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ПРОДУКТИВНОСТЬ И ПИГМЕНТНЫЙ КОМПЛЕКС 
СИНЕ-ЗЕЛЕНОЙ ВОДОРОСЛИ SPIRULINA PLATENSIS ПРИ ЧАСТИЧНОЙ ЗАМЕНЕ 

БИКАРБОНАТА НАТРИЯ НА ГИДРОКСИД НАТРИЯ 
В СРЕДЕ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

Аннотация. Изучены продуктивность и содержание хлорофилла а, каротиноидов и фикоцианина в биомассе 
сине-зеленой водоросли спирулины (Spirulina platensis) при частичной замене NaHCO3 на NaOH в среде культивиро-
вания. Показано, что замена 25, 50, 65 и 75 % NaHCO3 (4,2; 5,88; 8,4 и 12,6 г/л) на NaOH (0,05; 0,10; 0,13 и 0,15 г/л соот-
ветственно) в питательной среде не влияет на продуктивность водоросли по сравнению с контролем (стандартная 
питательная среда Заррука, содержащая 16,8 г/л NaHCO3), а количество хлорофилла а и каротиноидов (виолаксантина, 
лютеина и β-каротина) во всех опытных вариантах остается на уровне контроля. В то же время использование модифи-
цированной питательной среды приводило к снижению количества фикоцианина, который не только является фотосин-
тетическим пигментом, но и признан одним из наиболее эффективных антиоксидантов. При замене 65 и 75 % NaHCO3 
на NaOH содержание фикоцианина уменьшалось на 16 и 34 % соответственно. Использование гидроксида натрия вместо 
бикарбоната натрия в среде культивирования позволило существенно снизить затраты на получение биомассы спирулины. 

Согласно полученным результатам, показателем качества биомассы спирулины при частичной замене NaHCO3 
на NaOH в питательной среде является уровень таких фотосинтетических пигментов, как хлорофилл а или кароти-
ноиды, но не уровень фикоцианина. 

Ключевые слова: модифицированная среда Заррука, пигменты, продуктивность, Spirulina platensis
Для цитирования: Продуктивность и пигментный комплекс сине-зеленой водоросли Spirulina platensis при час- 

тичной замене бикарбоната натрия на гидроксид натрия в среде культивирования / Е. В. Вязов [и др.] // Вес. Нац. 
акад. навук Беларусі. Сер. біял. навук. – 2017. – № 4. – С. 7‒12.

Y. V. Viazau, E. E. Manankina, E. A. Filipchik, R. G. Goncharik, N. V. Shalygo

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

PRODUCTIVITY AND PIGMENT COMPLEX OF BLUE-GREEN ALGA SPIRULINA PLATENSIS 
AFTER PARTIAL SUBSTITUTION OF SODIUM BICARBONATE WITH SODIUM HYDROXIDE 

IN CULTURE MEDIUM

Abstract. It has been shown that the partial substitution of NaHCO3 with NaOH in the culture medium of Spirulina platensis 
does not lead to a change in productivity of the algal culture. Substitution of 25 to 50 % of sodium bicarbonate with sodium 
hydroxide makes it possible to obtain biomass with a similar content of key pigments as compared to the control (standard 
Zarrouk medium) while allowing for a significant reduction in the cost of reagents for the preparation of culture medium.
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Введение. Спирулина относится к сине-зеленым водорослям – цианобактериям. Она является 
одним из наиболее перспективных микроорганизмов, применяемых в промышленной биотехно-
логии, так как активно используется в качестве пищевой и кормовой добавки, в производстве 
косметики, а также в фармакологии. Спирулина содержит белок высокого качества, в состав ко-
торого входят незаменимые аминокислоты, пигменты, липиды, ненасыщенные жирные кислоты 
(в том числе и 3-омега-жирные), витамины, антиоксиданты и другие соединения, обладающие 
высокой биологической активностью [1–3]. 

Особенности культивирования спирулины достаточно хорошо изложены в научной литерату-
ре [4, 5]. Тем не менее дальнейшие исследования по оптимизации питательной среды для выращи-
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вания спирулины продиктованы необходимостью снижения затрат на ее производство. Тради-
ционно культура спирулины выращивается на среде Заррука либо аналогичных питательных сре-
дах, содержащих большое количество бикарбоната натрия – NaHCO3 (в стандартной среде Заррука 
его содержание составляет 16,8 г/л), используемого в качестве источника углерода и для поддер-
жания щелочной рН, равной 8–10 [6, 7]. Несмотря на наличие научных публикаций, посвящен-
ных вопросу уменьшения затрат на среду выращивания путем замены ее отдельных компонен-
тов более дешевыми аналогами либо снижения их содержания в среде [8, 9], исключить исполь-
зование большого количества бикарбоната натрия либо его источников, как правило, не удается. 
Ранее предприняты попытки полной замены NaHCO3 на NaOH [10, 11]. Показано, что для культи-
вирования спирулины достаточно 0,2 г/л NaOH [11], что делает такую модификацию среды эко-
номически выгодной. Однако в подобных условиях для достижения высокой продуктивности во-
доросли требуется предварительная многочасовая продувка питательной среды СО2 либо пред-
варительная адаптация культуры к модифицированной среде [10, 11], что усложняет процесс 
культивирования спирулины и требует дополнительных расходов на реактивы и оборудование. 

Цель данной работы – изучение продуктивности водоросли и содержания пигментов в ее био-
массе при использовании питательной среды Заррука, в которой бикарбонат натрия частично 
заменен на гидроксид натрия.  

Объект и методы исследования. В опытах использовали спирулину (Spirulina platensis 
IBCE S-2) из альгологической коллекции Института биофизики и клеточной инженерии НАН Бе- 
ларуси. Суспензию спирулины выращивали в течение 7 сут при температуре 22 ± 2 °C c фото- 
периодом 14 ч в стандартной среде Заррука (контроль) [6] и в средах Заррука с заменой 25, 50, 65 
и 75 % NaHCO3 на NaOH (табл. 1). Для освещения использовали белые люминесцентные лампы 
Philips TD-36/765, освещенность на поверхности суспензии составляла 4500 лк. Плотность био-
массы в исходной суспензии была одинакова для всех вариантов (0,2 г/л). Все пробы продували 
атмосферным воздухом в течение фотопериода.

