указанному време-
ни культивирования), составляло менее 50 % от такового в препаратах БФ, соответствующих 12 ч 
культивирования. В среде 2 логарифмическая фаза также длилась менее 12 ч, так как в период 
проведения измерений (12–48 ч) общее количество НК в БФ увеличивалось только на 15 % 
(штамм Ll B-922), оставалось практически неизменным (штаммы Ll B-493 и Ll B-132) или снижа-
лось (штамм Ll B-424), что соответствует поздней стационарной фазе и фазе отмирания культуры 
соответственно.

В обеих средах увеличение совокупного веса КС, происходящее в период 12–24 ч, происходило 
за счет увеличения их толщины, а не увеличения числа клеток (за исключением штамма Ll B-424, 
растущего в среде 2). В период 24–48 ч наблюдалось снижение значения указанного параметра 
(за исключением штамма Ll B-424, растущего в среде 1), что можно объяснить как естественной 
гибелью клеток и их разрушением (в случае параллельного снижения совокупного количества 
НК, например, у штамма Ll B-424, растущего в среде 2, а также у штамма Ll B-132, растущего  
в средах 1 и 2), так и отделением от поверхности клеток и переходом в среду компонентов наруж-
ной части КС [14] (в случае параллельного увеличения или сохранения неизменным совокупного 
количества НК, например, у штамма Ll B-493 в обеих средах и штамма Ll B-922 в среде 2). В со-
ответствии с данными таблицы, естественная секреция антигенов могла происходить только  
в период до 12 ч, соответствующий логарифмической фазе роста культуры, либо в те отрезки 
времени, которые соответствуют увеличению или сохранению неизменным совокупного количе-
ства НК в сочетании с увеличением или сохранением неизменным веса КС (у штаммов Ll B-922 
и Ll B-132, культивируемых в среде 2, в период 12–24 ч и у штамма Ll B-424, культивируемого  
в среде 2, в период 12–24 ч соответственно). 

Для сравнения динамики концентрации внутриклеточных антигенов 4 штаммов бактерий 
использовали следующий подход. Иммобилизовали компоненты БФ каждого штамма из раствора 
со значениями А260 нм, 1 см, равными 0,1, тем самым «уравнивая» количество клеток каждого штамма, 
из которых эти антигены получены. Исследовали концентрационную зависимость связывания 
иммобилизованных антигенов с очищенными Igанти-Ll B-493. Значение А260 нм, 1 см в растворе для 
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иммобилизации компонентов БФ, равное для всех препаратов, а также диапазон используемых 
концентраций Ig выбирали на основании результатов предварительных экспериментов; критерием 
выбора являлось получение классических кривых насыщения, имеющих выраженное «плато». 
Типичные данные на примере штамма Ll B-493, выращенного в среде 1, представлены на рис. 1, а. 
Аналогичные кривые насыщения получены для каждого из 4 штаммов, выращенных в среде 1  
и среде 2 (данные не представлены). 

Обрабатывали данные следующим образом. На каждом графике, содержащем три кривые, 
определяли значения А450 в экспериментальных точках, соответствующих выходу кривых на «плато». 
Максимальное из трех значений А450 принимали за 100 %. Производили пересчет в проценты двух 
других значений А450. Рассчитанные значения, пропорциональные удельной концентрации (Суд) 
внутриклеточных антигенов (из расчета на клетку) представляли в виде гистограмм (рис. 2, 3).

Для сравнения динамики концентрации секреторных антигенов 4 штаммов бактерий 
использовали следующий подход. Иммобилизовали БФ каждого штамма из раствора со значени- 
ями А260 нм, 1 см, равными 0,025. Для каждого из 24 препаратов БФ использовали соответствующий 
препарат КЖ, предварительно сконцентрированный в 10 раз. Он являлся источником секретор-
ных антигенов, конкурирующих с иммобилизованными антигенами за связывание с Igанти-Ll B-493. 
Значение А260 нм, 1 см в растворе для иммобилизации компонентов БФ, равное для всех препаратов, 
диапазон используемых концентраций Igанти-Ll B-493 и объем концентратов КЖ выбирали на 
основании результатов предварительных экспериментов; критерием выбора являлось получение 
классических кривых конкурентного вытеснения, имеющих выраженное «плато». Типичные 
данные на примере штамма Ll B-493, выращенного в среде 1, представлены на рис. 1, b. Ана- 
логичные кривые конкурентного вытеснения ПАТ из комплекса с иммобилизованными антигена-
ми получены для каждого из 4 штаммов, выращенных в среде 1 и среде 2 (данные не представлены). 

Обрабатывали данные следующим образом. На каждом графике для каждой из трех кривых 
определяли количество КЖ (в мкл), соответствующее экспериментальной точке со значением ОY, 
равным 50 %; полученные значения обозначали x1–x3. Рассчитывали значения 1/x1–1/x3. Макси-
мальное из трех значений принимали за 100 % и производили пересчет в проценты двух других 
значений 1/xn. Каждое из рассчитанных значений делили на общее количество НК в БФ (см. таб- 
лицу), «уравнивая» тем самым количество клеток, являющихся источником антигенов, находя-
щихся в КЖ. Рассчитанные значения, пропорциональные Суд секреторных антигенов (из расчета 
на клетку) представляли в виде гистограмм (рис. 2, 3).

Данные, представленные на рис. 2, 3, свидетельствуют о том, что Суд внутриклеточных 
антигенов каждого из штаммов Ll B-493, Ll B-132, Ll B-922 в период наблюдений (12–48 ч) изме-

     

Рис. 1. Типичные графики прямого (а) и конкурентного (b) ИФА, используемые для расчета удельной концентрации 
(Суд) внутриклеточных (а) и секреторных (b) антигенов из расчета на клетку бактерий, на примере штамма Ll B-493, 
выращенного в среде 1. Представлены средние данные трех независимых экспериментов (погрешность составляет 

не более 5 %)
Fig. 1. Tipical curves of direct (a) and competitive (b) ELISA used for calculation of specific concentration (Csp)  

of intercellular (a) and secretory (b) antigens per bacterial cell are shown using strain Ll B-493 grown in medium 1 as  
an example. CL – cultural liquid
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няется не более чем на 20 % как при культивировании бактерий в среде 1, так и при их росте  
в среде 2. Изменение Суд антигенов в клетках штамма Ll B-424 при его культивировании  
в среде 1 подчинялось той же закономерности и составлял 6–8 %, в то время как в среде 2 в период 
24–48 ч Суд увеличилась на 40 %. Логично предположить, что выраженные изменения Суд внутри- 
клеточных антигенов происходили во время логарифмической фазы роста культуры, продолжи- 
тельность которой оказалась более короткой, чем предполагалось при планировании работы. 

Динамика Суд (из расчета на клетку) антигенов лактококков в КЖ в период 12–48 ч имела 
более выраженный характер. В среде 1 отмечалось увеличение Суд антигенов каждого из 4 штам- 
мов в течение всего периода наблюдений (рис. 2, 3). Исходя из данных таблицы, увеличение Суд 
антигенов штаммов Ll B-132 и Ll B-424 в период 12–48 ч можно объяснить поступлением антиге-
нов в КЖ в результате их отделения от КС или гибели клеток. В КЖ штаммов Ll B-493 и Ll B-922 
это объяснение справедливо только для периода 12–24 ч, в то время как в более поздние сроки 
наиболее вероятной причиной увеличения антигенов в КЖ является вторичная секреция компо-
нентов КС живых клеток. В среде 2 у штаммов Ll B-132, Ll B-424 и Ll B-493 выраженное увели-
чение Суд в КЖ наблюдалось в период 12–24 ч; причиной этого являлась естественная секреция 
(штаммы Ll B-132 и Ll B-424) или поступление антигенов в КЖ в результате их отделения от КС 
или гибели клеток (штамм Ll B-493). Последующее незначительное снижение Суд антигенов в КЖ 

Рис. 2. Зависимость удельной концентрации (Суд) внутриклеточных антигенов (БФ) и секреторных антигенов (КЖ) 
из расчета на клетку бактерий от продолжительности роста культуры в средах 1 и 2. Бактерии: а – Ll B-132,  

б – Ll B-424
Fig. 2. Dependence of the specific concentration (Csp) of intracellular antigens (cell-free fraction, CFF) and secretory  
antigens (cultural liquid, CL) per bacterial cell on the duration of the cell culture growth in media 1 and 2. Bacteria:  

a – Ll B-132, b – Ll B-424

Рис. 3. Зависимость удельной концентрации (Суд) внутриклеточных антигенов (БФ) и секреторных антигенов (КЖ) 
из расчета на клетку бактерий от продолжительности роста культуры в средах 1 и 2. Бактерии: а – Ll B-493,  

б – Ll B-922
Fig. 3. Dependence of the specific concentration (Csp) of intracellular antigens (cell-free fraction, CFF) and secretory antigens 

(cultural liquid, CL) per bacterial cell on the duration of the cell culture growth in media 1 and 2. Bacteria: a – Ll B-493,  
б – Ll B-922
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можно объяснить либо нарушением их структуры и, следовательно, способности к образованию 
иммунных комплексов со специфическими антителами, либо тем, что в указанный период про- 
исходит увеличение числа клеток (см. таблицу), но рост КС ограничен истощенными ресурсами 
среды. У штамма Ll B-922, растущего в среде 2, Суд антигенов в КЖ остается практически не- 
изменной в ходе всего времени наблюдений. Вероятно, в период 12–24 ч эти антигены являются 
продуктами первичной секреции, а в период 24–48 ч – продуктами вторичной секреции компо- 
нентов КС. 

Следует отметить, что антигены, находящиеся в КЖ через 12 ч с момента начала роста куль- 
туры каждого штамма, по-видимому, являются продуктами первичной секреции, что подтверж- 
дает факт детекции этого процесса в более поздний период (среда 2, 12–24 ч, штаммы Ll B-132, 
Ll B-424 (рис. 2) и Ll B-922 (рис. 3)). 

Заключение. Разработана методология исследования динамики синтеза и секреции бактери- 
альных антигенов неизвестной природы и структуры, включающая метод выбора объектов ис- 
следования; критерии количественной оценки биологических препаратов, являющихся источ- 
ником антигенов; методику иммуноферментного анализа изменения Cуд (из расчета на клетку) 
внутриклеточных и секреторных антигенов; методы обработки экспериментальных данных и интер-
претации результатов. 

В качестве объектов исследования динамики синтеза и секреции антигенов выбраны штамм 
Ll B-493, а также штаммы Ll В-922, Ll B-132, Ll B-424, для которых значения перекрестной реак-
ции с используемыми ПАТ составляют не менее 25 %. Установлено, что антигены лактококков 
включают как компоненты клетки, локализованные в цитоплазме и КС, так и соединения, оказы-
вающиеся во внешней среде в результате первичной секреции, деградации КС или гибели клеток. 
Показано, что после завершения логарифмической стадии роста концентрация внутриклеточных 
антигенов изменяется не более чем на 20 %, а концентрация антигенов во внешней среде увели-
чивается более чем в 2 раза. Характер увеличения концентрация антигенов во внешней среде 
зависит от штамма, стадии роста культуры и состава среды. 

Разработанная методология исследования динамики синтеза и секреции бактериальных анти- 
генов неизвестной структуры и данные о характере распределения антигенов лактококков в си- 
стеме клетка–среда могут найти применение при выделении компонентов клеток и секреторных 
продуктов лактококков и других непатогенных микроорганизмов для их использования в науч- 
ных исследованиях и биотехнологиях производства препаратов пробиотического действия. 
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УГЛЕВОДОРОДОКИСЛЯЮЩИЕ АССОЦИАТИВНЫЕ КУЛЬТУРЫ  
ДЛЯ ДЕСТРУКЦИИ ТЯЖЕЛОЙ НЕФТИ 

Известно множество видов микроорганизмов-нефтедеструкторов, которые входят в состав биопрепаратов, ши- 
роко применяемых для ликвидации аварийных разливов нефти и нефтепродуктов. Однако они малоэффективны по 
отношению к высоковязкой нефти. Высокий деструктивный потенциал выделенных ассоциаций углеводородо- 
кисляющих микроорганизмов служит основанием для дальнейшей разработки препарата для деструкции тяжелой 
нефти.

Ключевые слова: микроорганизмы-нефтедеструкторы, высоковязкая нефть. 
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 Institute of Microbiology of the National Academy of Sciences of Belarus, Мinsk, Republic of Belarus

HYDROCARBON-OXIDIZING ASSOCIATIVE MICROBIAL CULTURES ELIMINATING HEAVY OIL 

Numerous microbial oil-degrading species are known as constituents of biopreparations used for disposal of emergency 
leakages of petroleum and its refining products. Yet, they show only minor effect with respect to hyper viscous crude oil. 
Elevated decomposing microbial associations lays the basis for further research and development of efficient biopreparation 
for degradation of heavy oil originating from Belarusian fields. 

Keywords: microbial oil-degrading, hyper viscous crude oil. 

Введение. Основная доля мировой добычи нефти приходится на месторождения, пик добычи 
на которых уже пройден. Однако ввиду постоянно увеличивающегося спроса на энергоносители 
огромное значение приобретает использование эффективных технологий разработки высоковяз- 
кой нефти и природных битумов. Такие технологии, интенсивно развивающиеся последние 10 лет, 
в ближайшие 20–25 лет будут приоритетными в мире. В Республике Беларусь 65 месторождений 
нефти, из них более 30 активно эксплуатируются. При этом более 44 % из них относится к труд- 
ноизвлекаемым запасам, в состав которых входят залежи с высоковязкой нефтью. С увеличением 
объемов добычи такой нефти возрастают и экологические проблемы. Требуются огромные уси- 
лия и средства, чтобы ликвидировать нанесенный тяжелой нефтью ущерб, так как при ее попа- 
дании в окружающую среду она очень плохо подвергается разложению. В настоящее время известно 
множество видов микроорганизмов-нефтедеструкторов, которые входят в состав биопрепаратов, 
широко применяемых для ликвидации аварийных разливов нефти и нефтепродуктов. Однако 
они малоэффективны по отношению к высоковязкой нефти. В связи с этим существует реальная 
необходимость проведения поисковой работы по выделению, изучению способностей и потен- 
циала деструкции тяжелой нефти углеводородокисляющими микроорганизмами [1–7].

Цель данной работы – установить, возможно ли применение углеводородокисляющих культур 
для деструкции тяжелой нефти.

Материалы и методы исследования. В работе использованы традиционные микробиоло- 
гические, физико-химические, химические методы исследования.

Объектами исследования являлись микроорганизмы-деструкторы нефти, выделенные из раз- 
личных почв нефтяных месторождений и накопительных культур с нефтью.
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На буровых площадках Вишанского, Домановичского и Северо-Домановичского месторож- 
дений проведен отбор образцов буровых растворов, пластовых вод и образцов тяжелой нефти. 

Состав биополимерного бурового раствора: ксантан – 0,65 %, крахмал – 1,5, гидроокись ка- 
лия – 0,05, биоцид – 0,06, мел – 2 %.

Характеристики пластовых вод и образцов тяжелой нефти приведены в табл. 1 и 2.

Т а б л и ц а 1. Характеристика пластовых вод 

Параметр
Месторождение

Вишанское Домановичское Северо-Домановичское

Плотность, г/см3 1,1 1,2 1,2
рН 6,5 7,11 5,6
Минерализация 220 221 209

Т а б л и ц а  2. Характеристика образцов тяжелой нефти 

Параметр
Месторождение

Вишанское Домановичское Северо-Домановичское

Плотность нефти в пластовых условиях, г/см3 0,906 0,9169 0,905
Вязкость при 50 г С, мм2/с 56,5 477,7 368,4
Содержание асфальтеновых веществ в нефти, % 3,13 0,37 3,05
Содержание парафина в нефти, % 7,97 7,75 6,4
Содержание смолистых веществ в нефти, % 22,04 37,63 35,72

Выделение микроорганизмов-деструкторов тяжелой нефти проводили методом накопитель- 
ных культур, созданных на основе почвы, которая загрязнена тяжелой нефтью, добытой на Ви- 
шанском, Домановичском и Северо-Домановичском месторождениях. 

О деструктивной активности отобранных ассоциаций судили на основании снижения концен- 
трации парафинов, смол и асфальтенов в среде культивирования. Методика определения концент- 
раций данных веществ основана на их экстракции из образцов жидкой среды с использованием 
растворителей и последующем анализе экстрактов методом газовой хроматографии с капиллярной 
колонкой и пламенно-ионизационным детектором, а также ИК-спектрофотометрическим мето- 
дом. Экстракцию нефтепродуктов осуществляли хлороформом с одновременной очисткой элю- 
атов в колонке с оксидом алюминия. Интенсивность поглощения каждого раствора на инфракрас- 
ном спектрометре измеряли в интервале длин волн 2700–3100 см–1. Оптическую плотность рас-
считывали методом базисной линии, которую проводили как касательную к основанию двух пи-
ков, соответствующих симметричным и асимметричным валентным колебаниям СН2- и СН3-групп. 
Для анализа использовали полосу поглощения асимметричных валентных колебаний метилено-
вых групп 2926 см–1. 