Т а б л и ц а  1.  Состав питательной среды (г/л), используемой для культивирования спирулины

T a b l e  1.  Composition of the culture medium (g/l) used for cultivation of spirulina

Вариант опыта NaHCO3 NaOH

Стандартная среда Заррука (контроль) 16,8 0,00
25 % NaОН 12,6 0,05
50 % NaОН 8,4 0,10
65 % NaОН 5,88 0,13
75 % NaОН 4,2 0,15

П р и м е ч а н и е.  За 100 % NaHCO3 принимали 16,8 г/л (как в среде Заррука), 
а за 100 % NaOH ‒ 0,2 г/л (исходя из литературных данных [11]).

Продуктивность спирулины определяли по накоплению сухой биомассы в процессе ее ро-
ста. Для этого измеряли величину оптической плотности суспензии при 560 нм на спектрофотоме-
тре РВ 2201 (SOLAR, Беларусь). Сухую массу рассчитывали, принимая во внимание данные о 
том, что оптическая плотность культуры спирулины при 560 нм, равная единице, эквивалентна 
содержанию 699 мг сухой биомассы в 1 л суспензии [12]. Для определения содержания фотосин-
тетических пигментов (хлорофилла а и каротиноидов) в каждом варианте отбирали по 4 мл су-
спензии спирулины и, предварительно добавив 40 мкл насыщенного раствора CaCl2, центрифу-
гировали в течение 10 мин при 13 000 g, используя центрифугу с охлаждением (Sigma, Германия). 
Осадок очищали от среды культивирования путем ресуспендирования в 4 мл дистиллированной 
воды с последующим центрифугированием при 17 000 g в течение 10 мин, после чего его пере-
носили в охлажденные (до +4 °С) фарфоровые ступки и растирали с добавлением кварцевого 
песка в 2 мл 100 %-ного ацетона. Полученный гомогенат центрифугировали как указано выше. 
Супернатант переносили в мерные пробирки, осадок ресуспендировали в 2 мл 100 %-ного ацетона 
и снова центрифугировали. Супернатант объединяли с предыдущим. Cодержание хлорофилла a 
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и каротиноидов определяли с помощью ВЭЖХ согласно методикам, приведенным в рабо- 
тах [13] и [14], используя хроматограф Shimadzu LC 20 Prominence (Shimadzu, Япония) и колон- 
ки Nucleodur C18 Gravity длиной 150 мм и размером частиц 3 мкм (Macherey Nagel, Германия). 
Перед хроматографией объединенный супернатант, содержащий пигменты, еще раз центрифу-
гировали в течение 10 мин при 13 000 g. Далее в стеклянные виалы вносили по 0,5 мл суперна-
танта и помещали их в камеру хроматографа. Отбираемый для анализа объем экстракта составлял 
40 мкл. Хроматографию проводили при линейном градиенте подвижной фазы 100–0 % раствора А 
(90 % ацетонитрила с 9,9 % фильтрованной Н2О и 0,1 % триэтиламина) и 0–100 % этилацетата в тече-
ние 15 мин, затем при 100 % этилацетата в течение 3 мин, далее – при линейном градиенте подвиж-
ной фазы 0–100 % раствора А и 100–0 % этилацетата в течение 6 мин. Поток подвижной фазы состав-
лял 0,5 мл/мин. Пигменты регистрировали детектором с диодной матрицей SPD-M20A Prominence 
(Shimadzu, Япония) по спектрам поглощения при длине волны от  200 до 700 нм. Для визуализа-
ции профиля хроматограммы выделяли спектр поглощения при 440 нм. Площади пиков хрома-
тограммы использовали для количественного определения виолаксантина, лютеина, β-каротина 
и хлорофилла а в биомассе спирулины.

Расчет содержания пигментов производили по формуле 

Cпигм = S440FпигмV/(Vинъекцm),

где Спигм – содержание пигмента, мкг/г сухой массы; S440 – площадь пика поглощения при 440 нм; 
Fпигм – коэффициент для расчета (табл. 2); V – суммарный объем экстракта; Vинъекц – объем инъекции 
(40 мкл), m – сухая масса пробы, г.

Определение содержания фикоцианина в биомассе 
спирулины проводили согласно методике, описанной 
в работе [12]. Для этого осажденную путем центри- 
фугирования и промытую дистиллированной водой  
биомассу водоросли растирали в ступке (без песка)  
в K-, Na-фосфатном буфере (50 мМ, pH 7,0). Получен-
ный гомогенат выдерживали в холодильнике в течение 
10 ч, затем центрифугировали 5 мин при 13 000 g. Супер-
натант спектрофотометрировали на приборе Uvikon 931 
фирмы Kontron (Германия) при 615, 652 и 720 нм и рас-
считывали содержание фикоцианина по формуле

С = (ОП615 ‒ ОП720 – 0,474 (ОП652 ‒ ОП720))/5,34,

где ОП – оптическая плотность экстракта при длине волны 615, 652 и 720 нм соответственно. 
В работе приведены средние значения трех независимых опытов и стандартные ошибки их 

среднего арифметического.
Результаты и их обсуждение. Анализ продуктивности спирулины после 7 сут выращивания 

на стандартной среде Заррука (контроль) и на среде Заррука с заменой 25, 50, 65 и 75 % NaHCO3 
на NaOH показал, что модификация среды культивирования не влияет на продуктивность водо-
росли (рис. 1).

При этом содержание хлорофилла а и каротиноидов в биомассе спирулины во всех опытных 
вариантах достоверно не отличалось от контроля (рис. 2). В частности, содержание хлорофилла а 
при замене 25, 50, 65 и 75 % NaHCO3 на NaOH в среде выращивания составило 104, 97, 102 и 103 % 
соответственно по отношению к контролю. Отличия от контроля по суммарному количеству 
каротиноидов составили –7, +2, –1 и +4 % при замене 25, 50, 65 и 75 % NaHCO3 на NaOH. Уровни 
отдельных каротиноидов (виолаксантина, лютеина и β-каротина), зарегистрированные в опыт-
ных вариантах, практически не отличались от контроля (табл. 3).