Степень деградации нефти (S) рассчитывали по формуле

 S = (100–C/C0)·100,

где С – конечная концентрация нефти, мг/л; C0 – концентрация внесенной нефти, мг/л.
Результаты и их обсуждение. В пластовых водах и буровых растворах, используемых при 

добыче тяжелой нефти на Вишанском, Домановичском и Северо-Домановичском месторождениях, 
микроорганизмов-деструкторов тяжелой нефти не выявлено. Их отсутствие в данных образцах 
может быть связано с низкой концентрацией аэробных микроорганизмов на глубине около 2 км 
и с близким залеганием солевых слоев (концентрация соли в нефтяном пласте может достигать 
300 г/л). Из загрязненных нефтью почв буровых площадок месторождений Гомельской обла- 
сти выделено 18 ассоциаций микроорганизмов-деструкторов высоковязкой нефти. Наиболее 
активные ассоциативные культуры адаптированы к высоким концентрациям тяжелой нефти  
(1–30 %).  
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Рис. 1. Динамика деструкции тяжелой нефти ассоциацией ТН1
Fig. 1. Dynamics eliminating heavy oil by association TN1

Рис. 2. Динамика деструкции тяжелой нефти ассоциацией ТН4
Fig. 2. Dynamics eliminating heavy oil by association TN4

Рис. 3. Динамика деструкции тяжелой нефти ассоциацией БП1
Fig. 3. Dynamics eliminating heavy oil by association BP1

Проверка способности выделенных ассоциаций к развитию на средах с тяжелой нефтью  
в концентрации 1–10 % позволила выявить три наиболее активные ассоциации, состоящие из 
микроорганизмов родов Rhodococcus, Gordonia и Bacillus. Данные ассоциативные культуры ТН1, 
ТН4 и БП1 способны разрушать тяжелую нефть в концентрации 1 % в течение месяца на 14, 12  
и 13 % соответственно (рис. 1–3). При повышении концентрации токсиканта до 3 % деструктив-
ная активность исследуемых ассоциаций значительно снижалась.
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Дальнейшие исследования деструктивного потенциала ассоциаций БП1 и ТН4 показали, что 
за 3 мес. концентрация асфальтеновых веществ в среде культивирования снизилась на 13 и 11 % 
соответственно. Смолистые вещества были разрушены данными культурами на 20 и 16 %, а пара- 
фины – на 35 и 34 % соответственно.

Заключение. Высокий деструктивный потенциал выделенных ассоциаций углеводородокис- 
ляющих микроорганизмов служит основанием для дальнейшей разработки препарата для ути- 
лизации тяжелой нефти белорусских месторождений.
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ВЛИЯНИЕ ПРАЙМИНГА СЕМЯН ОГУРЦА 5-АМИНОЛЕВУЛИНОВОЙ КИСЛОТОЙ  
НА ЭНЕРГИЮ ПРОРАСТАНИЯ И РАЗВИТИЕ РАСТЕНИЙ  

В УСЛОВИЯХ СОЛЕВОГО СТРЕССА

Отмечено положительное влияние биопрайминга семян огурца 5-аминолевулиновой кислотой (АЛК) на энергию 
прорастания, длину гипокотилей, длину и вес корней, содержание хлорофиллов a, b и каротиноидов в растениях, 
выращенных в условиях солевого стресса (50 мМ NaCl), по сравнению с проростками, не обработанными АЛК. 

Ключевые слова: биопрайминг, семена огурца, АЛК, энергия прорастания, морфометрические и морфологические  
показатели, хлорофилл а, b, каротиноиды. 

Y. V. Prischepchik

Institute of Biophysics and Cell Engineering of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus 

INFLUENCE OF CUCUMBER SEED PRIMING WITH 5-AMINOLEVULINIC ACID ON SEED VIGOR  
AND PLANT DEVELOPMENT UNDER SALT STRESS

The positive effect of cucumber seed biopriming with 5-aminolevulinic acid (ALA) on vigor, length of hypocotyl, length 
and weight of the roots, the content of chlorophyll a, b and carotenoids in plants grown under salt stress (50 mM NaCl), com-
pared to seedlings not treated with ALA, has been demonstrated.

Keywords: biopriming, cucumber seed, ALA, salt stress, vigor, morphometric and morphological indicators, chlorophyll 
a, b, carotenoids.

Введение. Прайминг – это стимуляция семян растений, за счет которой удается активизировать 
их прорастание, начальный и последующий рост. Для семян создаются базовые условия в виде 
высокой влажности и оптимальной температуры. Влажность семян доводится до уровня, близкого 
к тому, который необходим для реального начала прорастания, но не достигает его, а просто 
поддерживает процесс. Как только семена достигают состояния, необходимого для прорастания, 
их высушивают до первоначального уровня влажности и высаживают в емкости с водой. Таким 
образом, прорастание семян занимает меньше времени, поскольку часть процесса уже пройдена [1].

Если семена высаживают в условиях жары, засухи или обильных осадков, повышенной 
засоленности почвы (иными словами, в стрессовых условиях), химические процессы в них могут 
протекать сложнее, чем при минимальном стрессе или его отсутствии. В частности, при 
выращивании растений в условиях засоления создается осмотический стресс, вследствие чего 
семена теряют способность получать необходимую для прорастания воду. Также сказывается 
токсическое влияние ионов Na+ и Cl– на прорастающие семена. Это приводит к ингибированию 
прорастания семян и развития рассады [2]. Прайминг синхронизирует и ускоряет рост проростков, 
способствуя тем самым более высокой урожайности.

В настоящее время широко распространено предпосевное замачивание семян в растворах 
различных физиологически активных соединений, которые оказывают положительное действие 
на всхожесть семян, активируя в них ферменты, расщепляющие запасные органические вещества, 
используемые зародышем при прорастании [3]. Известно, что предшественник всех циклических 
(хлорофиллы, гемы, корриноиды) и линейных (билины, фикобилины) тетрапирролов, 5-аминоле- 
вулиновая кислота (АЛК), проявляет свойства физиологически активного соединения, ускоряя 
рост растений. АЛК усиливает синтез цитокининов, что объясняет ее росторегулирующие 
свойства [4–6]. 

© Прищепчик Ю. В., 2016



86 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2016. № 4. С. 85–88 

Цель данной работы – исследование влияния прайминга семян огурца с помощью амино- 
левулиновой кислоты на всхожесть семян и дальнейшее развитие растений в условиях солевого 
стресса. Актуальность данной проблемы заключается в практическом обосновании применения 
данного метода для наилучшего роста растений на ранних стадиях вегетации в неблагоприятных 
условиях окружающей среды. 

Объекты и методы исследования. Объектом исследования выбран сорт огурца Кураж F1. 
Это самый распространенный сорт огурцов, который выращивают на приусадебных участках  
и агрокомбинатах Республики Беларусь. Он отлично растет как в открытом грунте, так и в тепли-
цах. Семена были обработаны протравителем ТМТД (тетраметилтиурамдисульфид), действую-
щим веществом которого является относящийся к классу дитиокарбаматов тирам (400 г/л), кото-
рый обладает фунгицидным действием.

В опытах использовали водные растворы АЛК (5, 10 мг/л) и NaCl (50 мM), приготовленные на 
дистиллированной воде комнатной температуры. Для выращивания растений использовали 
пластмассовые закрывающиеся емкости, дно которых покрывали фильтровальной бумагой, на 
которую помещали семена, смоченные соответствующими растворами. Семена огурца замачива-
ли в течение 1 ч в дистиллированной воде (гидропраймиг), часть – в растворах АЛК (биопрай-
минг) и часть – в растворах NaCl (галопрайминг). Далее семена высушивали при комнатной 
температуре в течение 1 ч. Семена, прошедшие прайминг в воде, высаживали в емкости с дистил- 
лированной водой, остальные – в емкости с солевым раствором (50 мM NaCl).

В ходе данного исследования определяли энергию прорастания семян, морфометрические  
и морфологические показатели 7-дневных проростков. В работе приведены средние значения по каж- 
дому показателю. Данные обрабатывали с помощью программного обеспечения SigmaPlot 11.0.

Содержание хлорофиллов (Хл) a и b и каротиноидов в семядольных листьях проростков, 
выросших в нормальных и стрессовых условиях, оценивали по спектрам поглощения 85 %-ных 
ацетоновых экстрактов семядольных листьев (спектрофотометр UVIKON 931, Германия):

Хл а [мкг·мл–1] = 10,3А(663) – 0,918А(644), 
Хл b [мкг·мл-1] = 19,7А(644) – 3,87А(633),

каротиноиды [мкг·мл-1] = 4,75А(453) – 0,226 (Хл а + Хл b),

где А(453), А(644) и А(633) – значения оптической плотности при λ = 453 нм, λ = 644 нм и λ = 633 нм 
соответственно [7]. Содержание фотосинтетических пигментов рассчитывали на 0,05 г сырой массы.

Результаты и их обсуждение. Гидропрайминг 
(контрольные растения) оказал положительное 
влияние на энергию прорастания семян огурца,  
а также на морфометрические и морфологические 
показатели 7-дневных проростков, выращенных 
в нормальных условиях, по сравнению с непрай- 
мированными семенами. Галопрайминг и после- 
дующее выращивание растений в условиях избы- 
точного засоления, создаваемого 50 мM NaCl, зна- 
чительно снизили энергию прорастания (на 35 %), 
длину гипокотиля (на 52 %), длину (на 52 %) и вес 
(на 42 %) корня растений огурца по сравнению  
с контролем. Замачивание семян в растворах АЛК 
(5 и 10 мг/л), последующее их высушивание и вы-
ращивание растений на растворе 50 мM NaCl 
оказало положительное воздействие на энергию 
прорастания семян (143 и 171 % соответственно) 
по сравнению с семенами, праймированными  
50 мM NaCl и выращиваемыми на этом же 
растворе (рис. 1). Биопрайминг с АЛК привел так-
же к увеличению длины гипокотиля на 17 и 8 %, 

Рис. 1. Энергия прорастания семян огурцов, 
праймированных в воде, растворах NaCl (50 мM)  

и АЛК (5 и 10 мг/л). Семена, праймированные в воде, 
помещали в емкости с водой, остальные – в емкости  

с солевым раствором (50 мM NaCl)
Fig. 1. Energy germination cucumber seeds primed in  

water solutions of NaCl (50 mM) and ALA (5 and 10 mg/l). 
Seeds primed in water was placed in a water capacitance, 
and the rest – with salt solution capacitance (50 mM NaCl)
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Рис. 2. Содержание Хл a и b в семядолях 7-дневных проростков огурцов, выросших либо на поверхности воды, либо 
в  растворе NaCl (50 мM). Прайминг семян проводили в воде, растворах NaCl (50 мM) и АЛК (5 и 10 мг/л)

Fig. 2. The content of chlorophyll a and b in the cotyledons of 7-day old cucumber seedlings grown either on a water surface 
or in a solution of NaCl (50 mM). Seed priming was performed in water, solutions of NaCl (50 mM) and ALA (5 and 10 mg/l)

Рис. 3. Содержание каротиноидов в семядолях 7-дневных проростков огурцов, выросших либо на поверхности 
воды, либо в растворе NaCl   (50 мM). Прайминг семян проводили в воде, растворах NaCl (50 мM) и АЛК  (5 и 10 мг/л)

Fig. 3. The content of carotenoids in the cotyledons of 7-day old cucumber seedlings grown either on a water surface or  
a solution of NaCl (50 mM). Seed priming was performed in water, solutions of NaCl (50 mM) and ALA (5 and 10 mg/l)

корня – на 19 и 23, веса корня – на 33 и 33 % по сравнению с растениями, семена которых получили 
обработку NaCl. Обе концентрации АЛК восстанавливали морфологические характеристики 
растений практически до уровня выращиваемых на воде. Прайминг семян с АЛК (5 мг/л) стиму-
лировал накопление пигментов в семядольных листьях растений, выращиваемых на 50 мM NaCl, 
по сравнению с растениями, праймированными NaCl и выращиваемыми на солевом растворе. 
Так, содержание Хл a в растениях, праймированных АЛК, увеличилось на 52 %, Хл b – на 30 % 
(рис. 2), каротиноидов – на 54 % (рис. 3). Таким образом, полученные результаты указывают на 
возможность применения биопрайминга семян в растворах АЛК для стимулирования их про-
растания и улучшения роста культурных растений в стрессовых условиях.

Заключение. Положительное влияние биопрайминга семян в растворах АЛК 5 и 10 мг/л на 
энергию прорастания и последующий рост растений огурца, выращиваемых в стрессовых 
условиях, создаваемых засолением (50 мM NaCl), указывает на возможность применения данного 
метода с целью стимулирования прорастания семян и улучшения роста культурных растений на 
ранних стадиях вегетации в стрессовых условиях.
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ЗАЩИТНОЕ ДЕЙСТВИЕ ЭКЗОГЕННОЙ Β-АМИНОМАСЛЯНОЙ КИСЛОТЫ  
НА РАСТЕНИЯ ЯЧМЕНЯ (HОRDEUM VULGARE L.)  

ПРИ ИНФИЦИРОВАНИИ  BIPOLARIS SOROKINIANA SHOEM

Изучено действие экзогенной β-аминомасляной кислоты (β-АМК) на растения ярового ячменя (Hordeum vulgare L.) 
сорта Магутны в контролируемых условиях вегетации. На фазе 4-го листа  растения обрабатывали раствором, содер-
жащим водорастворимый полимер и β-АМК, а через 1 и 9 сут их заражали спорами гриба Bipolaris sorokiniana Shoem 
(B. sorokiniana). Спустя 21 сут после первой обработки растения, достигшие к этому времени фазы колошения, оп- 
рыскивали еще раз раствором полимера с β-АМК. Оценивали поражение растений, морфологию, содержание 
фотосинтетических пигментов и урожайность. Праймирующее влияние экзогенной β-АМК на растения ячменя про-
являлось в снижении количества пораженных грибами B. sorokiniana растений, улучшении морфологических и фото- 
синтетических показателей на фоне заражения и увеличении  массы зерна с одного растения.

Ключевые слова:  яровой ячмень, β-аминомасляная кислота, Bipolaris sorokiniana, морфология, урожай. 

V. V. Kondratjeva, L. F. Kabashnikova, G. E. Savchenko

Institute of Biophysics and Cell Engineering of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus

PROTECTIVE ACTION OF Β-AMINOBUTYRIC ACID ON BARLEY PLANTS (HОRDEUM VULGARE L.) 
INFECTED BY BIPOLARIS SOROKINIANA SHOEM

Action of the exogenous beta-aminobutyric acid (BABA) on plants of spring barley (Hordeum vulgare L.) variety Magutni 
in the conditions of vegetative pot experiment was investigated. On a phase of 4th-leave a plants was treated by a solution 
containing water-soluble polymer and BABA, and in 1 and 9 days their was infected by mushroom Bipolaris sorokiniana.  
On 21 day after the first treatment the plants which have reached of a phase of heading, sprayed once again a solution of poly- 
mer with BABA. Degree of deseased plants, morphology, the content of photosynthetic pigments and a grain crop were es-
timated. Improvement of morphological and photosynthetic characteristics against infection and increase in weight of grain 
from one plant is established priming action of the exogenous BABA on the barley plants, caused decrease in degree of infection 
by mushrooms Bipolaris sorokiniana.

Keywords: spring barley, beta-aminobutyric acid, Bipolaris sorokiniana, morphology, grain crop.

Введение. Перспективным направлением в борьбе за урожай и экологию в настоящее время 
является повышение общей неспецифической устойчивости растений (иммунного статуса) к не- 
благоприятным факторам биотической природы путем индукции природных защитных меха- 
низмов с помощью разнообразных химических соединений [1, 2]. Если исходить из безопасности 
любых защитных веществ для человека и природы в целом как главном требовании времени, то 
она должна перевешивать их возможную меньшую эффективность по сравнению с химическими 
пестицидами. Один из популярных индукторов фитозащиты – β-аминомасляная кислота (β-АМК), 
отсутствующая в растениях (по сути, ксенобиотик). Она является изомером γ-АМК, характерной 
для клеток животных. Cледует отметить, что практическое использование почти всех известных 
защитных веществ, и β-АМК не исключение, опережает или идет параллельно с раскрытием 
механизмов их действия. Наличие в растениях рецептора β-АМК, выявленное совсем недавно [3], 
вносит существенные коррективы в существовавшие до сих пор представления о механизме 
действия этого индуктора. 

Несмотря на доступность по цене и сравнительную безопасность и эффективность β-АМК как 
индуктора (праймера), особые опасения вызывает возможность ингибирования ею ростовых 
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процессов при концентрациях, превышающих 10–3 М, наблюдавшаяся рядом исследователей [4]. 
Уже сейчас ясно, что дальнейшее исследование механизмов β-АМК-индуцированной устойчивости, 
как и разработка защитных препаратов на ее основе, требует детального изучения особенностей 
влияния β-АМК на разные виды растений в конкретных климатических условиях. Проведенные 
нами эксперименты с проростками ячменя, выращенными в лабораторных условиях, позволили 
установить защитный эффект обработки растений в 4-дневном возрасте водным раствором β-АМК 
(1−2,5)·10–4 М за сутки до заражения bipolaris sorokiniana shoem (далее − B. sorokiniana), выразив-
шийся в снижении количества пораженных грибом проростков к 11-дневному возрасту [5]. Из 
литературы известно, что защитный эффект β-АМК проявляется в онтогенезе и становится замет- 
ным в листьях вышележащих ярусов после нанесения β-АМК на листья нижних ярусов [1]. 

 Цель работы – оценить влияние экзогенной β-АМК в условиях вегетации как на морфологи-
ческие показатели растения в онтогенезе, так и на конечный урожай зерна. 