Изучено содержание уникального для сине-зеленых водорослей фотосинтетического пигмента – 
фикоцианина, который является одним из наиболее сильных на сегодняшний день антиоксидан-
тов, при частичной замене NaHCO3 на NaOH в стандартной питательной среде Заррука [15].

Т а б л и ц а  2.  Коэффициенты для расчета 
содержания хлорофилла и каротиноидов

T a b l e  2.  Coefficients for calculation 
of chlorophyll and carotenoid contents

Пигмент Коэффициент

Виолаксантин 44·10–9

Лютеин 45·10–9

Хлорофилл a 189·10–9

β-каротин 88·10–9
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Рис. 1. Продуктивность спирулины при частичной 
замене NaHCO3 на NaOH в среде культивирования

Fig. 1. Spirulina productivity in case of partial 
substitution of NaHCO3 for NaOH in culture medium

Рис. 2. Содержание хлорофилла а и каротиноидов 
в биомассе спирулины при частичной замене NaHCO3 

на NaOH в среде культивирования
Fig. 2. Chlorophyll and carotenoid contents in spirulina 

biomass in case of partial substitution of NaHCO3 for NaOH 
in culture medium

Т а б л и ц а  3.  Содержание каротиноидов (мг/г сухой массы) в биомассе спирулины 
при частичной замене NaHCO3 на NaOH в среде культивирования

T a b l e  3.  Carotenoid contents (mg/g dry mass) in spirulina biomass in case of partial substitution 
of NaHCO3 for NaOH in culture medium

Вариант опыта Виолаксантин Лютеин β-каротин

Контроль 0,06 ± 0,02 0,76 ± 0,06 3,77 ± 0,42
25 % NaOH 0,07 ± 0,01 0,79 ± ,010 3,40 ± 0,42
50 % NaOH 0,09 ± 0,02 0,88 ± 0,13 3,70 ± 0,22
65 % NaOH 0,07 ± 0,01 0,82 ± 0,06 3,66 ± 0,14
75 % NaOH 0,07 ± 0,02 0,82 ± 0,04 3,88 ± 0,07

Показано, что при замене 25, 50, 65 и 75 % NaHCO3 на NaOH в питательной среде содержание 
фикоцианина в биомассе спирулины снижалось на 12, 5, 16 и 34 % соответственно по сравнению 
с контролем (рис. 3). 

Точный механизм влияния модифицированной питательной среды, в которой NaHCO3 заме-
нен на NaOH, на содержание фикоцианина в биомассе водоросли остается неясным. Фикоцианин – 
это пигмент-белковый комплекс, который состоит из хромофора (фикобилина – линейного тетра-

пиррола) и водорастворимого белка. Известно, 
что линейные тетрапирролы синтезируются в во-
дорослях в результате окислительного разры-
ва замкнутого порфиринового кольца гема [16], 
в основе которого лежит протопорфирин IX – 
общий предшественник гема и хлорофилла. 
Тот факт, что замена NaHCO3 на NaOH в среде 
культивирования приводит к снижению уров-
ня фикоцианина и при этом не влияет на коли-
чество хлорофилла а, позволяет сделать вывод 
о том, что в таких условиях происходит нару-
шение биосинтеза фикоцианина на этапах, сле-
дующих за образованием гема. Не исключено 
также влияние модификации питательной сре- 
ды на синтез белка, участвующего в образова-
нии фикоцианина. 

Заключение. Таким образом, выращивание 
культуры в течение 7 сут на среде с заменой 

Рис. 3. Содержание фикоцианина в биомассе спирулины 
при частичной замене NaHCO3 на NaOH в среде выращи-

вания

Fig. 3. Phycocyanin contents in spirulina biomass in case 
of partial substitution of NaHCO3 for NaOH in culture medium
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25, 50, 65 и 75 % NaHCO3 (4,2; 5,88; 8,4 и 12,6 г/л) на NaOH (0,05; 0,10; 0,13 и 0,15 г/л соответственно) 
в питательной среде не приводит к изменению продуктивности водоросли по сравнению с исполь-
зованием стандартной питательной среды Заррука (контроль), содержащей 16,8 г/л NaHCO3. По-
казано, что в таких условиях  содержание фотосинтетических пигментов – хлорофилла а и ка- 
ротиноидов (виолаксантина, лютеина и β-каротина) в биомассе спирулины остается на уровне 
контроля. Установлено, что культивирование водоросли в модифицированной питательной сре-
де приводит к снижению количества дополнительного фотосинтетического пигмента фикоциа-
нина, являющегося сильным антиоксидантом. При замене 65–75 % NaHCO3 на NaOH уменьше-
ние уровня фикоцианина достигало 16 и 34 % соответственно относительно контроля. Необхо-
димо отметить, что стоимость NaHCO3, используемой для приготовления 1 л питательной среды 
при культивировании спирулины, превышает стоимость требуемой для этих целей NaOH в 50 раз. 
Следовательно, любая частичная замена NaHCO3 на NaOH позволит существенно снизить затра-
ты на получение биомассы водоросли. Такая модифицированная среда может быть использована 
для получения биомассы спирулины в случаях, когда показателем ее качества служит содержа-
ние каротиноидов или хлорофилла а. Например, питательная среда с частичной заменой NaHCO3 
на NaOH может быть использована для получения биомассы спирулины как сырья для фарма-
цевтической промышленности, когда биомасса водоросли выступает как источник хлорофилла а 
(другие пигменты рассматриваются как примесь), из которого затем получают хлорин е6 – действу-
ющее вещество препарата фотодинамического действия, применяемого для лечения заболеваний 
глаз и некоторых онкологических заболеваний. 
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Аннотация. Изучено влияние сочетанного воздействия на эритроциты человека полученных из лизоцима ами-
лоидных фибрилл и ацетата свинца. Установлено, что комплексное воздействие этих двух компонентов на эритроциты 
приводит к снижению активности мембраносвязанных ферментов ацетилхолинэстеразы и NADH-метгемоглобин- 
редуктазы, изменению микровязкости липидного бислоя мембран и усилению везикуляции эритроцитов. Полученные 
результаты свидетельствуют о более значительной модификации структурно-функционального состояния мембран 
эритроцитов при совместном воздействии амилоидных фибрилл и ионов свинца на эритроциты человека по сравне-
нию с контролем.
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Abstract. The effect of the combination of amyloid fibrils and lead acetate derived from lysozyme on human erythrocytes 
was studied. It was established that the complex effect of these two components on erythrocytes leads to a decrease in the activity 
of membrane-bound enzymes of acetylcholinesterase and NADH-methemoglobinreductase, a change in the microviscosity 
of the lipid bilayer of membranes, and an increase in the vesiculation of erythrocytes. The results indicate a more significant 
modification of the structural and functional state of erythrocyte membranes under the combined action of amyloid fibrils 
and lead ions on human erythrocytes compared with the control.
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Введение. Известно, что многие заболевания человека, в частности болезни Альцгеймера 
и Паркинсона, сахарный диабет второго типа (инсулиннезависимый) и др. [1], связаны со струк-
турными дефектами белков и отложением нерастворимых белковых фибрилл (амилоидов) в раз-
личных органах и тканях. Большинство белков, ассоциированных с развитием таких патологи-
ческих состояний, способны образовывать фибриллярные агрегаты in vitro [2, 3]. 