Объекты и методы исследования. Работу проводили с растениями ярового ячменя (Hordeum 
vulgare L.) сорта Магутны, выращенными в вегетационных сосудах (40 семян на сосуд площадью 
283,4 см2), размещенных на открытой площадке в естественных природных условиях на территории 
ЦБС НАН Беларуси. Половину сосудов использовали для анализа морфологии и биохимических 
показателей, вторую половину – только для оценки урожая зерна. Обработку растений водным 
раствором, содержащим в качестве прилипателя водорастворимый полимер (ВРП, 0,4 %) и β-АМК 
(2,5·10–4 М), из расчета 1 мл раствора на сосуд, проводили в фазе 4-го листа (ДК 31 по коду Задо- 
кса) и через 21 cут после первой обработки − в фазе колошения (ДК 39-41). Выбор концентрации 
β-АМК основан на данных, полученных ранее в ходе экспериментов на проростках ячменя [5]. 
Заражение спорами гриба B. sorokiniana (106 спор на 1 мл суспензии) осуществляли через 1 и 9 сут 
с момента первой обработки иммуномодулятором. Распространение заболевания оценивали 
визуально путем подсчета количества растений с характерной для B. sorokiniana картиной 
поражения. Урожай оценивали по массе зерна в сосуде и одном растении и по массе 1000 зерен. 
Содержание пигментов определяли спектрофотометрически [6]. 

Результаты и их обсуждение. На рис. 1 показано изменение высоты растений в онтогенезе 
при развитии в сосудах в естественных условиях и отсутствие достоверного влияния β-АМК на 

Рис. 1. Влияние экзогенной  β-АМК на высоту растений 
ярового ячменя сорта Магутны при естественном 

инфицировании в условиях вегетационного 
эксперимента (1 − контроль, 2 − β-АМК).  

Обработка раствором, содержащим β-АМК,  
проведена в возрасте 26 и 47 сут

Fig. 1. Effect of exogenous BABA to the height of the plants  
of spring barley varieties Magutny  in natural infection  

in a growing experiment (1 –	control, 2 – BABA)

Рис. 2. Влияние экзогенной  β-АМК на высоту растений 
ярового ячменя сорта Магутны при инфицировании 

Bipolaris sorokiniana в условиях вегетационного 
эксперимента (1 − B. sorokiniana, 2 − β-АМК +  

B. sorokiniana). Обработка раствором, содержащим 
β-АМК, проведена в возрасте 26 и 47 сут, инокуляция 

спорами гриба − в возрасте 27 и 35 сут

Fig. 2. Effect of exogenous BABA  to the height of the plants 
of spring barley varieties Magutny infected by Bipolaris soro-
kiniana in a growing experiment (1 – control, 2 –  BABA)
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их рост. Тенденция к снижению последнего, наблюдавшаяся на 51-е сутки вегетации спустя только 
4 сут после второй обработки иммуномодулятором, не подтвердилась в ходе дальнейшего онто- 
генеза, что, скорее всего, может быть следствием случайной выборки. В сосудах с максимальным 
количеством растений на это указывают данные измерений на заключительном этапе эксперимента 
(учитывались только параметры, характеризующие урожай (последняя пара столбиков на ди- 
аграмме рис. 1)). Следует отметить, что на фоне грибного заражения четко проявилось стиму- 
лирующее влияние β-АМК на высоту растений (рис. 2), которая увеличивалась в онтогенезе  
и в конце вегетации составила 140 % от высоты незараженных растений (t = 17,3; P(t) < 0,001). На 
отсутствие достоверных изменений других морфологических параметров растений ячменя в он-
тогенезе под влиянием β-АМК указывают данные табл. 1.

В табл. 2 приведено содержание фотосинтетических пигментов в подфлаговом листе. Суще- 
ственного и статистически достоверного изменения количества хлорофиллов и каротиноидов  
в различных вариантах эксперимента не наблюдалось. В то же время после инокуляции посевов 
спорами гриба фотосинтетические показатели на исследованных этапах онтогенеза не уступали 
таковым в незараженных растениях. 

Т а б л и ц а  1. Онтогенетические изменения морфологических показателей растений ячменя,  
не подвергавшихся грибному заражению

Возраст 
растений, сут Вариант К-во побегов К-во листьев

на главном побеге
Масса листьев

главного побега, г Масса растения, г

33 Контроль 1,6  ± 0,2 5,2 ±  0,4 1,17 ± 0,09 2,62 ± 0,42
β-АМК* 2,5 ± 0,3 5,0 ±  0,0 1,21 ± 0,11 3,53 ± 0,43

42 Контроль 2,6  ± 0,5 4,4 ±  0,2 0,92 ± 0,12 4,00 ± 0,79
β-АМК* 2,4 ± 0,2 4,4 ±  0,2 0,87 ± 0,15 3,32 ± 0,53

51 Контроль 1,3 ± 0,2 2,6 ± 0,4 0,99 ± 0,13 4,16 ± 0,62
β-АМК** 2,4 ± 0,2 2,6 ± 0,2 1,00 ± 0,14 4,52 ± 0,38

П р и м е ч а н и е. * – растения однократно обработаны раствором, содержащим β-АМК, в возрасте 26 сут;  
** – растения обработаны раствором, содержащим β-АМК, в возрасте 26 и 47 сут.

Т а б л и ц а  2. Влияние обработки β-АМК и заражения B. sorokiniana на содержание  
фотосинтетических пигментов (мкг/см2) в подфлаговом листе 

Возраст растений, 
сут

Обработка 
β-АМК

Заражение 
B. sorokiniana*** Хл (а + b) Хл а/Хл b Каротиноиды Хл (а + b)/

каротиноиды

42 − − 22,91 ± 2,33 3,30 ± 0,20 6,06 ± 0,60 3,79 ± 0,09
+* − 25,42 ±  0,99 3,54 ± 0,08 6,74 ± 0,24 3,77 ± 0,03

41 − + 28,85 ± 1,88 3,21 ± 0,04 7,15 ± 0,45 4,04 ± 0,03
+* + 28,38 ± 1,45 3,23 ± 0,12 7,09 ± 0,29 4,00 ± 0,04

51 − − 21,52 ±  2,06 2,99 ± 0,15 5,69 ± 0,32 3,77 ± 0,15
+** − 27,48 ± 3,01 3,20 ± 0,15 6,93 ± 0,80 4,12 ± 0,28

55 − + 23,86 ± 2,87 3,18 ± 0,08 6,76 ± 0,84 3,53 ± 0,10
+** + 22,39 ± 2,60 3,06 ± 0,06 6,39 ± 0,61 3,50 ± 0,15

П р и м е ч а н и е. * − растения однократно обработаны раствором, содержащим β-АМК, в возрасте 26 сут; ** − 
растения обработаны раствором, содержащим β-АМК, в возрасте 26 и 47 сут;  ***− инокуляция спорами гриба прове-
дена в возрасте 26 и 35 сут.

В табл. 3 показано влияние однократной обработки растений раствором β-АМК на стадии 
4-го листа на распространенность заболевания бурой пятнистостью, вызванного инокуляцией 
растений спорами B. sorokiniana в условиях естественного роста, т. е. на фоне естественного 
инфицирования. Состояние растений анализировали на 41-е и 42-е сутки вегетации, т. е. через 6  
и 7 сут после заражения B. sorokiniana для β-АМК и контрольного вариантов соответственно. Из 
табл. 3 видно, что около 30 % растений, развивающихся в естественных условиях, имели 
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признаки заболеваний, не связанных с заражением B. sorokiniana (варианты 1 и 2). Однако даже 
однократная обработка растений на стадии 4-го листа раствором, содержащим иммуномодуля-
тор, приводила к снижению почти на 30 % количества пораженных растений через неделю после 
заражения B. sorokiniana (варианты 3 и 4).

Т а б л и ц а  3. Влияние β-АМК на поражение растений ячменя грибной инфекцией 

Вариант Обработка 
β-АМК*

Заражение
B. sorokiniana**

К-во учтенных
растений (1) 

К-во пораженных 
растений (2)

Общее поражение 
(2:1), %

К-во пораженных растений
после заражения B. sorokiniana *

1 − − 63 19 30,2 −
2 + − 67 20 29,9 −
3 − + 65 36 55,4 25,2 (100 %)
4 + + 67 32 47,8 17,9 (71 %)

П р и м е ч а н и е. * − растения однократно обработаны раствором, содержащим β-АМК, в возрасте 26 сут;  
** − инокуляция спорами B. sorokiniana проведена в возрасте 27 и 35 сут.

В табл. 4 приведены данные, характеризующие урожайность исследованных растений. Видно, 
что  после грибного заражения урожай зерна с одного растения снизился почти в 1,8 раза по 
сравнению с контрольными растениями, не обработанным β-АМК. Двукратная обработка рас- 
тений β-АМК на фоне их инокуляции спорами B. sorokiniana способствовала еще большему 
увеличению массы зерна с одного проростка (в 1,9 раза) по сравнению с вариантом без обработки. 
Эти данные указывают на перспективность использования β-АМК для защиты посевов ячменя, 
несмотря на то что использованная нами обработка не полностью останавливала инфицирование 
(по крайней мере, на рассматриваемом этапе онтогенеза, см. табл.  3).  

Т а б л и ц а  4. Влияние β-АМК на показатели урожая растений ячменя в вегетационном опыте  
в условиях естественного и экзогенного грибного заражения

Обработка
β-АМК

Заражение
B. sorokiniana

Масса 
стеблей/1 раст., г

К-во 
колосьев/1 раст.

Масса 
зерна/1 раст., г

Масса 
1000 зерен, г

− − 0,79 ± 0,06 1,5 ± 0,15 0,65 ± 0,07 50,8  ± 0,5
+ − 0,76 ± 0,09 1,7 ± 0,12 0,76 ± 0,07 48,3  ± 0,3
− + 0,74 ± 0,07 0,9 ± 0,07 0,37 ± 0,03 47,3 ±  0,5
+ + 0,78 ± 0,07 1,5 ± 0,11 0,71 ± 0,07 45,8 ±  1,0

Заключение. Несмотря на высказывавшиеся в литературе опасения, связанные с возможно- 
стью ингибирования роста растений при обработке их экзогенной β-АМК [4], использованная  
в настоящей работе концентрация β-АМК (2,5·10–4 М), действие которой исследовано нами ранее 
на проростках ячменя [5], не ингибировала этот процесс в онтогенезе, а на фоне экзогенного 
инфицирования B. sorokiniana даже стимулировала его. Механизмы метаболизма растений при 
действии иммуномодулятора и грибной инфекции сложны и пока непонятны, особенно в отсутствие 
данных по фитогормонам. Тем не менее, уже сейчас можно говорить о важном в регуляторном 
отношении действии β-АМК, приводящем к изменению соотношения свободной и связанной форм 
эндогенной салициловой кислоты, вовлеченной в ответные реакции на грибное заражение в пророст- 
ках ячменя [7]. Таким образом, праймирующее влияние экзогенной β-АМК на растения ячменя 
хотя и не привело к полной защите растений от поражения листьев грибом B. sorokiniana, но 
улучшило морфологические показатели на фоне заражения и вызвало увеличение массы зерна  
с одного растения, вероятнее всего, за счет конечного влияния на количество продуктивных по- 
бегов. Изучение влияния β-АМК на основные биохимические и биофизические параметры растений, 
изменение которых может противодействовать инфицированию, требует дальнейших исследований. 
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ВЛИЯНИЕ БЕЛКА СHI3L1 НА КИСЛОРОДАКТИВИРУЮЩУЮ  
СПОСОБНОСТЬ ФАГОЦИТОВ

Целью данной работы являлось выявление механизмов генерации активных форм кислорода и хлора фагоцита-
ми в присутствии белка CHI3L1. Установлено, что воздействие CHI3L1 приводит к снижению кислородактивирую-
щей способности фагоцитов. CHI3L1 может регулировать протекание свободнорадикальных процессов в фагоцитах 
за счет взаимодействия с активными формами кислорода и хлора и усиления секреции миелопероксидазы.

Ключевые слова: CHI3L1, миелопероксидаза, хемилюминесценция, активные формы кислорода, нейтрофилы, 
моноциты.

Y. Leonik, E. Golubeva, T. Kulahava

Belarusian State University, Minsk, Republic of Belarus

PROTEIN CHI3L1 EFFECT ON PHAGOCYTES OXYGEN ACTIVATING ABILITY

The aim of this study is to identify the mechanisms of reactive oxygen and chlorine species generation by phagocytes in 
the presence of protein CHI3L1. It has been established, that CHI3L1 addition leads to the decrease of phagocytes oxygen acti-
vating ability. CHI3L1 can regulate free-radical processes in phagocytes through interaction with reactive oxygen and chlorine 
species and enhancement of myeloperoxidase secretion.

Keywords: CHI3L1, myeloperoxidase, chemiluminescence, reactive oxygen species, neutrophils, monocytes.

Введение. Хитиназа-3-подобный белок I типа (CHI3L1, YKL-40, HC-gp39) представляет со-
бой гликопротеин семейства гликозидаз (гликозилгидролаз К.Ф. 3.2.1) 18 и является аналогом 
хитиназ – группы ферментов, катализирующих расщепление хитина. CHI3L1 способен связы-
вать с высоким сродством хитины различной длины и с меньшим сродством гепарин и коллаген 
I типа, однако каталитической хитиназной активности белок не проявляет. Ген белка CHI3L1 
экспрессируется в клетках различных типов, включая макрофаги, нейтрофилы, хондроциты, фиб- 
робласты, гладкомышечные клетки сосудов, а также эпителиальные клетки толстого кишечника 
и дыхательных путей [1]. CHI3L1 не образуется в моноцитах и практически отсутствуют в ден-
дритных клетках, однако продукция белка возрастает на последних стадиях дифференцировки 
макрофагов, поэтому CHI3L1 исследуют как маркер дифференцировки этих клеток [2]. Экспрессия 
CHI3L1 регулируется разнообразными цитокинами и гормонами [3]. Известно, что опухолевые 
клетки различных типов продуцируют CHI3L1 [4]. Повышенная концентрация CHI3L1 в плазме 
крови человека сопровождает развитие воспалительных и онкологических заболеваний, таких 
как артрит, тяжелые бактериальные инфекции, опухоли молочной железы, яичников, простаты, 
мозга, легких и др. [5]. Установлено, что CHI3L1 может выступать в качестве митогена, хемотак-
сического фактора и фактора адгезии. Однако, несмотря на обилие литературных данных о роли 
белка CHI3L1 при воспалении, механизмы действия CHI3L1 на активацию клеток иммунной  
системы не установлены. 

Цель данного исследования – выявление механизмов генерации активных форм кислорода  
и хлора моноцитами и нейтрофилами крови в присутствии белка CHI3L1. 

Материалы и методы исследования. Нейтрофилы и мононуклеары выделяли из перифери-
ческой крови здоровых доноров в соответствии с методикой [6]. Выделение миелопероксидазы 
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(МПО) из нейтрофилов (106 клеток в 1 мл) проводили методом трехкратного замораживания/
размораживания суспензии клеток. Обломки клеточных мембран и органелл удаляли путем цен- 
трифугирования в течение 25 мин при 800 g. Для исследований использовали супернатант, содер-
жащий МПО.

Генерацию активных форм кислорода и хлора (АФКХ) фагоцитами исследовали хемилюмине- 
сцентным (ХЛ) методом с применением компьютеризированного измерительного комплекса, 
включающего биохемилюминометр БХЛ-1 (БГУ, Минск, Беларусь) и систему регистрации и об-
работки сигналов Uniсhrom («Новые аналитические системы», Минск, Беларусь). Образование 
супероксидных анион-радикалов определяли методом люцигенинопосредованной ХЛ (люц-ХЛ). 
Суммарное количество АФКХ оценивали с помощью люминолопосредованной ХЛ (люм-ХЛ). 
Измерения проводили при T = 37 ºС в сбалансированном солевом растворе Эрла (рН = 7,4) с ис-
пользованием 5·10–5 моль/л люминола и 1,25·10–5 моль/л люцигенина. Оценивали интегральную 
интенсивность (ИИ) ХЛ как площадь под кинетической кривой ХЛ. 

Образование АФК в модельных системах регистрировали с помощью метода люм-ХЛ. Ис- 
пользовали следующие модельные системы: МПО–люминол–Н2О2, Н2О2–люминол, NaOCl–лю-
минол, пероксидаза хрена (ПХ)–люминол–Н2О2. Концентрации реагентов: 1·10–4 моль/л Н2О2, 
7,5·10–6 моль/л NaOCl, 5·10–5 моль/л люминола.

Секрецию МПО нейтрофилами исследовали методом конфокальной флуоресцентной микро-
скопии с использованием специфических к МПО антител и спектрально-аналитического ком-
плекса NanoFinder®HighEnd (Lotis TII, Минск, Беларусь – Tokyo Instruments, Токио, Япония). 
Выход МПО во внеклеточное пространство в супернатанте стимулированных адгезией нейтро-
филов определяли методом люм-ХЛ.

Результаты и их обсуждение. Нейтрофилы и моноциты при активации продуцируют АФКХ. 
В данной работе в качестве активирующих факторов использовали хемотаксический пептид 
fMLP и адгезию к субстрату (стеклу) [7]. Как видно из данных, представленных на рис. 1, интен-
сивность люм-ХЛ в образцах, содержащих нейтрофилы (рис. 1, а), значительно выше, чем интен-
сивность люм-ХЛ в образцах с мононуклеарами (рис. 1, b) [8]. Это объясняется тем, что содержание 
МПО в несколько раз выше в азурофильных гранулах нейтрофилов, чем в моноцитах. Выявлено, 
что добавление CHI3L1 в концентрации 2,5·10–9 моль/л к суспензии фагоцитов приводит к сниже-
нию интенсивности люм-ХЛ клеток (рис. 1, кривые 1). Анализ значений ИИ люм-ХЛ мононуклеа- 
ров и нейтрофилов в присутствии белка CHI3L1 показал, что продукция АФКХ адгезирующими 
нейтрофилами снижается на 34 %, а мононуклеарами – на 26 % относительно контрольного зна-
чения. При этом форма кинетических кривых фагоцитов при действии белка не изменяется.

Продукция АФКХ фагоцитами обусловлена функционированием НАДФН-оксидазы и МПО [9]. 
В первые минуты после стимуляции клеток происходит сборка НАДФН-оксидазы на поверхности 

Рис. 1. Типичные кинетические кривые интенсивности люм-ХЛ стимулированных адгезией к стеклу нейтрофилов 
(а) и мононуклеаров (b) (кривые 2) при действии CHI3L1 в концентрации 2,5·10–9 моль/л (кривые 1)

Fig. 1. Typical luminol-enhanced chemiluminescence kinetics of stimulated by adhesion to glass neutrophils (a)  
and mononuclears (b) (kinetics 2) at the addition of CHI3L1 in 2,5·10–9 mol/l concentration (kinetics 1)
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плазматической мембраны клетки и активируются процессы секреции МПО во внеклеточную 
среду. НАДФН-оксидаза восстанавливает молекулярный кислород до супероксидных анион-
радикалов (О2•–), которые являются первичными АФК и запускают цепь свободнорадикальных 
реакций. Поэтому активация НАДФН-оксидазного комплекса является необходимым этапом для 
генерации АФКХ фагоцитами. В результате реакции дисмутации О2•– образуется пероксид водо-
рода. H2O2, в свою очередь, является субстратом МПО, катализирующей окисление хлорид-ионов 
до хлорноватистой кислоты в галогенирующем цикле этого фермента [10]. С целью выявления 
влияния белка на функционирование НАДФН-оксидазы исследована продукция О2•– фагоцита-
ми с использованием специфического индикатора супероксидных анион-радикалов – люцигени-
на [11]. Как видно из данных, представленных на рис. 2, при действии CHI3L1 снижается генера-
ция О2•– нейтрофилами, стимулированными адгезией к стеклу (рис. 2, а) и fMLP (рис. 2, b). 
Снижение продукции О2•– на 20–25 % наблюдается при стимуляции нейтрофилов адгезией  
к стеклу и на 25–30 % при действии fMLP.

Интегральная интенсивность люм-ХЛ в модельных системах  
в присутствии белка CHI3L1

Белок
ИИ люм-ХЛ, % от контроля

МПО-Н2О2 Н2О2 NaOCl ПХ

CHI3L1, 2,5·10–9 моль/л 68 ± 9 32 ± 6 74 ± 10 53 ± 13

Рис. 2. Типичные кинетические кривые интенсивности люц-ХЛ стимулированные адгезией к стеклу (а) и fMLP (b) 
нейтрофилов (кривые 2) при действии белка CHI3L1 в концентрации 2,5·10–9 моль/л (кривые 1)

Fig. 2. Typical luminol-enhanced chemiluminescence kinetics of stimulated by adhesion to glass (a) and fMLP (b) 
neutrophils (kinetics 2) at the addition of CHI3L1 in 2,5·10–9 mol/l concentration (kinetics 1)

Рис. 3. Секреторная дегрануляция нейтрофилов при действии CHI3L1 в концентрации 2,5·10–9 моль/л:  
а – интегральная интенсивность хемилюминесценции в супернатанте нейтрофилов, содержащем МПО;  

b, c – локализация и интенсивность флуоресценции МПО в комплексе с антителами в нейтрофилах,  
адгезирующих к стеклу в течение 10 мин (b – контроль, c – при действии белка CHI3L1)

Fig. 3. Secretory degranulation of neutrophils at the addition of CHI3L1 in 2,5·10–9 mol/l concentration: a – integral intensity 
of chemiluminescence in supernatant containing MPO; b, c – localization and fluorescence intensity of MPO with  

its antibodies in neutrophils adhered to glass during 10 minutes (b – control, c – at the addition of CHI3L1)
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Как мы предполагаем, CHI3L1 может выполнять антиоксидантную функцию, т. е. вступать  
в реакции с АФКХ, снижая их концентрацию в биосистемах. Для изучения взаимодействия CHI3L1 
со свободнорадикальными продуктами исследованы следующие модельные системы: МПО–
Н2О2–люминол–белок, Н2О2–люминол–белок, NaOCl–люминол–белок и ПХ–Н2О2–люминол–бе-
лок. Как видно из данных, представленных в таблице, при добавлении CHI3L1 в концентрации 
2,5·10–9 моль/л наблюдается снижение ИИ люм-ХЛ во всех системах, что свидетельствует о взаи- 
модействии белка с пероксидом водорода, HOCl, а также, вероятно, о регуляции активности 
ферментов ПХ и МПО.

При адгезии нейтрофилов к стеклу активируется секреторная дегрануляция – выход содержи- 
мого гранул фагоцитов во внеклеточное пространство. МПО преимущественно содержится  
в азурофильных гранулах нейтрофилов, наряду с лизоцимом и другими протеолитическими фер- 
ментами [12]. Анализ секреторной дегрануляции нейтрофилов при действии CHI3L1 показал, что 
белок влияет на процессы секреции ферментов азурофильных гранул при активации нейтрофилов. 
Из данных, представленных на рис. 3, а, видно, что интегральная интенсивность ХЛ повышается 
в 4 раза в супернатанте клеток в присутствии CHI3L1. Это свидетельствует об усилении сек- 
реторной дегрануляции. Нами оценено количество МПО, оставшейся в нейтрофилах при действии 
белка. Данные флуоресцентной микроскопии с использованием меченных к МПО антител 
представлены на рис. 3, b, c. Видно, что после 10 мин адгезии клеток в присутствии белка коли-
чество оставшейся МПО в них в 2 раза меньше (48,7 ± 8,7 %), чем в контрольных клетках. При 
увеличении времени адгезии клеток до 30 мин также регистрируется уменьшение концентрации 
МПО в них при действии белка CHI3L1. 

Заключение. В присутствии белка CHI3L1 концентрация генерируемых нейтрофилами  
и моноцитами активных форм кислорода и хлора снижается. Установлено, что CHI3L1 взаимодей- 
ствует с пероксидом водорода и гипохлоритом натрия, в присутствии белка снижается количество 
свободнорадикальных продуктов, образующихся при участии пероксидазы хрена и миело- 
пероксидазы. Выявлено, что при действии белка CHI3L1 в концентрации 2,5·10–9 моль/л усиливается 
секреторная дегрануляция нейтрофилов – ускоряется выход миелопероксидазы во внеклеточную 
среду, однако это не приводит к усилению генерации АФК нейтрофилами. CHI3L1 может регу- 
лировать протекание свободнорадикальных процессов в фагоцитах за счет взаимодействия с ак- 
тивными формами кислорода и хлора, а также усиления секреторной дегрануляции.
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МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ И ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА БАКТЕРИЙ 
РОДА PSEUDOMONAS, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ РАСТИТЕЛЬНОГО МАТЕРИАЛА

Из растительного материала (листья земляники) выделено 12 штаммов бактерий, среди которых 6 относились  
к роду Pseudomonas. Исследованы их морфологические и физиолого-биохимические свойства. Сочетание классиче-
ских методов диагностики и молекулярно-генетических исследований, таких как анализ нуклеотидной последова-
тельности гена 16S рРНК, позволило идентифицировать до рода и вида три культуры псевдомонад. Подтверждены 
распространенность рода Pseudomonas среди природных популяций бактерий, а также широкий спектр их метаболи- 
ческой активности.

Ключевые слова: Pseudomonas, морфология, физиолого-биохимические свойства, идентификация.

V. Savich, G. Novik
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MORPHOLOGICAL, PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL PROPERTIES OF BACTERIA  
OF THE GENUS PSEUDOMONAS ISOLATED FROM PLANT MATERIAL

Twelve bacterial cultures including six Pseudomonas strains were isolated from plant material (leaves of strawberry). 
Morphological, physiological and biochemical properties of isolated cultures were examined. By combination of classical 
methods of diagnostics and techniques of molecular genetics such as 16S rRNA gene sequence analysis three Pseudomonas 
strains were identified. Prevalence of Pseudomonas among natural bacterial populations and wide metabolic activity of the 
genus were confirmed.

Keywords: Pseudomonas, morphology, physiological and biochemical properties, identification.

Введение. Род Pseudomonas представляет собой одну из наиболее распространенных в при- 
роде групп микроорганизмов. Представители данного рода обнаружены в пресной и морской воде, 
почве. Среди псевдомонад встречаются как патогены растений и животных, так и ризосферные 
бактерии, стимулирующие рост и развитие растений. Видовое разнообразие рода связано с ши- 
роким спектром метаболической активности псевдомонад. Это позволяет представителям дан- 
ного рода адаптироваться к различным условиям окружающей среды, а также синтезировать  
и утилизировать огромное количество субстратов (в том числе токсичных для других групп 
микроорганизмов и высших организмов – от низкомолекулярных соединений до биополимеров, 
включая ароматические соединения, производные углеводородов и трудноразлагаемые органи- 
ческие остатки) [1, 2]. 

В настоящее время насчитывается 231 вид рода Pseudomonas, и их количество постоянно уве-
личивается [3]. Распространенность псевдомонад и их способность использовать и синтезировать 
огромное количество метаболитов делает этот род одним из наиболее изучаемых и перспектив-
ных для промышленного применения.

Цель работы – выделение бактерий рода Pseudomonas из растительного материала, их иден- 
тификация и изучение морфологических и физиолого-биохимических свойств. 

Материалы и методы исследований. Выделение бактерий из растительного материала прово- 
дилось по способу, предложенному Bradbury [4]. Получение чистых культур и проведение биохи- 
мических тестов осуществляли с помощью общепринятых методов [5]. Для культивирования 
бактерий применяли агаризованную мясо-пептонную среду (МПА). 

© Савич В. В., Новик Г. И., 2016



100 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2016. № 4. С. 99–102 

Для выделения геномной ДНК использовали коммерческий набор Bacteria DNA Preparation 
Kit (Jena Biosciences) согласно прилагаемой инструкции. Идентификацию бактерий проводили с 
помощью секвенирования по гену 16S рРНК. Для амплификации необходимой нуклеотидной по-
следовательности использовали универсальные праймеры 8f (5′-agagtttgatcctggctcag-3′) и 1492r 
(5′-ggttaccttgttacgactt-3′) с применением следующего температурно-временного профиля: денату-
рация – 5 мин при 95 ºС; 30 циклов: 20 с при 95 ºС, 20 с при 50 ºС, 90 с при 72 ºС, достройка цепи –  
5 мин при 72 ºС; охлаждение до 4 ºС. Для очистки амплифицированных фрагментов ДНК исполь-
зовали набор GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific). Образцы ДНК и продукты ПЦР 
анализировали методом электрофореза в 1 %-ном агарозном геле с использованием 1×ТАЕ-
буфера при напряженности электрического поля 5 В/см. Для определения размера продуктов 
ПЦР применяли маркеры молекулярной массы фрагментов ДНК GeneRuler 1 Kb Plus DNA Ladder 
(Thermo Scientific). 

Результаты и их обсуждение. В качестве растительного материала для выделения бактерий 
использовали листья земляники. Листья измельчали в ступке, добавляли стерильную дистиллиро- 
ванную воду, а затем истощаемым штрихом материал высевали на поверхность агаризованной 
мясо-пептонной среды. Анализ сформировавшихся колоний проводили через 48–72 ч культиви- 
рования при 28 °С. В дальнейшем в чистую культуру были выделены 12 штаммов бактерий.

Для установления видовой принадлежности исследуемых культур применяли молекулярные 
методы идентификации, такие как секвенирование по гену 16S рРНК, так как использования био-
химических тестов в настоящее время недостаточно для точного определения видовой принад-
лежности бактерий. Ген 16S рРНК обладает рядом преимуществ, позволяющих использовать его 
для молекулярных исследований: данный ген встречается у всех бактерий; 16S рРНК достаточно 
большой (1500 п. о.) и консервативный, что обеспечивает статистически достоверные различия 
между результатами анализа [6].

Сравнительный анализ секвенированных нуклеотидных последовательностей проводили  
с помощью баз данных GenBank и Ribosomal Database Project (RDP). По результатам секвениро-
вания принадлежность к роду Pseudomonas установлена у 6 штаммов, остальные культуры 
принадлежали к другим родам бактерий (Acinetobacter, Pantoea, Erwinia, Rahnella). До вида были 
идентифицированы три культуры псевдомонад: P. koreensis (две культуры), P. jessenii (табл. 1). 
Для более точного установления принадлежности культур к виду P. koreensis дополнительно 
проведены биохимические тесты на лецитиназу и гидролиз твина-80 (положительный результат 
тестов для культур P. koreensis).

Т а б л и ц а  1. Результаты молекулярно-генетической идентификации  
бактериальных культур, выделенных из листьев земляники

Культура Результаты 
идентификации, %

Pseudomonas koreensis 98
Pseudomonas koreensis 99
Pseudomonas sp. 100
Pseudomonas sp. 99
Pseudomonas jessenii 96
Pseudomonas sp. 99
Pantoea agglomerans 99
Acinetobacter haemolyticus 97
Erwinia aphidicola 98
Pantoea agglomerans 97
Rahnella aquatilis 99
Acinetobacter johnsonii 99

Все исследуемые культуры псевдомонад морфологически представляли собой грамотрицатель- 
ные каталазо- и оксидазоположительные палочки с оптимальной температурой роста 28 ºC,  
не образующие индол. Для штаммов P. koreensis и Pseudomonas sp. обнаружен рост при темпера-
туре 37 ºC. 
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Диагностическим признаком для бактерий рода Pseudomonas является образование пигмен- 
тов. Нами изучалась продукция пигментов на различных средах. При выращивании на среде 
King B колонии 5 культур приобретали светло-желтую окраску, колонии 1 штамма – ярко-жел- 
тую. Наблюдалось дополнительное окрашивание среды культивирования (табл. 2). На среде  
King A для колоний была характерна светло-желтая и желтая окраска. На среде для производства 
индигоидина появление синей окраски наблюдалось у 4 штаммов бактерий. При росте культур 
редко отмечалось потемнение среды. На среде Петренко все изучаемые культуры окрашивались 
в светло-желтый цвет, на среде для производства оранжевого пигмента колонии культур приоб- 
ретали коричневую окраску. Кроме того, обнаружено образование ярко-желтого пигмента у двух 
культур при выращивании бактерий на МПА при 4 ºC, остальные культуры имели светло-желтую 
окраску. На той же среде при 37 ºC яркую окраску приобретал лишь один из двух штаммов. При 
выращивании в стандартных условиях на МПА при 28 ºC только одна культура имела желтую 
окраску, колонии остальных культур – светло-желтого цвета.

Т а б л и ц а  2. Образование пигментов у штаммов бактерий рода Pseudomonas,  
выделенных с листьев земляники

Среда Окраска штамма

King B С-ж, 
окрашивает 

среду

С-ж С-ж, 
окрашивает 

среду

Я-ж, 
окрашивает 

среду

С-ж, 
окрашивает  

среду

С-ж, 
окрашивает  

среду
King A С-ж С-ж С-ж Ж С-ж С-ж
Среда Петренко С-ж С-ж С-ж С-ж С-ж С-ж
Среда для 
индигоидина С-ж С-ж Син, потемнение среды Син Син Син, потемнение среды

Среда для оранже- 
вого пигмента К С-ж К К К К

МПА (4 ºC) С-ж Я-ж С-ж С-ж Я-ж С-ж
МПА (37 ºC) С-ж – Я-ж – – –
МПА (28 ºC) С-ж С-ж С-ж Ж С-ж С-ж

П р и м е ч а н и е. «–» – отсутствие роста, «Ж» – желтый цвет, «С-ж» – светло-желтый, «Я-ж» – ярко-желтый, 
«Син» – синий, «К» – коричневый цвет.

Для более детальной таксономической характеристики выделенных культур проведены тесты 
на способность бактерий использовать различные углеводы в качестве источников углерода. 
Установлено, что на контрольной среде и среде с мальтозой для всех штаммов характерен слабый 
рост. Хороший рост всех культур наблюдался на средах с глюкозой, глицерином и фруктозой. На 
средах с сахарозой, арабинозой и ксилозой культуры росли значительно лучше, чем на контрольной 
среде, но хуже, чем на среде с глюкозой.

При проведении биохимических тестов для трех культур обнаружена неполная амилолити- 
ческая активность, проявляющаяся в неполном разрушении крахмала до декстринов. Липолити- 
ческую активность в отношении твина-60 и твина-80 проявляли три культуры (табл. 3).