Считается, что одним из ключевых факторов развития болезни Альцгеймера являются ами-
лоидные отложения (экспериментально подтверждено участие ионов металлов в этом процессе). 
В исследованиях, проведенных in vivo на Macaca mulatta, показано, что у животных, которые 
в раннем возрасте получали обогащенную свинцом пищу, в старости образуются скопления бета-
амилоидного белка в тканях головного мозга [4]. На основании этого авторы пришли к выводу 
о том, что воздействие свинца в раннем возрасте является эпигенетическим фактором риска раз-
вития нейродегенеративных заболеваний в будущем из-за его влияния на уровень экспрессии 
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генов и кодируемых ими белков. Установлено, что в лабораторных условиях ионы определенных 
металлов влияют на структуру и темпы роста фибрилл амилоидогенных белков [5]. Так, Cu2+, 
Fe3+ и Co3+ способствуют образованию вторичной структуры α-синуклеина и значительно уско-
ряют образование фибрилл [3]. Исследования in vitro показали, что ионы металла могут высту-
пать посредником при взаимодействии между амилоидными белками и мембранами [5].

Имеются данные о том, что в нейронных бляшках пациентов с болезнью Альцгеймера ска-
пливаются Al3+, Cu2+, Fe3+, Zn2+ [5–7]. В связи с этим предполагается, что ионы металлов могут 
влиять на агрегацию и токсичность амилоидогенных белков [7]. 

Учитывая, что амилоидные структуры являются цитотоксичными [1–3], а механизмы кле-
точной токсичности амилоидных фибрилл остаются до сих пор не ясными, целью нашей работы 
являлось выявление особенностей модификации мембранотропной активности амилоидов иона-
ми тяжелых металлов.

Материалы и методы исследования. Эритроциты отделяли от плазмы путем центрифуги-
рования крови при 2000 g в течение 5 мин, а затем трижды отмывали в 155 мМ растворе NaCl. 
Эритроцитарные мембраны (тени эритроцитов) выделяли по методу Доджа с сотр. [8]. 

Амилоидные структуры были получены из растворенного в 10 мМ НCl (рН 2,0) лизоцима 
куриного яйца (Fluka) по методу, приведенному в работе [9], при 65 °С в течение 7 сут при по-
стоянном перемешивании. Образование амилоидных структур отслеживали с помощью специ-
фического зонда тиофлавина Т, интенсивность флуоресценции которого определяли ежедневно. 

Активность ацетилхолинэстеразы (АХЭ) определяли спектрофотометрически по методу 
Эллмана [10]. О везикуляции эритроцитов при их метаболическом истощении судили также 
по активности АХЭ в микровезикулах, находящихся в супернатантах после центрифугирования 
суспензии эритроцитов. Определение активности мембраносвязанной метгемоглобинредуктазы 
(NADH-цитохром b редуктазы, диафоразы) проводили по скорости окисления NADH [11]. 

Оценку состояния липидного бислоя мембран эритроцитов осуществляли по параметрам 
флуоресценции липофильных зондов – 1-(4-триметиламмоний-фенил)-6-фенил-1,3,5-гексатриена 
р-толуенсульфоната (ТМА-ДФГ) и 6-додеканол-2-диметиламинонафталена (лаурдана), встроенных 
в мембраны эритроцитов [12, 13]. Показатели зондовой флуоресценции мембран эритроцитов 
определяли на люминесцентном спектрофотометре СМ2203 («Солар», Беларусь), спектрофото-
метрические измерения  проводили на спектрофотометре Specord M-40 (Германия).

В работе использовали следующие реактивы: 1-(4-триметиламмоний-фенил)-6-фенил-1,3,5-
гексатриен р-толуенсульфоната (ТМА-ДФГ), 2,2-динитро-5,5-дитиобензойную кислоту (ДTНБ), 
ацетилхолинобромид, лизоцим куриного яйца фирмы Sigma (США); лаурдан фирмы Carl Roth 
(Германия); Pb(CH3СОО)2, NaCl, NaH2PO4, Na2HPO4, NaHCO3, NADH, K3Fe(CN)6 фирмы «Реахим» 
(Россия). 

Приведены средние значения 6–12 независимых экспериментов. Для анализа полученных ре-
зультатов использовали метод вариационной статистики и параметрический критерий Стьюден-
та [14]. Статистически значимыми считали значения р менее 0,05. Данные представлены в виде 
среднего значения ± стандартное отклонение. 