Т а б л и ц а  3. Морфологические и физиолого-биохимические свойства штаммов Pseudomonas,  
выделенных с листьев земляники

Показатель Штамм

Форма клеток Палочки Палочки Палочки Палочки Палочки Палочки
Рост при 37 ºC + – + – – –
Каталаза + + + + + +
Оксидаза + + + + + +
Амилолитическая активность – – ± ± – ±
Липолитическая активность (твин-60) + + – – + –
Липолитическая активность (твин-80) + + – – + –

П р и м е ч а н и е. «+» – положительная реакция, «–»– отрицательная реакция, «±» – промежуточный результат.
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Заключение. Из растительного материала (листья земляники) выделено 12 штаммов бактерий, 
из которых к роду Pseudomonas относились 6 культур. Исследованы морфологические и физио- 
лого-биохимические свойства выделенных культур. С помощью сочетания классических мето- 
дов диагностики и молекулярно-генетических исследований, таких как анализ нуклеотидной 
последовательности гена 16S рРНК, идентифицировано до рода и вида три культуры псевдомонад: 
P. koreensis (две культуры), P. jessenii. Таким образом, подтверждена распространенность рода 
Pseudomonas среди природных популяций бактерий. Результаты биохимических тестов свиде- 
тельствуют о широком спектре метаболической активности выделенных культур.
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ВИДОВОЙ СОСТАВ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ БАКТЕРИОЗОВ ТОПИНАМБУРА

На основании изучения морфологических и физиолого-биохимических признаков, а также данных анализа нуклео- 
тидной последовательности гена 16S рРНК, определена таксономическая принадлежность 21 культуры фитопатоген-
ных бактерий, изолированных из клубней топинамбура с признаками бактериоза. Исследуемые штаммы идентифи-
цированы как Pseudomonas sp., Stenotrophomonas sp., Serratia sp., Ewingella americana, Xanthomonas sp., Rahnella sp. 
Показано, что анализируемые бактериальные культуры продуцируют ряд внеклеточных ферментов (протеаз, цел-
люлаз, липаз, амилаз), участвующих в развитии бактериозов у растений.

Ключевые слова: бактериозы, топинамбур, физиолого-биохимическая идентификация, молекулярно-генетическая 
идентификация, ген 16S рРНК, Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae.

U. V. Falkouskaya, A. V. Sidarenka, G. I. Novik

Institute of Microbiology of the National Academy of Sciences of Belarus, Мinsk, Republic of Belarus

TAXONOMIC COMPOSITION OF THE JERUSALEM ARTICHOKE BACTERIOSIS AGENTS

Taxonomic affiliation of the 21 phytopathogenic bacterial cultures isolated from the Jerusalem artichoke tubers with signs 
of bacteriosis was established based on results of examination of morphological and physiological-biochemical properties 
and data of 16S rRNA gene sequence analysis. Examined strains were identified as Pseudomonas sp., Stenotrophomonas sp., 
Serratia sp., Ewingella americana, Xanthomonas sp., Rahnella sp. It was shown that analyzed cultures produce extracellular 
enzymes (proteases, cellulases, lipases, amylases), involved in the development of bacteriosis in plants.

Keywords: bacteriosis, Jerusalem artichoke, physiological-biochemical identification, molecular-genetic identification,  
16S rRNA gene, Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae.

Введение. Топинамбур – вид многолетних травянистых клубненосных растений семейства 
Астровые (Asteraceae). Данная культура обладает рядом ценных свойств, благодаря которым нахо-
дит широкое применение в сельском хозяйстве, пищевой и фармацевтической промышленности. 
В 2012 г. на заседании Совета министров Союзного государства утверждена программа «Инно- 
вационное развитие производства картофеля и топинамбура на 2012–2015 годы», в приоритетные 
задачи которой включены разработка технологий промышленного производства и переработки 
топинамбура, формирование рынка продуктов здорового питания на основе данного растения. 
Для успешного возделывания топинамбура необходимым является изучение фитопатогенных 
бактерий, инфицирующих эту ценную сельскохозяйственную культуру и приводящих к значи-
тельным потерям урожая.

Согласно сведениям литературы, наиболее распространенными возбудителями заболеваний 
топинамбура в США, Австрии, Франции, Японии, КНР, странах Малой Азии, где данная культура 
занимает значительные площади, являются фитопатогенные грибы родов Puccinia, Sclerotinia, 
Erysiphe, а также фитопатогенные бактерии родов Erwinia и Pseudomonas [1]. Сведения о фитопа-
тогенах, инфицирующих топинамбур в Республике Беларусь и странах СНГ, практически отсут-
ствуют.

Цель исследования – изучение видового состава возбудителей бактериозов топинамбура, 
культивируемого в Республике Беларусь.

Материалы и методы исследования. Объекты исследования – 21 культура бактерий, изо- 
лированных из клубней топинамбура с признаками бактериоза. Выделение фитопатогенных бак- 
терий из образцов инфицированных клубней топинамбура проводили по общепринятой методике, 
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используя следующие питательные среды: мясо-пептонный агар (МПА) (пептон – 5,0 г, натрия 
хлорид – 5,0 г, мясной экстракт – 1,5 г, дрожжевой экстракт – 1,5 г, агар бактериологический – 
20,0 г, вода дистиллированная – до 1 л; рН 6,8); картофельный агар (КА) (картофельный отвар – 
200 мл, глюкоза – 15,0 г, агар бактериологический – 20,0 г, вода дистиллированная – до 1 л, 
рН 6,8). Анализ сформировавшихся колоний осуществляли через 72 ч культивирования при 28 °С. 
Чистые культуры бактерий получали путем трехкратного рассева изолированных колоний на 
МПА. Морфологию клеток исследовали с помощью световой микроскопии фиксированных пре-
паратов, окрашенных по методу Грама, используя микроскоп Nicon Eclipse E2000 (Япония). 
Физиолого-биохимические свойства культур (продукцию каталазы, оксидазы, пигментов) изучали 
по стандартным методикам. Липолитическую активность исследовали на среде МПА, содержащей 
твин-80 или твин-20. Амилолитическую активность определяли на среде МПА с добавлением 0,2 % 
растворимого крахмала. Для выявления целлюлолитических ферментов использовали среду 
МПА, содержащую целлюлозу (0,1 %). Для определения протеолитических ферментов применяли 
кальциево-казеиновый агар (Conda).

Хромосомную ДНК выделяли с помощью коммерческого набора Bacteria DNA Prepara- 
tion Kit (Jena Bioscience) согласно прилагаемой инструкции. Для амплификации нуклеотидной 
последовательности гена 16S рРНК применяли праймеры 8f (5′-agagtttgatcctggctcag-3′) и 1492r 
(5′-ggttaccttgttacgactt-3′) («Праймтех», Беларусь). Амплификацию проводили на автоматическом 
термоциклере Eppendorf Mastercycler epgradientS с использованием активного точного режима 
регулирования и следующего температурно-временного профиля: денатурация – 5 мин при 
94 ºС; 30 циклов: 20 с при 94 ºС, 20 с при 50 ºС, 90 с при 72 ºС; достройка цепи – 3 мин при 72 ºС; 
охлаждение до 4 ºС. Для очистки амплифицированных фрагментов генов применяли набор MinElute 
PCR Purification Kit (Qiagen) согласно прилагаемой инструкции. Реакцию секвенирования прово-
дили, используя набор реагентов для секвенирования DNA Cycle Sequencing Kit (Jena Bioscience) 
согласно прилагаемой инструкции. Разделение и анализ продуктов секвенирования осуществ- 
ляли с помощью анализатора Li-COR 4300 DNA Analyzer. Для сравнительного анализа секве- 
нированных фрагментов генов использовали программу BLAST международной базы данных 
GenBank [2]. 

Результаты и их обсуждение. Из клубней топинамбура c признаками бактериального пораже- 
ния выделена 21 чистая культура бактерий, предположительно являющихся возбудителями инфек- 
ционного заболевания.

Изучение морфологических и физиолого-биохимических свойств выделенных культур пока- 
зало, что они представляют собой грамотрицательные неспорообразующие палочки (аэробы)  
с окислительным типом метаболизма. Тринадцать штаммов продуцировали каталазу и оксидазу, 
у семи из них выявлена продукция внеклеточных диффундирующих в среду желто-зеленых  
и коричневых пигментов, что позволило отнести данные культуры к сем. Pseudomonadaceae. 
Восемь штаммов являлись оксидазоотрицательными, каталазоположительными, внеклеточных 
пигментов не образовывали, и на основании перечисленных признаков идентифицированы как 
представители сем. Enterobacteriaceae.

Проведена молекулярно-генетическая идентификация выделенных культур фитопатогенных 
бактерий на основании анализа нуклеотидной последовательности гена 16S рРНК, поскольку 
данный метод рекомендован в качестве одного из стандартов и признан в авторитетных мировых 
коллекциях. В результате амплификации на матрице геномной ДНК исследуемых культур  
с праймерами 8f и 1492r получены ПЦР-продукты размером ~1500 п. н., что соответствует полной 
нуклеотидной последовательности целевого гена. С помощью секвенирования определена нуклео- 
тидная последовательность проксимального участка (~800 п. н.) амплифицированных фрагмен- 
тов гена 16S рРНК, содержащего вариабельную V1–V3 область. На основании данных сравни-
тельного анализа секвенированных последовательностей и референтных нуклеотидных после-
довательностей из базы данных GeneBank 10 штаммов идентифицированы как Pseudomonas sp., 
5 – как Stenotrophomonas sp., 2 – как Serratia sp., 2 – как Ewingella americana, 1 – как Xanthomonas sp., 
1 – как Rahnella sp. Полученные результаты свидетельствуют, что возбудителями бактериозов  
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топинамбура, культивируемого в Республике Беларусь, являются представители семейств Pse- 
udomonadaceae (Pseudomonas sp., 48 % выделенных фитопатогенов), Enterobacteriaceae (Serratia sp., 
Ewingella americana, Rahnella sp., 24 % выделенных культур), Xanthomonadaceae (Stenotrophomonas 
sp., Xanthomonas sp., 28 %). Таксономический состав выделенных возбудителей бактериоза топи-
намбура схож с составом фитопатогенных бактерий, инфицирующих данное растение в других 
регионах [1]. Результаты исследования подтверждают сведения литературы, согласно которым 
бактерии родов Pseudomonas, Stenotrophomonas, Xanthomonas являются наиболее распространен- 
ными и вредоносными фитопатогенными микроорганизмами, поражающими широкий круг сель-
скохозяйственных и декоративных культур [3]. 

Из литературных источников известно, что фитопатогенные бактерии продуцируют такие 
факторы вирулентности, как токсины, ферменты, растительные гормоны, внеклеточные полиса- 
хариды, и индуцируют различные симптомы бактериозов растений: хлорозы, мягкие гнили, 
гиперплазию клеток, некрозы и увядания. Биохимические исследования показали, что патогенные 
в отношении растений свойства бактерий являются результатом продукции ряда деполимери- 
зующих ферментов, таких как пектиназы, целлюлазы, протеазы, фосфолипазы и ксиланазы, 
которые вызывают деградацию компонентов клеточных стенок [4]. С целью выявления факторов 
патогенности у бактериальных культур, выделенных из пораженных клубней топинамбура, 
исследована их протеолитическая, липолитическая, амилолитическая и целлюлолитическая актив-
ность. По наличию определенной ферментативной активности анализируемые штаммы разделены 
на шесть групп:

штаммы с протеолитической активностью: 1-1, 1-2, 1-3, 2-1, 3н-1, 3н-2, 3н-3, 3к-3, 4-2, 4-3, 5-2, 
5-3, 5-4, 8-1, 8-3, 8у-1, 9-3, 9-4;

штаммы с целлюлолитической активностью: 4-2, 4-3, 5-4;
штаммы с липолитической активностью (твин-20): 1-2, 1-3, 2-к, 3н-1, 3н-3, 4-2, 4-3, 3к-3, 5-2, 5-4, 

8у-1, 9-1, 9-2;
штаммы с липолитической активностью (твин-80): 1-2, 1-3, 2-к, 3н-1, 3н-3, 3к-3, 5-2, 5-3, 5-4;
штаммы с амилолитической активностью: 1-3, 8-1, 9-3;
штаммы с комплексной активностью: 1-3, 4-2, 4-3, 5-4, продуцирующие широкий спектр 

внеклеточных ферментов, участвующих в развитии симптомов бактериозов у растений, – про- 
теазы, целлюлазы, липазы, амилазы.

Способность исследуемых бактериальных культур продуцировать внеклеточные ферменты, 
являющиеся факторами фитопатогенности, подтверждает возможность их участия в развитии 
заболеваний топинамбура.

Выделенные и охарактеризованные культуры фитопатогенных бактерий введены в фонд спе- 
циализированной коллекции фитопатогенных микроорганизмов, функционирующей на базе Бело-
русской коллекции непатогенных микроорганизмов. Данные культуры могут быть использованы 
в научных исследованиях для изучения механизмов развития бактериозов, разработки диагно- 
стических систем для экспресс-идентификации возбудителей болезней и создания средств за- 
щиты ценных сельскохозяйственных культур, в первую очередь топинамбура.

Заключение. Из клубней топинамбура c признаками бактериального поражения выделена  
21 чистая культура бактерий, предположительно являющихся возбудителями инфекционного 
заболевания. На основании изучения морфологических и физиолого-биохимических признаков,  
а также данных анализа нуклеотидной последовательности гена 16S рРНК 10 штаммов иденти-
фицированы как Pseudomonas sp., 5 – как Stenotrophomonas sp., 2 – как Serratia sp., 2 – как Ewingella 
americana, 1 – как Xanthomonas sp., 1 – как Rahnella sp. Показано, что выделенные культуры про-
дуцируют ряд внеклеточных ферментов: протеаз, целлюлаз, липаз, амилаз, участвующих в раз-
витии симптомов бактериозов у растений.

Авторы выражают благодарность заведующей лабораторией защиты растений Центрального 
ботанического сада НАН Беларуси В. А. Тимофеевой за предоставление клубней топинамбура  
с признаками бактериального поражения.
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ВЛИЯНИЕ ШТАММОВ РИЗОСФЕРНЫХ ПСЕВДОМОНАД  
НА РОСТ МИКРОКЛОНАЛЬНЫХ РАСТЕНИЙ БЕРЕЗЫ ПУШИСТОЙ  

(BETULA PUBESCENS EHRH.) В РАЗНЫЕ СРОКИ ПОСАДКИ

Изучено влияние почвенных микроорганизмов (четырех штаммов бактерий рода Pseudomonas) и способов их 
внесения на рост и развитие микроклональных растений (береза пушистая клона Бп3ф1) на этапе их адаптации  
к условиям ex vitro в различные сроки посадки. В результате экспериментов установлено, что применение штаммов 
псевдомонад оказывает положительное влияние на развитие регенерантов, а обработка при посадке в осенний период 
приводит к большему ростстимулирующему воздействию. Отобраны наиболее перспективные штаммы бактерий, 
которые предполагается использовать в дальнейших исследованиях.

Ключевые слова: береза, размножение in vitro, адаптация ex vitro, штаммы Pseudomonas.

                                                                   A. V. Konstantinov, M. Ya. Ostrikova 

Institute of Forest of National Academy of Sciences of Belarus, Gomel, Republic of Belarus

THE INFLUENCE OF TREATMENT WITH RHIZOSPHERIC STRAINS OF PSEUDOMONAS  
ON GROWTH AND DEVELOPMENT OF BIRCH (BETULA PUBESCENS EHRH.)  

REGENERANTS AT DIFFERENT TIMES LANDING

The article describes the influence of bacteria different strains of genus Pseudomonas on growth parameters of clonally 
propagated birch (clone Bp3f1) during the process of adaptation to soil conditions was investigation. It was shown that the 
treatment of microbial preparations of rhizosphere microorganisms enhanced the growth and increased the survival rate of mi-
cropropagated plants. Experiments have shown that the use of Pseudomonas strains, has a positive effect on plant development. 
As a result of the experiments were selected the most promising bacterial strains to be used in further studies.

Keywords: birch, in vitro micropropagation, adaptation ex vitro acclimatization, strains of Pseudomonas.

Введение. Одним из перспективных методов быстрого размножения ценных генотипов 
деревьев является использование культуры тканей лесных древесных видов. Биотехнологические 
методы, основанные на использовании культур in vitro, активно применяют для производства 
лесного посадочного материала во многих странах мира, где созданы крупные биотехнологические 
центры (США, Канада, Финляндия, Латвия и др.). Микроклональное размножение растений на 
сегодняшний день имеет широкое практическое применение и позволяет получать вегетативное 
потомство растительных организмов, обладающее всеми признаками исходных форм [1].

Микроклональное размножение растений включает 4 основных этапа: 1) эксплантирование 
исходной ткани и регенерацию растений (получение асептической культуры); 2) подбор усло- 
вий культивирования растений in vitro и собственно микроклональное размножение (этап муль- 
типликации); 3) укоренение размноженных побегов (этап ризогенеза); 4) высадка растений в грунт 
и постепенная акклиматизация к условиям ex vitro (этап адаптации) [2].

При промышленном микроклональном размножении при пересадке в нестерильные условия 
и адаптации возникают большие потери посадочного материала. Причинами гибели растений 
(50 % и более) является недостаток кутикулярного воска, низкая интенсивность фотосинтеза 
(листья растений, полученных in vitro, поглощают в 4–5 раз меньше CO2), высокая интенсивность 
транспирации, связанная с нефункционирующими устьицами. 

Для успешной приживаемости и интенсивного развития в нестерильных условиях растения 
должны преодолеть стрессы, которым они подвергаются в процессе адаптации. На ростовые 
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процессы и приживаемость микроклонально размноженных растений значительное влияние ока- 
зывает недостаточное функционирование корневых систем, не обеспечивающее поглощение необ- 
ходимого количества воды и питательных элементов для компенсации транспирации и роста. 
Корни растений, полученные in vitro, не имеют корневых волосков и часто развиваются из кал- 
луса [3–5].

Таким образом, растения, перемещаемые в нестерильные условия, должны либо адаптировать 
существующий листовой аппарат и корни к новым условиям, либо расти со скоростью, позволя- 
ющей сформировать новые вегетативные органы, приспособленные к изменившимся условиям [6].

Оптимизировать и ускорить прохождение растениями процесса адаптации можно путем вне- 
сения в субстрат штаммов ризосферных бактерий или препаратов, содержащих мицелий микори-
зообразующих грибов. Присутствие данных групп микроорганизмов в почве облегчает прохож- 
дение адаптации растениями и обеспечивает их успешный рост и развитие [7, 8].

Бактерии способны конкурировать с фитопатогенными микроорганизмами, эффективно по- 
давляя их рост, а также улучшать минеральное питание растений и обеспечивать их биологически 
активными веществами [9–11].

В результате взаимодействия с микроорганизмами в ризосфере и ризоплане растения могут 
получать необходимые макро- и микроэлементы. Бактерии родов Azospirillum sp., Azotobacter sp., 
Arthrobacter sp., Bacillus sp., Clostridium sp., Enterobacter sp., Gluconoacetobacter sp., Pseudomonas 
sp., Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp., Mesorhizobium sp., Sinorhizobium sp. и др. способны не только 
обогащать почву азотом, но и улучшать подвижность соединений фосфора, делая его доступным 
для корневого питания растений. Микоризные грибы обеспечивают интенсивную ассимиляцию 
фосфора и азота [12, 13]. 

Среди почвенной микрофлоры особенно много организмов, выделяющих в почву антибиоти- 
ческие вещества и фитогормоны. Приспособленность растений к интенсивному поглощению ука- 
занных соединений позволяет в значительной мере обеспечить защиту от патогенов и фитофагов. 
Ризосферные бактерии также способны улучшать водный и минеральный статус растений и спо- 
собствовать снижению содержания в них этилена [14, 15].

Цель наших исследований – изучение влияния суточных культур бактерий рода Pseudomonas 
spp. на приживаемость и адаптацию регенерантов березы пушистой (Betula pubescens Ehrh.)  
к нестерильным почвенным условиям в разные сроки посадки.

Объекты и методы исследования. Работа проводилась на базе лаборатории генетики и био- 
технологии Института леса НАН Беларуси. Посадку растений проводили в два этапа – в июле  
и ноябре. Выбор данных сроков обусловлен необходимостью разработки подходов к ускоренному 
выращиванию микроклонального посадочного материала. Так, при посадке растений в июле 
появляется возможность их выведения в естественные условия лесных культур в год адаптации,  
а при высадке в ноябре получаемый материал можно высаживать в теплицы и на поля доращивания 
в ранневесенний период.

В ходе исследования использовали генетически однородный клоновый материал березы 
пушистой (клон Бп3ф1) из коллекции культур in vitro, что исключало влияние генотипических 
различий растений на результаты эксперимента.

Культивирование растений in vitro проводилось в условиях освещенности 2,5–3 тыс. лк и тем- 
пературе 25 ± 1 °С в течение 1,5 мес. на безгормональной агаризованной среде WPM [16] для 
древесных растений.

Растения выращивали в кассетах по 54 ячейки объемом 70 мл каждая. Для обработки адап- 
тируемых микрорастений применяли штаммы бактерий рода Pseudomonas: Ps. aurantiaca B 162/17,  
Ps.  fluorescens pACD 1.4, Ps. mendocina pAYSCD 1.7 и Ps. mendocina 9–40, предоставленные кафедрой 
генетики БГУ. В каждом варианте опыта использовали два способа обработки микроклональных 
растений: однократный полив рабочим раствором суточной культуры (100 мл/1000 мл воды) 
по 5 мл раствора на каждое растение непосредственно после высадки или предпосадочное обма- 
кивание корней микроклонов в рабочий раствор культуры микроорганизмов (КОЕ 109). Обра- 
ботку растений контрольного варианта культурой микроорганизмов не проводили. В качестве 
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субстрата использовали смесь верхового торфа с песком в соотношении 3:1. Количество иссле- 
дуемых растений в каждом варианте составило 54 шт.

Выращивание растений в условиях круглосуточного освещения является одним из путей 
повышения продуктивности растений и улучшения их качества [17]. В связи с изложенным выше 
адаптация ex vitro проводилась в условиях постоянного освещения люминесцентными лампами 
интенсивностью 2–4 тыс. лк, при температуре 32 ± 1 ºС (июль–август), 24 ± 1 ºС (ноябрь–декабрь) 
и относительной влажности воздуха около 90 %. Длительность эксперимента составила 45 сут.

Морфологическое развитие растений в контроле и под воздействием штаммов ризосферных 
бактерий оценивали по параметру высоты побега (в миллиметрах) от поверхности субстрата до 
последней развитой почки. Рассчитывали процент приживаемости регенерантов березы в конце 
периода адаптации, анализировали процент прироста и динамику развития растений. Учеты про- 
водили на 3, 15, 30, 45-й день после посадки. Для статистической обработки полученных 
результатов использовали программные пакеты Microsoft Excel.

Результаты и их обсуждение. Анализ полученных результатов показал, что обработка суточ- 
ными культурами рода Pseudomonas sp. оказывает влияние на сохранность черенковых клонов  
и их последующий рост как в летний, так и в осенний период. 

В ходе визуальной оценки морфологических признаков растений в вариантах опыта с при- 
менением исследуемых штаммов микроорганизмов отмечено отсутствие искривленных и загну- 
тых побегов и заметно лучшее развитие листовых пластинок. 

Показатели динамики прироста растений в опытном и конрольном вариантах имели различия. 
Так, в контрольном варианте прирост составил 143 % относительно начальной высоты. В вари- 
антах опыта с обмакиванием корней в культуру Ps. mendocina pAYSCD 1.7 и с поливом культурой 
Ps. fluorescens pACD 1.4 наблюдался наиболее интенсивный прирост – 250 и 240 % соответственно 
относительно исходной высоты. 

Данные по средней высоте стволика и величине прироста растений в летний период пред- 
ставлены в табл. 1.

Т а б л и ц а  1. Средняя высота стволика и величина прироста растений летней посадки

Тип обработки 
Средняя высота стволика, мм Прирост Приживаемость, 

%на 3-й день на 15-й  день на 30-й  день на 45-й  день мм %

Контроль 24,2 ± 1,4 29,2 ± 1,8 43,9 ± 2,4 58,8 ± 2,4 34,5 143 78
Обмакивание корней: 
   Ps. aurantiaca B 162/17 24,6 ± 0,9 28,3 ± 1,1 42,5 ± 2,1 56,2 ± 2,1 31,6 128 74
   Ps. fluorescens pAC D 1.4 22,5 ± 0,8 29,5 ± 1,0 43,3 ± 1,9 56,3 ± 1,9 33,8 151 85
   Ps. mendocina pAYSCD 1.7 18,2 ± 0,6 26,3 ± 0,8 45,6 ± 1, 9 63,7 ± 1,9 45,5 250 100
   Ps. mendocina 9–40 21,1 ± 0,7 27,4 ± 0,9 43,5 ± 2,2 59,9 ± 2,2 38,8 184 96
Полив: 
   Ps. aurantiaca B 162/17 26,0 ± 1,3 31,1 ± 1,4 44,0 ± 2,2 56,2 ± 2,2 30,3 116 80
   Ps. fluorescens pACD 1.4 18,4 ± 0,7 24,0 ± 1,1 43,2 ± 2,5 62,6 ± 2,5 44,2 240 89
   Ps. mendocina pAYSCD 1.7 17,3 ± 0,8 25,2 ± 1,1 37,5 ± 2,1 50,3 ± 2,1 33,2 191 99
   Ps. mendocina 9–40 18,7 ± 0,7 25,5 ± 1,2 45,5 ± 2,8 60,0 ± 2,8 38,3 205 76

Приживаемость растений летней посадки по прошествии 1,5 мес. в контроле составила 78 %. 
Максимальная сохранность (100 %) отмечена у растений при поливе с использованием штамма 
Ps. mendocina pAYSCD 1.7. В случае обмакивания корней в бульонную культуру бактерий дан- 
ного штамма прижилось 98 % растений. Наименьшая приживаемость (74 %) наблюдалась у рас- 
тений, обработанных штаммом Ps. aurantiaca B 162/17 при обмакивании корней, и у варианта, 
где применяли полив с использованием Ps. mendocina 9–40 (76 %). Во всех остальных случаях 
процент приживаемости растений оказался выше контрольного.

Высокая интенсивность прироста отмечена в вариантах опыта со штаммом Ps. mendocina 
pAYSCD 1.7 (при обмакивании корней и поливе 250 и 191 % соответственно) и в обоих вариан- 
тах со штаммом Ps. mendocina 9–40 (184 и 205 %). В случае применения штамма Ps. fluorescens 
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pACD 1.4 способом полива изучаемый показатель оказался равен 240 % относительно исходной 
высоты регенерантов. Применение штамма Ps. aurantiaca B 162/17 негативно отразилось на 
приросте растений, его уровень был ниже контрольного. 

Динамика прироста микрорастений представлена на рис. 1.
Таким образом, применение штаммов Ps. mendocina pAYSCD 1.7 и Ps. mendocina 9–40 в случае 

обмакивания корней способствовало высокой приживаемости адаптируемых растений, а также 
увеличению интенсивности их прироста. 

Штамм Ps. fluorescens pACD 1.4 в случае обмакивания корней положительно влиял на при- 
рост, не оказывая при этом существенного воздействия на приживаемость микроклонов. Исполь- 
зование штамма Ps. aurantiaca B 162/17 негативно сказалось на адаптируемых растениях. 

Установлено, что по сравнению с начальной высотой прирост в контрольном варианте экс- 
перимента составил 340 %. В то же время наиболее интенсивный прирост наблюдался в вари- 
антах опыта со штаммом Ps. mendocina 9–40: в случае полива раствором культуры данного мик- 
роорганизма величина прироста составила 536 % от исходной высоты, а при обмакивании корней 
в суспензию – 466 %. Достаточно высокая интенсивность прироста отмечена в вариантах опыта  
с поливом Ps. mendocina pAYSCD 1.7 – 442 % и поливом раствором суспензии Ps. fluorescens 
pACD 1.4 – 425 % относительно начальной высоты. Наиболее интенсивно растения, обработанные 
вышеуказанными штаммами ризосферных псевдомонад, развивались в первые полторы недели 
после посадки, а в случае использования штамма Ps. mendocina pAYSCD 1.7 такая динамика 
сохранялась до конца первого месяца адаптации растений березы.

Данные по средней высоте стволика и величине прироста растений в осенний период 
представлены в табл. 2.

Приживаемость растений осенней посадки оказалась выше, чем растений летней посадки. По 
прошествии 1,5 мес. данный показатель в контроле составил 96 %. При применении штаммов Ps. 
aurantiaca B 162/17 и Ps. mendocina pAYSCD 1.7 в опыте с поливом, а также после обмакивания 
корней растений в суспензию бактерий штамма Ps. fluorescens pACD 1.4 приживаемость составила 
98 %. В остальных случаях отмечена максимальная сохранность растений (100 %). Во всех вари- 
антах опыта процент приживаемости растений оказался выше контрольного показателя.

Рис. 1. Влияние суточных культур бактерий рода Pseudomonas sp. на динамику роста растений летней посадки  
по периодам, % : 1 – контроль (без обработки); 2 – Ps. aurantiaca B 162/17 (обмакивание корней); 3 – Ps. aurantiaca  

B 162/17 (полив); 4 – Ps. fluorescens pACD 1.4 (обмакивание корней); 5 – Ps. fluorescens pACD 1.4 (полив);  
6 – Ps. mendocina pAYSCD 1.7 (обмакивание корней); 7 – Ps. mendocina pAYSCD 1.7 (полив);  

8 – Ps. mendocina 9–40 (обмакивание корней); 9 – Ps. mendocina 9–40 (полив)
Fig. 1. Effect of daily culture bacteria of the genus Pseudomonas sp. on the dynamics of the growth of plants on a summer 

planting by periods, %: 1 –  control (no treatment); 2 –  Ps. aurantiaca B 162/17 (dipping the roots); 3 – Ps. aurantiaca  
B 162/17 (watering); 4 – Ps. fluorescens pACD 1.4 (root dipping); 5 –  Ps. fluorescens pACD 1.4 (watering); 6 – Ps. mendocina 
pAYSCD 1.7 (dipping the roots); 7 –  Ps. mendocina pAYSCD 1.7 (watering); 8 –  Ps. mendocina 9–40 (dipping the roots); 

9 – Ps. mendocina 9–40 (watering)
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Т а б л и ц а  2. Средняя высота стволика и величина прироста растений осенней посадки

Тип 
обработки 

Средняя высота стволика, мм Прирост Приживаемость,  
%на 3-й день на 15-й день на 30-й день на 45-й день мм %

Контроль 17,3 ± 0,6 35,0 ± 1,5 50,3 ± 2,3 76,1 ± 3,4 58,8 340 96
Обмакивание корней:
    Ps. aurantiaca B 162/17 26,5 ± 1,1 41,8 ± 1,4 66,8 ± 1,7 93,9 ± 2,1 67,4 254 100
   Ps. fluorescens pACD 1.4 25,8 ± 1,2 43,3 ± 1,6 71,8 ± 2,7 111,8 ± 7,6 86,0 333 98
   Ps. mendocina pAYSCD 1.7 18,3 ± 0,7 42,6 ± 1,3 69,0 ± 1,3 99,4 ± 2,3 81,1 442 100
   Ps. mendocina 9–40 19,7 ± 0,8 38,7 ± 1,3 73,2 ± 1,6 111,3 ± 2,7 91,6 466 100
Полив: 
   Ps. aurantiaca B 162/17 21,0 ± 0,7 40,2 ± 1,3 67,4 ± 1,7 94,1 ± 2,3 73,1 347 98
   Ps. fluorescens pACD 1.4 17,5 ± 0,8 37,5 ± 1,0 65 ± 1,4 91,9 ± 1,9 74,4 425 100
   Ps. mendocina pAYSCD 1.7 17,9 ± 0,8 31,9 ± 1,4 58,7 ± 2,5 85,3 ± 3,8 67,4 376 98
   Ps. mendocina 9–40 17,8 ± 0,7 38,4 ± 1,4 75,6 ± 1,8 113,6 ± 3,6 95,8 536 100

Обмакивание корней в суспензию бактерий штамма Ps. aurantiaca B 162/17 негативно 
отразилось на приросте растений: его уровень был ниже контрольного (253 %), а в варианте опыта 
с поливом суспензией данного штамма лишь незначительно превышал контрольный показатель, 
составив 347 %. 

Динамика прироста микрорастений осенней посадки представлена на рис. 2.

Рис. 2. Влияние суточных культур бактерий рода Pseudomonas sp. на динамику роста растений осенней посадки  
по периодам, %. Обозначения как на рис. 1.

Fig. 2. Effect of daily culture bacteria of the genus Pseudomonas sp. on the dynamics of the growth of the autumn planting
by period, %. Symbols as in Fig. 1

Заключение. Применение штаммов бактерий рода Pseudomonas в период адаптации обеспечило 
высокую приживаемость растений, а также способствовало увеличению их прироста, при этом 
отмечалась различная интенсивность ростстимулирующего эффекта PGPR микроорганизмов, 
который зависел не только от штамма, но и от способа обработки микрорастений.

Установлено, что у растений различных сроков посадки разные периоды наиболее интен- 
сивного роста. У растений летней посадки он приходился на период с 15-го по 30-й день, а у рас- 
тений осенней посадки – на первые полторы недели адаптации.

Наиболее благоприятное воздействие ризосферных бактерий в летний период проявилось 
при обмакивании корней растений в культуру Ps. mendocina pAUSCD 1.7 и при поливе рабочим 
раствором бульонной культуры Ps. fluorescens pACD 1.4. В осенний период наилучшие результаты 
получены при использовании бактерий штамма Ps. mendocina 9–40.

Применение всех штаммов псевдомонад, за исключением Ps. aurantiaca B 162/17, оказало 
ростстимулирующее влияние на микроклональные растения. При этом обработка адаптируемых 
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растений березы пушистой (Betula pubescens Ehrh.) культурами ризосферных бактерий при посадке 
в осенний период привела к их значительно большему ростстимулирующему воздействию. 

Необходимо отметить, что приживаемость растений осенней посадки в пяти вариантах 
опыта составила 100 %, в остальных – более 95 %, что превышало аналогичный показатель для 
растений летнего срока посадки.