Результаты и их обсуждение. Плазматические мембраны играют огромную роль как в струк-
турной организации, так и в функционировании клеток, участвуя в осуществлении большинства 
жизненно важных функций. Мембрана эритроцитов человека чутко реагирует на внутренние 
и внешние сигналы и служит посредником в передаче регуляторных сигналов между клеткой 
и внешней средой, обеспечивая выполнение основной функции эритроцитов [15]. Одним из фер-
ментов, характеризующих структурно-функциональное состояние мембран эритроцитов, является 
мембраносвязанная АХЭ. Поскольку функциональные свойства АХЭ напрямую зависят от струк-
турного состояния мембраны, показатель уровня ее активности используют в качестве структур-
ного маркера для оценки различного рода модификаций мембранных компонентов под влиянием 
физико-химических факторов [16, 17].

Ранее нами показано, что в эритроцитах человека, подвергшихся воздействию амилоидных 
фибрилл, происходит увеличение активности мембраносвязанной АХЭ (максимальной скорости 
реакции Vмакс) по сравнению с таковой в клетках, обработанных лизоцимом, что свидетельствует 



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2017. № 4. C. 13–20 15

об изменении структурно-функционального состояния мембран эритроцитов после предвари-
тельного воздействия на клетки амилоидных фибрилл [18]. 

В литературе отсутствуют сведения о сочетанном влиянии амилоидных структур и ионов тя-
желых металлов на активность мембраносвязанных ферментов. Поэтому нами изучено влияние 
белковых олигомеров, полученных из лизоцима, и ацетата свинца на активность АХЭ и метге-
моглобинредуктазы. 

На рис. 1, а представлены кривые зависимости Лайнуивера–Берка для мембран, выделенных 
из нативных эритроцитов (кривая 1), а также эритроцитов, обработанных амилоидными струк-
турами (кривая 2), 5 мкМ ацетата свинца (кривая 3) и совместно амилоидными структурами 
и 5 мкМ ацетата свинца (кривая 4). Обнаружено, что предварительная инкубация эритроцитов 
человека с 5 мкМ ацетата свинца и белковыми олигомерами в течение 3 ч при 37 °С вызывает 
изменение параметров активности АХЭ в полученных из них мембранах. Так, наблюдалось зна-
чительное снижение среднего значения Vмакс по сравнению с аналогичным показателем в мем-
бранах, полученных из клеток, предварительно проинкубированных 3 ч только с амилоидными 
структурами и 5 мкМ ацетата свинца (рис. 1, b).

Известно, что, присутствуя в клетке, свинец снижает цитозольную концентрацию ATФ. При 
воздействии в течение 24 ч ионов свинца на эритроциты in vitro провоцируется энергетическое 
истощение последних, что также приводит к сокращению продолжительности жизни и в итоге – 
к эриптозу [19]. При свинцовом отравлении также снижается количество NADH и NADP. Кроме 
того, в зрелых эритроцитах ионы свинца снижают активность 5′-нуклеотидазы [20]. 

В эритроцитах процессам метгемоглобинообразования противостоит система ферментов – 
метгемоглобинредуктаз, которые восстанавливают метгемоглобин до гемоглобина. Дисбаланс 
в антиоксидантной системе эритроцитов приводит к снижению активности метгемоглобинре-
дуктазы, что может вызывать усиление накопления метгемоглобина внутри мембран, образова-
ния телец Гейнца и приводить к гемолизу [21]. 

Ранее нами показано, что активность NADH-метгемоглобинредуктазы в мембранах, изоли-
рованных из эритроцитов, проинкубированных в течение 3 ч с 2–10 мкМ ацетата свинца, прак-
тически не изменялась по сравнению с нормой [22]. Кроме того, по результатам экспериментов, 
проведенных на эритроцитах человека, подверженных влиянию амилоидных структур in vitro, 
не выявлено изменения концентрации мембраносвязанного метгемоглобина [23].

Рис. 1. Кривые зависимости Лайнуивера–Берка для ацетилхолинэстеразы (а) и среднее значение активности ацетил-
холинэстеразы (Vмакс) в мембранах, полученных из эритроцитов человека, обработанных амилоидными структурами 
и ацетатом свинца (b): 1 – контроль (мембраны, выделенные из интактных эритроцитов); 2 – мембраны, выделенные 
из эритроцитов, подвергшихся воздействию амилоидных структур в течение 3 ч; 3 – мембраны, выделенные из эритро-
цитов, подвергшихся инкубации в течение 3 ч в среде, содержащей 5 мкМ ацетата свинца; 4 – мембраны, выделенные 
из эритроцитов, подвергшихся инкубации с полученными из лизоцима амилоидными структурами и 5 мкМ ацетата 

свинца в течение 3 ч
Fig. 1. Relations Lineweaver–Burk for acetyl cholinesterase (a) and mean observation activity of acetyl cholinesterase (Vmax) 
in membranes taken from human erythrocytes treated with amyloid structures and lead acetate (b): 1 – control (membranes 
isolated from intact erythrocytes); 2 – membranes isolated from erythrocytes exposed by amyloid structures for 3 h; 3 – 
membranes isolated from erythrocytes exposed by 5 µM of lead acetate for 3 h; 4 – membranes isolated from erythrocytes 

exposed by amyloid structures from lysozyme and 5 µM of lead acetate for 3 h
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Установлено, что предварительная инкубация эритроцитов человека с 5 мкМ ацетата свинца 
и амилоидными фибриллами в течение 3 ч при 37 °С, а также предварительная инкубация эритроцитов 
с 5 мкМ ацетата свинца в течение того же времени снижала активность мембраносвязанной метгемо-
глобинредуктазы по сравнению с таковой у эритроцитов, обработанных только амилоидами (рис. 2).

Полученные результаты позволяют заключить, что воздействие амилоидных фибрилл в соче-
тании с субгемолитическими концентрациями ионов свинца на эритроциты человека in vitro на-
рушает структурно-функциональное состояние их мембран, что отражается в снижении актив-
ности мембраносвязанных ферментов.