В результате проведенных исследований нами отобраны штаммы ризосферных бактерий 
рода Pseudomonas: Ps. mendocina pAYSCD 1.7 и Ps. mendocina 9–40 как наиболее перспективные 
для применения в ходе адаптации микроклональных растений к почвенным условиям.
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ПИТАНИЕ БЫЧКА-ГОНЦА (NEOGOBIUS GYMNOTRACHELUS)  
И БЫЧКА-ЦУЦИКА (PROTERORHINUS MARMORATUS)  

В РЕКЕ ДНЕПР (БЕЛАРУСЬ)

Изучен состав пищи чужеродных видов рыб (бычка-гонца (Neogobius gymnotrachelus) и бычка-цуцика (Prote- 
rorhinus marmoratus)), обитающих на нижнем участке р. Днепр на территории Брагинского района (Беларусь). Пока- 
зано, что основу рациона гонца составляют организмы, относящиеся к зообентосу (89,6 %): личинки сем. Chironomidae 
и отр. Coleoptera, ракообразные отр. Amphipoda. В рационе цуцика преобладает зоопланктон (64,3 %), представленный 
сем. Cladocera. Анализ степени сходства состава пищи показал, что конкуренция за пищевые ресурсы между данными 
видами невысока (35,5 %).

Ключевые слова: чужеродные виды рыб, река Днепр, бычок-гонец, бычок-цуцик, питание рыб.

E. V. Vintsek, A. P. Grigorchik

Scientific and Practical Centre of the Nаtional Academy of Sciences of Belarus for Bioresources,  
Minsk, Republic of Belarus

DIET OF TUBENOSE GOBY (NEOGOBIUS GYMNOTRACHELUS) AND RACER GOBY  
(PROTERORHINUS MARMORATUS) IN THE RIVER DNIEPER (BELARUS)

The food spectrum of alien species of fishes (the tubenose goby (Neogobius gymnotrachelus) and the racer goby 
(Proterorhinus marmoratus)) from the lower Dnieper River in Bragin region (Belorussia) was researched. Dominant position 
in the diet of the tubenose goby is among zoobenthic organisms (89.6 %): larvaes of chironomid and bugs, amphipod crusta-
ceans. The preferred food category for the racer goby is zooplankton (64.3 %), represented by cladocera. The degree of simi-
larity of the food spectrum analysis showed, that competition in the diet among these species is not high (35.5 %).

Keywords: alien species of fish, the Dnieper River, tubenose goby, racer goby, diet of fish.

Введение. Проблема естественного расширения ареала, а также смещение фауны в новые для 
нее места обитания исторически существовала всегда. В последние годы значительные масштабы 
приобрело распространение инвазивных видов рыб, обусловленное в первую очередь воздействием 
антропогенных факторов на природные комплексы: строительством каналов, соединяющих воды 
разных речных систем, развитием морского и речного транспорта, гидростроительством и пр. Не- 
малую роль в миграционных процессах играет также изменение климата.

Одними из чужеродных видов рыб на территории Беларуси являются понто-каспийские 
представители сем. Gobiidae, а именно бычок-гонец (Neogobius gymnotrachelus) и бычок-цуцик 
(Proterorhinus marmoratus). До недавнего времени бычок-гонец встречался на нижнем участке  
р. Днепр до впадения Березины, а также в реках Припять (бассейн Черного моря), Мухавец, 
Западный Буг (бассейн Балтийского моря), и в Днепровско-Бугском канале [1]. По нашим данным, 
бычок-гонец выявлен также в р. Сож выше г. Гомель. Бычок-цуцик обнаружен в р. Припять, нижнем 
течении Днепра (Брагинский р-н), и в р. Сож в Гомельском р-не [2]. 

Цель работы – изучение состава рациона таких видов-вселенцев, как бычок-гонец и бычок-
цуцик, обитающих в реках Беларуси, и оценка их трофических взаимоотношений с аборигенной 
ихтиофауной.

Материалы и методы исследования. Материал для исследования был собран на нижнем 
участке р. Днепр на территории Брагинского района в августе 2014 г. Отлов осуществляли 
мелкоячеистым неводом (длина 30 м, размер ячеи 8–10 мм) и сачком (ячея 8 мм) на глубине 0,2–
1,5 м. Собранный материал фиксировали в 4 %-ном растворе формалина. 
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Обработку материала проводили в лабораторных условиях по методике И. Ф. Правдина [3]: 
измеряли длину, массу тела, определяли пол и возраст. После этого изымали желудок и  фикси- 
ровали в 4 %-ном формалине, снабжая этикеткой с указанием вида и номера рыбы.

Для изучения питания рыб отобранные экземпляры (по 35 каждого вида) были разделены на 
две возрастные группы (табл. 1). 

Изучение содержимого желудков проводили согласно методическому пособию по изучению 
питания рыб в естественных условиях [4].

Степень сходства состава пищи («объем конкуренции») оценивали по методу, предложенному 
А. А. Шорыгиным [4]. Для этого в процентах определяли состав пищи двух видов рыб и под- 
считывали количество кормовых объектов, общих для двух видов. Сумма меньших процентов, 
независимо от того, в составе пищи какого из двух видов данный пищевой объект встречается, 
позволяет судить о степени сходства пищи.

Т а б л и ц а  1. Размерно-весовые показатели исследованных экземпляров рыб  
разных возрастных групп

Показатель
Двухлетки Трехлетки

К-во экз. min–max Среднее К-во экз. min–max Среднее

Длина тела, мм:
   бычка-гонца 7 35,8–39,8 38,5 28 40,0–74,2 50,6
   бычка-цуцика 19 32–39,8 35,9 16 40,0–49,8 44,1
Масса тела, г:
   бычка-гонца 7 1,24–3,24 2,17 28 1,22–8,72 2,82
   бычка-цуцика 19 0,66–1,56 0,97 16 1,52–2,60 2,03

Результаты и их обсуждение. Кормовые объекты, выделенные из пищевого комка бычка-
гонца, были разделены на 12 групп (табл. 2).

Первое место в рационе гонца по частоте встречаемости занимали личинки сем. Chironomidae 
(53,5 % от общего количества экземпляров пищевых объектов), второе – личинки отр. Coleoptera 
(16,1 %), среди которых Haliplus sp. (7,4 %), Laccobius sp.  (6,5 %) и Limnius sp. (2,2 %), третье –
представители сем. Gammaridae (8,3 %) и отр. Dafniiformes (7,8 %). На остальные компоненты 
пищи приходилось 14,3 %. Также у 17,1 % особей в желудке была обнаружена чешуя, принадле-
жащая рыбам сем. Gobiidae.

Т а б л и ц а  2. Состав пищи бычка-гонца (Neogobius gymnotrachelus)   
и бычка-цуцика (Proterorhinus marmoratus) разных возрастных групп  

из р. Днепр (в процентах от количества экземпляров пищевых объектов)

Группы кормовых объектов                             
Бычок-гонец Бычок-цуцик

Двухлетки Трехлетки Двухлетки  Трехлетки

Класс Bivalvia 3,2 – – –
Класс Crustacea Отр. Cyclopoida – 3,0 – –

Отр. Dafniiformes – 9,1 66,1 55,2
Отр. Amphipoda 12,9 7,5 15,6 19,0
Отр. Isopoda – 1 – –

Класс Insecta Отр. Odonata – 1,0 0,9 3,5
Отр. Ephemeroptera – 0,5 – –
Отр. Trichoptera 16,1 5,0 – –
Отр. Diptera Сем. Chironomidae 48,4 54,3 17,0 22,4

Другие 3,2 1,5 – –
Отр. Heteroptera – 1,0 – –
Отр. Coleoptera 16,1 16,1 0,5 –
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Пищевой комок бычка-цуцика состоял из 5 компонентов. Наиболее часто встречались пред- 
ставители отр. Dafniiformes (64,3 %), среди которых Bosmina sp. (40,7 %) и Alona sp. (23,6 %),  
а также личинки сем. Chironomidae (18,2 %) и ракообразные сем. Gammaridae (15,7 %). Остальные 
пищевые объекты составили 1,8 % в рационе цуцика. 

Важно отметить, что в пищевом комке одного экземпляра бычка-цуцика (двухлетка длиной 
32,0 мм и весом 0,66 г) найден малек рыбы размером 6 мм. У 20 % особей в желудке присутствовала 
чешуя. Потребление мальков рыб характерно для данных видов в естественных местообитаниях 
[5], что подтверждается и для пресноводных популяций.

Результаты исследования показали, что состав рациона бычка-гонца более разнообразен  
и менее специфичен, чем бычка-цуцика. 

Анализ степени сходства состава пищи бычка-гонца и бычка-цуцика (табл. 3) показал, что 
объем конкуренции за пищевые ресурсы между данными видами невысок (в среднем 35,5 %). Это 
обусловлено тем, что основу рациона гонца составляют организмы, относящиеся к зообентосу 
(89,6 %), а в рационе бычка-цуцика преобладает зоопланктон (64,3 %).

Т а б л и ц а  3. Индексы сходства пищевых компонентов бычка-гонца (Neogobius gymnotrachelus)  
и бычка-цуцика (Proterorhinus marmoratus) разных возрастных групп из р. Днепр (по Шорыгину), %

Вид Бычок-гонец (трехлетки) Бычок-цуцик (двухлетки) Бычок-цуцик (трехлетки)

Бычок-гонец (двухлетки) 78,55 30,31 35,31
Бычок-гонец (трехлетки) – 34,89 40,01
Бычок-цуцик (двухлетки) – – 88,65

Значительных различий в рационе рыб одного вида из разных возрастных групп не выявлено, 
что характерно для данных видов в их естественных местообитаниях [5]. 

Заключение. Анализ питания бычка-гонца и бычка-цуцика на нижнем участке р. Днепр (Бра- 
гинский район) показал, что данные виды успешно адаптируются к новым условиям и проявляют 
пищевую пластичность, которая характеризуется разнообразием пищевого спектра и потреб- 
лением массового и доступного корма.

В местах их естественного обитания наблюдается конкуренция за кормовые объекты между 
различными видами бычковых, обусловленная потреблением сходных групп бентосных организ- 
мов (моллюски, полихеты, молодь крабов, амфиподы), а также мальков рыб [5]. Основу рациона 
пресноводных популяций бычка-гонца и бычка-цуцика в р. Днепр составляют разные типы 
гидробионтов (зообентос и зоопланктон соответственно), что предотвращает трофическую кон- 
куренцию между видами в новых условиях обитания. 

Как показали результаты исследования, бычок-гонец и бычок-цуцик в пищевом отношении 
могут создавать конкуренцию молоди ценных промысловых рыб, основу питания которых со- 
ставляют хирономиды и организмы зоопланктона [6]. Но, с другой стороны, данные виды-все-
ленцы становятся доступным кормом хищных рыб (окунь, судак, щука, сом), что приводит к сни- 
жению пресса хищников на молодь ценных в промысловом отношении видов рыб [7]. 
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АДЕНОЗИН КАК ПОТЕНЦИАЛЬНАЯ МИШЕНЬ ДЛЯ БИОТЕРАПИИ РАКА 

В данном обзоре литературы расссматривается роль внеклеточного аденозина в формировании иммуносупрес- 
сивного аденозинергического микроокружения солидных опухолей. Вызванное гипоксией накопление внеклеточного 
аденозина в концентрации 50–100 мкМ (норма 10–100 нМ) является патофизиологическим признаком широкого 
круга злокачественных новообразований у человека. У аденозина как сигнальной молекулы выявлено четыре типа 
поверхностно-клеточных рецепторов, активация которых приводит к ингибированию эффекторных функций цито- 
токсических Т-лимфоцитов, натуральных киллеров и макрофагов, играющих ключевую роль в противоопухолевых 
иммунных ответах. Автором предложена идея устранения защиты рака от иммунитета с помощью аденозиндезаминазы, 
слитой с аннексином-А5. По мнению автора, такой химерный белок при введении в организм пациентов, страдающих 
от онкологических заболеваний, будет связываться только с раковыми клетками и разрушать аденозин, защищающий 
эти клетки от противоопухолевого иммунитета. 

Ключевые слова: внеклеточный аденозин, аденозиновые рецепторы, опухолевое микроокружение, иммуносу-
прессия, биотерапия рака, аденозиндезаминаза, аннексин-А5. 

A. I. Zinchenko

Institute of Microbiology of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus 

ADENOSINE AS A POTENTIAL TARGET FOR CANCER BIOTHERAPY

The literature review describes the role of extracellular adenosine in formation of immunosuppressive adenosinergic 
microenvironment of solid tumors. Hypoxia-induced accumulation of extracellular adenosine in 50–100 µM concentration  
(cf the normal 10–100 nM) is a pathophysiological indicator of a broad spectrum of human malignant neoplastic diseases. Four 
types of cell surface receptors for adenosine as the signal molecule have been revealed. Upon activation the receptors cause 
inhibition of effector functions of cytotoxic T-lymphocytes, native killers and macrophages playing a key part in antitumor 
immune response. The author of the review proposed the idea to remove the procancer shield from immune attack using ade-
nosine deaminase fused with annexin A5. It was postulated that such chimeric protein injected into the body of cancer patient 
will bind exclusively with tumor cells and disrupt adenosine protecting them from cancerostatic immune action. 

Keywords: extracellular adenosine, adenosine receptors, tumor microenvironment, immunosupression, cancer biother-
apy, adenosine deaminase, annexin A5.

Молекула аденозина (синонимы: рибозид аденина, аденин-9-β-D-рибофуранозид, 6-аминопу-
ринрибозид) состоит из пуринового основания (аденина), соединенного через гликозидную связь 
с углеводом (рибозой) (рис. 1). Поочередное добавление фосфатных групп (рис. 1, а) позволяет 
получить соответственно 5′-монофосфат аденозина (АМФ), 5′-дифосфат аденозина (АДФ) и 5′-три-
фосфат аденозина (АТФ). 

Аденозин присутствует во всех клетках преимущественно в форме адениновых нуклеотидов, 
которые принимают участие в клеточном энергетическом метаболизме и служат прекурсорными 
молекулами при синтезе многих важных соединений. Однако аденозин может существовать и в сво-
бодной форме, отвечая за регуляцию ряда биохимических процессов в организме.

© Зинченко А. И., 2016
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Роль аденозина существенно возрастает в тех случаях, 
когда ткани обедняются кислородом (состояние, известное 
как гипоксия). Это происходит в таких патологических 
ситуациях, как инсульт мозга, инфаркт миокарда, солидный 
рак [1]. В солидных опухолях гипоксия – хроническое со- 
стояние, потому что кровеносные сосуды, которые форми- 
рует быстрорастущая раковая опухоль, содержат много- 
численные дефекты и поэтому не способны обеспечивать 
доставку в опухоль достаточного количества кислорода  
и питательных веществ. Раковая клетка отвечает на низкое 
парциальное давление кислорода изменением своего энер- 
гетического метаболизма. При этом существенно изменя- 
ется и метаболизм аденозина (рис. 2).

Аденозин обычно образуется внутри клетки из АМФ 
(под действием эндо-5′-нуклеотидазы) или в результате гид- 
ролиза S-аденозилгомоцистеина. Деградация аденозина – 
внутриклеточный процесс с участием аденозинкиназы и аде- 
нозиндезаминазы [2]. Однако в опухолях основным ис- 
точником образования аденозина служит внеклеточный  
катаболизм адениновых нуклеотидов. Этот процесс проте-
кает на внешней стороне клеточной мембраны под действи-
ем мембрансвязанных экто-5′-нуклеотидаз – CD39 и CD73 
[3]. Очень низкие уровни внеклеточного аденозина у CD73-
дефицитных мышей свидетельствуют о том, что деграда-
ция ATФ является основным источником внеклеточного 
аденозина [4, 5]. 

Как следует из рис. 2, концентрацию избыточного внеклеточного аденозина может снижать 
транспортер нуклеозидов [6], перемещающий его внутрь клетки, где он трансформируется в АМФ 
или инозин под действием соответственно аденозинкиназы или аденозиндезаминазы. Если уровни 
внеклеточного аденозина повышаются, он активирует рецепторы, локализованные как на опухо- 
левых, так и на многочисленных иммунных клетках. Активация рецепторов инициирует цепь 
молекулярных событий, приводящих к формированию так называемого аденозинергического имму- 
носупрессивного микроокружения опухоли, которое характеризуется экспансией и повышением 
активности проопухолевых иммуноцитов и, наоборот, угнетением пролиферации и понижением 
активности антиопухолевых иммунных клеток. Кроме того, происходит стимуляция ангиогенеза, 
приводящая к формированию новой кровеносной сосудистой сети опухоли.

Многолетнее системное изучение солидных опухолей показало, что вызванное гипоксией 
накопление внеклеточного аденозина в концентрации 50–100 мкМ (норма 10–100 нМ) является 
патофизиологическим признаком широкого круга злокачественных новообразований у человека 
[7–10]. В частности, показано, что гипоксия приводит к усиленному синтезу гипоксия-индуци- 
бельного фактора 1α (HIF-1α), а этот фактор, в свою очередь, увеличивает экспрессию ферментов, 
продуцирующих аденозин из адениновых нуклеотидов [11, 12]. В то же время аденозинкиназа, 
которая преобразует аденозин в АМФ, ингибируется [13]. Эти и другие изменения повышают 
концентрацию аденозина как внутри, так и вне клетки [11].

У аденозина как сигнальной молекулы обнаружено четыре подтипа рецепторов (А1, А2А, 
А2В и А3), которые отличаются по локализации, аффинности к аденозину и сигнальным путям 
[14, 15]. Из всех известных подтипов аденозиновых рецепторов в большинстве иммуноцитов 
преобладает рецептор A2A [14].