Известно, что в условиях метаболического истощения от мембраны эритроцитов отделяются 
содержащие белок полосы 3 бесспектриновые везикулы, о количестве которых можно судить по ак-
тивности АХЭ в супернатантах, полученных после осаждения клеток [24]. В зависимости от 
природы действующего на эритроциты агента скорость отделения от клеток мембранного мате-
риала, размер, форма и химический состав везикул сильно варьируются. Везикуляцию можно 
рассматривать как следствие изменения физико-химического состояния мембранных белков, вы-
званного в первую очередь окислением тиоловых групп белков свинцом и, возможно, изменением 
взаимодействия окисленного гемоглобина с мембраной.  

Ранее нами показано, что выдерживание эритроцитов в безглюкозной среде, содержащей ацетат 
свинца в субгемолитических концентрациях, приводит к повышению скорости отделения от кле-
ток микровезикул по сравнению с контролем [22]. Кроме того, установлено, что после 48-часово-
го выдерживания клеток в безглюкозной среде уровень везикуляции эритроцитов, подвергших-
ся воздействию полученных из лизоцима амилоидных структур, на 25–30 % выше по сравнению 
с его уровнем у эритроцитов, предварительно проинкубированных с раствором лизоцима [25]. 

Как видно из рис. 3, предварительная инкубация эритроцитов человека в течение 48 ч в при-
сутствии амилоидных фибрилл и ацетата свинца (5 мкМ) ускоряет везикуляцию эритроцитов 
по сравнению с таковой у эритроцитов, подвергшихся воздействию только амилоидов или ацета-
та свинца, что указывает на наличие различий в скорости отделения от мембран микровезикул 
при сочетанном воздействии субгемолитических концентраций ацетата свинца и амилоидов. 

Рис. 2. Активность мембраносвязанной NADH-метгемоглобинредуктазы (А, %) в эритроцитах, обработанных ами-
лоидными структурами и ацетатом свинца: 1 – контроль (мембраны, выделенные из интактных эритроцитов); 2 –
мембраны, выделенные из эритроцитов, подвергшихся воздействию амилоидных структур в течение 3 ч; 3 – мембраны, 
выделенные из эритроцитов, подвергшихся инкубации в течение 3 ч в среде, содержащей 5 мкМ ацетата свинца; 4 –
мембраны, выделенные из эритроцитов, подвергшихся инкубации в течение 3 ч в среде, содержащей амилоидные 
структуры и 5 мкМ ацетата свинца. За 100 % принято среднее значение активности фермента в интактных эритроцитах
Fig. 2. Activity of membrane bond NADH-methemoglobin reductase (А, %) in erythrocytes exposed by amyloid structures 
and lead acetate: 1 – control (membranes isolated from intact erythrocytes); 2 – membranes isolated from erythrocytes 
exposed by amyloids structures for 3 h; 3 – membranes isolated from erythrocytes exposed by 5 µM of lead acetate for 3 h; 
4 – membranes isolated from erythrocytes exposed by amyloids structures and 5 µM of lead acetate for 3 h.  100 % is mean 

observation of enzyme activity in intact erythrocytes
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Известно, что физико-химическое состояние компонентов клеточных мембран и происходя-
щие в них процессы часто играют важную роль в формировании ответа клетки на действие токси-
ческого агента. Имеющиеся в литературе данные о действии свинца на клетки свидетельствуют 
о том, что клеточная мембрана является одной из главных мишеней повреждающего действия 
свинца и других тяжелых металлов [15, 22, 26].

Ранее нами установлено, что полученные из лизоцима амилоидные структуры вызывают 
изменение параметров флуоресценции липидных зондов – генерализованную поляризацию 

Рис. 3. Зависимость активности АХЭ (А, отн. ед.) в супернатантах, полученных после осаждения проинкубирован-
ных в различных средах эритроцитов, от времени выдерживания их в безглюкозной среде: 1 – 10 %-ная суспензия 
эритроцитов предварительно выдержана в 0,155 М растворе NaCl + 10 мМ Nа-фосфатного буфера, рН 7,4 (контроль); 
2 – 10 %-ная суспензия эритроцитов предварительно выдержана 3 ч в 0,155 М растворе NaCl + 10 мМ Nа-фосфатного 
буфера, рН 7,4, содержащем амилоидные структуры из лизоцима, затем отмыта и повторно суспензирована в этом 
же буфере; 3 – 10 %-ная суспензия эритроцитов предварительно выдержана 3 ч в 0,155 М NaCl + 10 мМ Nа-фосфатного 
буфера, рН 7,4, содержащем 5 мкМ ацетата свинца, затем эритроциты отмыты и повторно суспензированы в этом же 
буфере; 4 – 10 %-ная суспензия эритроцитов предварительно выдержана 3 ч в 0,155 М NaCl + 10 мМ Nа-фосфатного 
буфера, рН 7,4, содержащем белковые олигомеры и 5 мкМ ацетата свинца, затем эритроциты отмыты и повторно 

суспензированы в этом же буфере

Fig. 3. Relationship of activity ACHE (A, r. u.) from time of incubation in medium without glucose in supernatants, which was 
taken after precipitation of erythrocytes previously, incubated in different solutions:  1 – 10 %-suspension of erythrocytes 
preliminary exposed by 0.155 M NaCl solution + 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.4 for 3 h (control); 2 – 10 %-suspension 
of erythrocytes exposed by 0.155 M NaCl solution + 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.4 containing amyloid structures 
from lysozyme for 3 h, after washed and again resuspended in these buffer; 3 – 10 %-suspension of erythrocytes exposed 
by 0.155 M NaCl solution + 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.4 containing 5 µM lead acetate for 3 h, after washed and again 
resuspended in these buffer; 4 – 10 %-suspension of erythrocytes exposed by 0.155 M NaCl solution + 10 mM sodium 
phosphate buffer pH 7.4 containing amyloid structures from lysozyme and 5 µM lead acetate for 3 h, after washed and again 

resuspended in these buffer

Флуоресцентные параметры ТМА-ДФГ и лаурдана, включенных в изолированные из эритроцитов мембраны, 
после инкубации их с амилоидными фибриллами и ионами свинца в течение 3 ч при 37 °С

Parameters of fluorescence TMA-DPH and laurdan incorporated into erythrocyte membranes isolated 
after incubation with amyloid fibrils and lead ions for 3 h under 37 °С

Серия экспериментов 
(среда инкубации эритроцитов)

ТМА-ДФГ Лаурдан

р GP, отн. ед.

Контроль (мембраны выделены из интактных эритроцитов) 0,42 ± 0,02 0,33 ± 0,007
Мембраны выделены из эритроцитов, подвергшихся инкубации с амилоидными 
структурами в течение 3 ч 0,46 ± 0,03 0,35 ± 0,009

Мембраны выделены из эритроцитов, подвергшихся инкубации с 5 мкм ацетата 
свинца в течение 3 ч 0,4 ± 0,04 0,34 ± 0,01

Мембраны выделены из эритроцитов, подвергшихся воздействию амилоидных 
структур и 5 мкм ацетата свинца в течение 3 ч 0,32 ± 0,03* 0,27 ± 0,008*

П р и м е ч а н и е.  * ‒ достоверность различий (p < 0,05) по сравнению с контролем.
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флуоресценции лаурдана и поляризацию ТМА-ДФГ, встроенных в изолированные мембраны эри-
троцитов, по сравнению с таковыми в мембранах клеток, предварительно проинкубированных 
с раствором лизоцима [27, 28].

Обнаружено, что предварительная инкубация эритроцитов человека с амилоидными струк-
турами и субгемолитическими концентрациями ацетата свинца (5 мкМ) в течение 3 ч при 37 °С 
вызывает достоверное снижение поляризации флуоресценции ТМА-ДФГ и генерализованной 
поляризации флуоресценции лаурдана, встроенных в мембраны эритроцитов, по сравнению с та-
ковой в клетках, обработанных только амилоидными структурами или ацетатом свинца в тех же 
условиях (см. таблицу).

Заключение. Полученные результаты позволяют заключить, что по сравнению с действием 
отдельно амилоидов или ионов тяжелых металлов сочетанное воздействие ионов свинца и амилоид-
ных структур на эритроциты человека in vitro усиливает модификацию физического состояния ли-
пидного бислоя  мембран, а также их структурно-функционального состояния, проявляющегося 
в изменении активности мембраносвязанных ферментов – ацетилхолинэстеразы и метгемоглобин-
редуктазы, в повышении количества отделившегося от эритроцитов части мембранного мате- 
риала. Аналогичные процессы могут происходить и in vivo при патологических состояниях, свя- 
занных с образованием амилоидных белков, и в случаях повышения концентрации ионов свин- 
ца в организме.
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ВЛИЯНИЕ 5-АМИНОЛЕВУЛИНОВОЙ КИСЛОТЫ 
НА ПРОДУКТИВНОСТЬ И ПИГМЕНТНЫЙ СОСТАВ 

ВОДОРОСЛИ HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS 

Аннотация. Изучено влияние экзогенной 5-аминолевулиновой кислоты (АЛК) на продуктивность водоросли 
Haematococcus pluvialis, оцениваемой по таким показателям, как сухой вес, количество и размер клеток, а также со-
держание белка и фотосинтетических пигментов. Выращивание водоросли на среде Рудика с добавлением экзоген-
ной АЛК стимулировало накопление сухой биомассы гематококка в период активного роста водоросли по сравне-
нию как с контрольной культурой, выращиваемой без АЛК, так и с исходной. За 2 сут инкубации гематококка с АЛК 
в концентрации 10 мг/л сухая биомасса выросла в среднем на 31 % по отношению к таковой в исходной культуре и на 17 % 
по сравнению с контролем. В вариантах с использованием АЛК отмечено дозозависимое повышение содержания 
клеток водоросли в среднем на 26 % и уменьшение их диаметра на 15 % по сравнению с этими показателями в конт- 
рольной культуре. В 7-суточной культуре во всех вариантах опыта при добавлении АЛК повышалось содержание 
фотосинтетических пигментов и белка. Так, при расчете на 1 г сухого вещества содержание хлорофиллов а, b 
и β-каротина при использовании всех концентраций АЛК превысило контрольные значения в среднем на 37, 37 и 58 %, 
а ксантофиллов – неоксантина, виолаксантина и лютеина – на 31, 30 и 47 % соответственно. При этом содержание 
белка возросло в среднем на 20–73 %. После 12 сут инкубации эффективность действия АЛК снижалась при сохра-
нении отмеченной выше тенденции. При обсуждении результататов учитывалось влияние экзогенной АЛК на син-
тез эндогенных цитокининов и стимуляцию последними роста и развития клеток водоросли, а также на формирова-
ние пигментного аппарата фотосинтеза.

Ключевые слова: Haematococcus pluvialis, 5-аминолевулиновая кислота, сухой вес, количество и размер кле-
ток, белок, фотосинтетические пигменты
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AND PIGMENT COMPOSITION OF ALGAE HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS 