Все рецепторы аденозина в состоянии воздействовать на аденилатциклазу, но могут или 
увеличивать, или снижать продуцирование вторичного мессенджера – цАМФ [16]. Взаимодействие 
аденозина с рецепторами на клетках различного типа, находящихся в опухоли, приводит к мно- 
жеству разнообразных клеточных реакций [17, 18] (см. таблицу). 

Рис. 1. Химическая структура аденозина 
(а) и фосфатидилсерина (b): R1  и R2 – 

насыщенные или ненасыщенные угле- 
водородные радикалы жирных кислот

Fig. 1. Chemical structure of adenosine 
(a) and phosphatidylserine (b). R1 and R2 – 

saturated or nonsaturated hydrocarbonic  
radicals of fatty acids
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Эффекты аденозина на клетки в микроокружении опухоли [17, 18]

Клетки-мишени Эффекты Вид рецептора

Дендритные клетки Снижение антигенпрезентирующей активности A2A, A2B
Регуляторные клетки (Тreg) Усиление пролиферации A2A
Миелоидные супрессорные 
клетки (MDSC)

Усиление экспансии, индукция иммуносупрессивной, проопухолевой 
активности A2A, A2B

Натуральные киллеры (НК) Ингибирование антиопухолевой цитотоксичности A2A
CD4+ Ослабление антиопухолевой активности A2A
CD8+ Понижение пролиферации и ингибирование антиопухолевой цитотоксичности A2A
Нейтрофилы Повышение продуцирования металлопротеаз, способствующих 

метастазированию A3

Макрофаги Поляризация антиопухолевого фенотипа М1 в проопухолевый фенотип М2 A2A, A2B
Опухолевые клетки Стимуляция пролиферации А1, A2A

Стимуляция инвазии, миграции и метастазирования А3
Стимуляция продуцирования проангиогенных факторов А3

Эндотелиальные клетки Повышение экспрессии фактора роста васкулярного эндотелия (VEGF) A2A, A2B, А3
Повышение экспрессии основного фактора роста фибробластов (bFGF) A2B

Через поверхностно-клеточные рецепторы аденозин ингибирует активность дендритных кле- 
ток и макрофагов [19], которые играют ключевую роль в распознавании мишеней для иммунной 
атаки. А в случае цитотоксических Т-лимфоцитов (Т-киллеры) и натуральных киллеров, степень 
инфильтрации которых и активность имеют ключевое значение для судьбы опухоли и благопри- 
ятного прогноза для пациента, аденозин подавляет важнейшие стадии развития и функции этих 
клеток: ингибирует пролиферацию клеток и экспрессию ключевых молекул на их поверхности, 
степень взаимодействия с раковой клеткой, секрецию токсичных молекул, вовлеченных в киллинг 
клетки, и вообще способность к киллингу клеточных мишеней [1]. 

Гипоксия и аденозин не только ингибируют антиопухолевые иммунные клетки, но и активи- 
руют опухоль-промотирующие клетки, такие как Treg, MDSC и макрофаги M2-типа, которые бла- 
гоприятствуют установлению в опухоли длительного иммуносупрессивного микроокружения [20]. 

Все это позволяет опухоли уклониться от иммунного надзора и способствует развитию и рас- 
пространению рака, в том числе и метастазированию [1, 10]. Если изолировать из опухолевой ткани 
Т-лимфоциты, то in vitro они эффективно убивают опухолевые клетки [18, 21]. Этот факт свидетель- 

Рис. 2. Метаболизм внеклеточного аденозина и его влияние на клеточный иммунитет.  
АД – аденозиндезаминаза, АК – аденозинкиназа, 5НТ – эндо-5′-нуклеотидаза,  

ТН – транспортер нуклеозидов, SAH – S-аденозилгомоцистеин, SH – SAH-гидролаза
Fig. 2. Metabolism of extracellular adenosine and its influence on cellular immunity:  

AD – adenosine deaminase, AK – adenosine kinase, 5HT – endo-5′-nucleotidase,  
TN – transporter of nucleosides, SAH – S-adenosylhomocysteine, SH – SAH hydrolase
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ствует о том, что в опухоли формируется окружающая среда, не подходящая для функционирова- 
ния антиопухолевых иммунных клеток, которые могут быть весьма активны в других условиях. 

Рецепторы аденозина найдены также на эндотелиальных клетках, выстилающих вновь фор- 
мируемые опухолью кровеносные сосуды. Показано, что аденозин стимулирует деление и под- 
вижность этих клеток (ангиогенез) [10]. Таким образом, он может участвовать вместе с другими 
ангиогенными факторами, такими как фактор роста эндотелия сосудов, в формировании опухо-
левой капиллярной сети [1].

Наконец, аденозин промотирует хроническое воспаление, что способствует росту опухоли  
и повышает активность иммуносупрессивных цитокинов, таких как трансформирующий фактор 
роста-β и интерлейкин-10 [10, 22].

Таким образом, к настоящему времени накоплен достаточный экспериментальный материал, 
позволяющий утверждать, что внеклеточный аденозин – один из главных факторов, ответствен- 
ных за феномен «метаболической супрессии» противоопухолевого иммунного ответа. Особенно 
показательным в этом плане явились эксперименты A. Ohta  и соавт. [9], в ходе которых у A2A-
дефицитных мышей спонтанно отторгалась привитая опухоль, тогда как у мышей дикого типа 
подобного регресса опухоли не наблюдалось.

Способность аденозина действовать как иммунодепрессант ярко иллюстрируется известным 
генетическим заболеванием, характеризующимся дефицитом аденозиндезаминазы. Повышение 
уровня аденозина, наблюдаемое при этом нарушении, вызывает тяжелый иммунодефицит, 
вынуждающий защищать родившихся младенцев от инфекций в стерильных боксах [1].

Следует отметить, что иммуносупрессивные свойства аденозина используют инфекционные 
агенты, такие как золотистый стафилококк [23], энтеропатогенная кишечная палочка [24] и вла- 
галищная трихомонада [25], для подавления иммунного ответа организма-хозяина. Это проис- 
ходит благодаря чрезмерному продуцированию этими микроорганизмами аденозина, который  
с участием рецепторов А2А ингибирует антибактериальные функции нейтрофилов [19, 23]. 

Учитывая обширные эффекты аденозина почти на все типы клеток, находящихся в опухолях, 
логично было бы использовать препараты, которые интерферируют с сигнальными путями, 
проводящими аденозиновый сигнал, с тем чтобы помешать росту раковых клеток, блокировать 
формирование новых кровеносных сосудов или уменьшить аденозиновую иммуносупрессию. 

Результаты представленных выше, а также недавно опубликованных работ [26–30] позволили 
Р. Vaupel и соавт. [10, 17] составить перечень терапевтических стратегий (рис. 3), которые теорети- 
чески можно использовать для устранения негативного влияния аденозина на противоопухолевый 
иммунитет. Перечень включает: а) респираторную гипероксигенацию, которая, как предполага- 
ется, может преобразовать микросреду опухоли из иммуносупрессивной в среду, по крайней 
мере не препятствующую антиопухолевым иммуноцитам выполнять свои эффекторные функции; 
б) инактивацию продуцирующих аденозин нуклеотидаз CD39 и CD73 с использованием низко-
молекулярных ингибиторов или специфических моноклональных антител, а также нокаут соответ- 
ствующих генов с помощью коротких интерферирующих РНК (siRNA); в) использование адено- 
зиндезаминазы, деградирующей внеклеточный аденозин; г) «выключение» аденозиновых рецеп- 
торов с помощью антагонистов аденозина, специфических моноклональных антител или siRNA.

Логично предположить, что перечисленные выше терапевтические вмешательства могут 
повысить эффективность противоопухолевой иммунотерапии, устранив зависимое от аденозина 
уклонение опухоли от иммунного надзора [26, 30–34]. Кроме того, они могут ингибировать рост 
опухоли и ее метастазирование, а также повышать восприимчивость к радиотерапии и химиоте- 
рапевтическим средствам (например, к доксорубицину, метотрексату, оксалиплатину [22]).

Следует отметить, что проведенные к настоящему времени доклинические исследования  
в целом продемонстрировали, что таргетирование аденозинергического сигнального пути обла- 
дает значительным терапевтическим потенциалом. Однако внедрение этих подходов в клиниче- 
скую практику осложняется избыточной оксигенацией [35] или неспособностью выбранных 
антагонистов аденозина ингибировать только необходимые мишени. Проблема здесь заключается 
в том, что сигналинг аденозина – это эволюционно древняя регуляторная сеть, участвующая  
в регуляции функционирования большинства органов и тканей в организме млекопитающих 
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[36]. Рецепторы аденозина найдены на поверхности многих клеток по всему организму. Поэтому 
велика вероятность, что препараты, которые заблокируют действие аденозина на уровне рецеп- 
торов (антагонисты), нарушат функционирование нервной системы и системы кровообращения. 
Так, например, С. Cekic и соавт. [37] сообщили, что необратимая блокада рецепторов A2А вредна 
для антиопухолевых Т-клеточных ответов, что выражается в повышенном апоптозе этих клеток. 

Однако, несмотря на отмеченные трудности, исследователи надеются найти «фармакологи- 
ческие окна» для ингибиторов аденозиновых рецепторов, которые позволят применять их отдель- 
но или в сочетании с традиционными лекарственными средствами для людей без непереносимых 
побочных эффектов. Следует отметить, что таргетирование сигнального пути аденозина хорошо 
кооперируется с другими ингибиторами «иммунных контрольных точек» (checkpoint), такими 
как анти-CTLA-4- и анти-PD-1-моноклональные антитела (mAbs) [38, 39].

Следует отметить, что антагонисты рецептора A2А уже проходят клинические испытания 
(регистрационные номера NCT02403193 и NCT02655822), поэтому в скором времени будут опреде- 
лены все недостатки и достоинства рассматриваемого терапевтического подхода [40].

Экспериментальные данные, приведенные выше, убедительно свидетельствуют о том, что при 
опухолевом росте имеет место локальная (в пределах микроокружения опухоли) аденозинерги- 
ческая иммуносупрессия. Этим подавлением иммунитета М. Ситковский [41, 42] объясняет так 
называемый парадокс Хелстрома, который проявляется в сосуществовании в организме онкологи- 
ческого больного опухолевых клеток и антиопухолевых иммуноцитов. Понятно, что эффективные 
и безопасные способы устранения «барьера» между этими клетками могли бы иметь значительный 
терапевтический потенциал и содействовали бы созданию препаратов, по механизму действия  
в корне отличающихся от традиционных противоопухолевых средств.

Современные препараты для химиотерапии рака позволяют продлить жизнь пациентам и улуч- 
шить их состояние, порой – на долгие годы. Это возможно, если злокачественное новообразование 
является чувствительным к препарату. Если речь идет о редких высокочувствительных к химио- 
терапии опухолях, то такой подход позволяет полностью вылечить пациента. Что касается основ-
ных солидных опухолей, то препаратов, способных их полностью излечить, нет. 

Здесь уместно напомнить, что традиционные химиотерапии предназначены главным образом 
для таргетирования машинерии клеточного деления, включая метаболизм нуклеотидов, реплика- 
цию ДНК и клеточное деление [43, 44]. Такой терапевтический подход эффективен при киллинге 
или блокировании роста раковой клетки, но страдает отсутствием специфичности, поскольку 
применяемые препараты часто токсичны и для нормальных делящихся клеток, которые обычно 
присутствуют в костном мозге, пищеварительном тракте и волосяных фолликулах. В результате 
отмечаются серьезные побочные эффекты, такие как миелосупрессия, воспаление слизистых  
и потеря волос (наиболее безобидный) [45].

В последние годы поиск мишеней, специфических для большинства типов опухолевых кле- 
ток, а также метастазов, заставил исследователей обратить внимание на фосфатидилсерин (ФС) – 

Рис. 3. Гипотетические подходы к обрыву сигнального пути аденозина
Fig. 3. Hypothetical approaches to break of the signaling adenosine pathways
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отрицательно заряженный фосфолипид, который экспонируется на внешнем бислое мембраны 
раковой клетки [46, 47]. Молекула этого соединения (см. рис. 1) состоит из глицеринового скелета, 
этерифицированного жирнокислотными остатками различной длины и насыщения (при sn-1-  
и sn-2-углеродных атомах), и остатком фосфорной кислоты (при sn-3-углеродном атоме), кова-
лентно связанной с серином [48].

Известно, что в нормальных (не подвергшихся злокачественной трансформации) клетках ор-
ганизма внешний слой двухслойной плазматической мембраны проявляет общий нейтральный 
заряд благодаря своим главным компонентам – фосфатидилхолину и сфингомиелину, в то время 
как отрицательно заряженный ФС вместе с фосфатидилэтаноамином образуют внутренний бислой. 
У раковых клеток происходит перемешивание фосфолипидов, приводящее к почти симметричному 
их распределению, в том числе ФС, между мембранными бислоями [49–51]. В результате этого 
процесса на поверхности раковой клетки появляется ФС и она приобретает отрицательный заряд. 
Таким образом, ФС на поверхности клетки может служить маркером, позволяющим отличать 
нормальную клетку от опухолевой и осуществлять при необходимости адресную доставку в опухоль 
тех или иных фармакологических средств [52, 53]. 

Понятно, что для осуществления направленной доставки фармсубстанции в опухоль необ- 
ходим молекулярный транспортер, способный распознавать специфический маркер (в нашем слу-
чае ФС) на поверхности опухолевой клетки. Известно, что в качестве одного из таких транспор- 
теров может выступать плацентарный человеческий белок – аннексин-А5, который с высокой 
аффинностью связывается преимущественно с ФС [53–55].

Для устранения рассмотренных выше многочисленных опухоль-промотирующих эффектов 
внеклеточного аденозина лаборатория молекулярной биотехнологии Института микробиологии 
НАН Беларуси планирует использовать аденозиндезаминазу (см. рис. 3, c). Подразумевается со-
здание для введения в организм пациентов оригинального химерного белка, состоящего из аде-
нозиндезаминазы и аннексина-А5. Ожидается, что если такая белковая конструкция не потеряет 
своей активности в ходе ее получения, то аннексин-А5 обеспечит адресную доставку ее к покры-
тым ФС опухолевым клеткам (в том числе в составе метастазов!), а аденозиндезаминаза ликви-
дирует «аденозиновое облако» вокруг опухолевых клеток, что (судя по приведенным выше лите-
ратурным данным) должно «разбудить» в организме-опухоленосителе убийственный для опухоли 
клеточный иммунитет.

Следует отметить, что снизить концентрацию аденозина в микросреде опухоли можно за счет 
доставки в опухолевый очаг (вместо аденозиндезаминазы) другого фермента – бактериальной 
пуриннуклеозидфосфорилазы, которая расщепляет аденозин на аденин и рибозо-1-фосфат. Этот 
вариант интересен тем, что пуриннуклеозидфосфорилаза может попутно выполнять еще одну важ- 
ную функцию – превращать пролекарство (флударабин) в мощный цитостатик (фтораденин) [56]. 

Принимая во внимание накопленный нами опыт генно-инженерного конструирования штам- 
мов бактерий, продуцирующих разнообразные ферменты про- и эукариот [57–60], в том числе 
аденозиндезаминазу и пуриннуклеозидфосфорилазу Escherichia coli [61–63], имеется реальная 
возможность создать инновационный противоопухолевый биопрепарат, который способен раз-
рушать аденозин, защищающий раковые опухоли от хозяйского иммунитета. 

Поскольку молекулярной мишенью такого препарата будет служить только ФС, выстилающий 
поверхность опухолевых (но не здоровых) клеток, он должен характеризоваться широким спек- 
тром действия, селективностью в отношении опухолей и низким уровнем побочных эффектов.

Кроме того, препарат должен иметь низкую токсичность и к нему не должна формироваться рези- 
стентность, поскольку его действие не связано с непосредственным киллингом опухолевых клеток.

Заключение. Суммируя приведенные выше результаты исследований, посвященных изуче-
нию механизмов проопухолевого действия внеклеточного аденозина, следует отметить, что к на-
стоящему времени достоверно установлено, что АТФ, который выделяется в больших количе-
ствах из опухолевых клеток в ответ на химиотерапию или другие стрессовые воздействия, в ре-
зультате последовательного действия двух экто-5′-нуклеотидаз – CD39 (гидролизует ATФ и AДФ 
до AMФ) и CD73 (гидролизует AMФ до аденозина) – превращается в аденозин, который в значитель-
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ном количестве накапливается в опухолевом микроокружении. Путем активации рецепторов, лока-
лизованных на различных иммунных клетках, аденозин подавляет эффекторные функции цитоток-
сических Т-лимфоцитов, натуральных киллеров и макрофагов, которые играют ключевую роль в про-
тивоопухолевом клеточном иммунитете. Показано также, что аденозин промотирует неоангиогенез 
опухолевой ткани. Все это благоприятствует уклонению раковых клеток от иммунного надзора, 
способствуя таким образом развитию и распространению рака, в том числе его метастазированию.

Расшифровка механизма иммуносупрессивной активности внеклеточного аденозина привела 
к разработке ряда терапевтических подходов к таргетированию аденозинергического сигнального 
пути, в основном с помощью фармакологической блокады А2А-аденозиновых рецепторов. Нами 
предложена идея создания на основе аденозиндезаминазы химерного белка, «снимающего тормоз» 
с собственного клеточного противоопухолевого иммунитета. Предполагается, что такой белок может 
служить высокоэффективным препаратом для терапии широкого круга онкологических заболеваний.
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