Abstract. Influence of exogenous 5-aminolevulinic acid (ALA) on the algae Haematococcus pluvialis productivity – dry 
weight, number and size of cells as well as proteins and photosynthetic pigment content has been studied. Growing of algae 
cells in Rudic’s medium with supplementation of ALA (0.5; 5; 10; 20 and 30 mg/l) stimulated accumulation of cell dry weight 
during active algae growth as compared with control cells as well as with initial algae culture. So, for two days of algae 
incubation with ALA 10 mg/l the dry weight increased by an average of 31 % in relation to initial culture and by 17 % 
in relation to control. A dose-dependent increase in content of cell number by an average of 26 % and decrease of cell diameter 
by 15 % was registered in “ALA” variants as compared with these characteristics in control. After 7 days of incubation 
with ALA content of the photosynthetic pigments and proteins increased. So, content of chlorophylls a, b and β-carotene per g 
of dry matter exceeded the control values by 37, 37 and 58 %, respectively. For xanthophylls such as neoxanthin, violaxanthin 
and lutein – by 31, 30 and 47 %, respectively. While the protein content on average increased by 20–73 %. After 12 days 
of incubation, the effectiveness of ALA decreased while maintaining the above trend. The results are discussed from the position 
of using exogenous ALA in the synthesis of endogenous cytokinins that stimulated the growth and development of algal cells, 
as well as the formation of the pigmentary apparatus of photosynthesis.
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Введение. Микроводоросль Haematococcus pluvialis (H. pluvialis) является одним из наиболее 
перспективных натуральных источников кетокаротиноида астаксантина (β,β-каротин-3,3ʹ-дигидро- 
4,4ʹ-диона) – красного пигмента, широко используемого в сельском хозяйстве, пищевой, фарма-
кологической промышленности, а также в косметологии благодаря его чрезвычайно высокой 
антиоксидантной активности, которая в определенных условиях значительно превышает тако-
вую β-каротина и витамина Е [1, 2]. В клетках H. pluvialis содержание астаксантина составляет 
от 2 до 5 % от сухой массы водоросли [3, 4]. Химически синтезированный искусственный астак-
сантин, представляющий смесь из трех стереоизомеров, отличается от натурального структурно 
и обладает гораздо меньшей биоактивностью, чем натуральный пигмент [5–7]. Значительно возрос-
ший в последние годы интерес к H. pluvialis связан с его промышленным производством, поиском 
способов увеличения общей продуктивности и выхода астаксантина, а также с желанием по-
знать природу механизмов, контролирующих эти процессы. 

В нормальных условиях клетки гематококка имеют зеленую окраску и достаточно подвиж-
ны. Однако при попадании в неблагоприятные, стрессовые условия они прекращают рост, превра-
щаясь в неподвижные цисты, и начинают накапливать астаксантин для защиты от внутриклеточ-
ного окислительного потенциала, повышение которого обусловлено индуцированным стрессом. 
При этом клетки водоросли приобретают насыщенный красный цвет. 

Один из методов повышения выхода астаксантина является сначала максимальное увеличе-
ние скорости роста культуры водоросли с целью достижения ее высокой продуктивности, а за-
тем создание условий для перехода клеток к состоянию покоя и накоплению астаксантина [8].

В литературе описано использование физиологически активных соединений, таких как ци-
токинины, ауксины, брассиностероиды, с целью увеличения продуктивности H. pluvialis [9–11]. 
Ранее нами было показано, что экзогенная 5-аминолевулиновая кислота (АЛК) – предшественник 
всех циклических (хлорофиллов (Хл), гемов, корриноидов) и линейных (билинов, фикобилинов) 
тетрапирролов, которые играют центральную роль в метаболизме растительных, животных и бак-
териальных организмов, – проявляет свойства регулятора роста растений и антистрессора [12–
14]. Кроме того, установлено, что в основе росторегулирующих и защитных свойств АЛК лежит 
ее способность индуцировать накопление эндогенных цитокининов [15], пролина [16], стабили-
зировать белковый метаболизм [14], усиливать ассимиляцию неорганического азота путем стиму-
ляции экспрессии гена нитратредуктазы [17], а также увеличивать активность защитных фермен-
тов [14]. Положительное действие АЛК оказывает и на водоросли. Так, добавление 3 мМ АЛК 
в культуральную среду для выращивания клеток Spirulina platensis стимулировало синтез Хл 
и фикоцианина, усиливало рост клеток водоросли и увеличивало их фотосинтетическую актив-
ность [18]. Имеется единственная публикация [19], в которой описывалось положительное воз-
действие экзогенной АЛК (0,3 мг/л) на рост водоросли H. pluvialis, а кроме того, отмечалось, что 
АЛК ограничивает накопление астаксантина в клетках водоросли. 

Цель данной работы – теоретическое и практическое обоснование возможности применения 
экзогенной 5-аминолевулиновой кислоты при выращивании водоросли H. pluvialis с целью по-
вышения ее продуктивности, оцениваемой по таким показателям, как сухой вес, количество и раз-
мер клеток, содержание белка, фотосинтетических пигментов – Хл а, b и каротиноидов.

Объекты и методы исследования. Объектом исследований служила альгологически чистая 
культура одноклеточной зеленой жгутиковой водоросли H. pluvialis, штамм IBCE H-17, из коллек-
ции водорослей Института биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси [20]. Клетки ге- 
матококка, эллипсовидные или удлиненно-яйцевидные, с гладкой оболочкой и двумя жгути- 
ками, стерильно пересевали на чашки Петри с агаризованной питательной средой ВВМ [21], со-
став которой приведен в табл. 1. Чашки выносили на свет и подращивали культуру гематококка 
в течение 5–7 сут при температуре 23 ± 2 °С. После этого клетки водоросли смывали с чашек 
стерильной средой Рудика [22] (табл. 1) в стерильные стеклянные колбы объемом 250–300 мл, 
где с целью накопления их выращивали в режиме 14 ч света – 10 ч темноты при температу- 
ре в световом периоде 23 ± 2 °С, используя люминесцентные лампы Philips TD-36/765 с осве- 
щенностью 2000 лк. 
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В процессе выращивания водоросли культуру гематококка барботировали (продували воз-
духом) с помощью компрессора ACO-9903 для аквариумов HAILEA, подающего воздух со ско-
ростью до 4,2 л/мин. Через 4 сут выращивания суспензию гематококка, находящуюся на стадии 
активного роста и содержащую около 80 % подвижных клеток, использовали в экспериментах 
(суспензия А). На этой стадии в суспензию водорослей с оптической плотностью (ОП) 0,3–0,4 
(при длине волны 560 нм) добавляли АЛК таким образом, чтобы ее конечная концентрация 
в суспензии составляла 0,5; 5; 10; 20 и 30 мг/л. В этих условиях водоросль культивировали в тече-
ние 12 сут. В отдельных опытах культуру клеток выращивали в накопительном режиме в жидкой 
среде в течение 1 мес. Периодически клетки осаждали, помещали в свежую питательную среду Ру- 
дика и через 4 сут суспензию, содержащую около 80 % подвижных клеток, доводили до ОП 0,3–0,4 
(при длине волны 560 нм) и использовали в эксперименте, как описано выше (суспензия Б). 
Перспективность использования среды Рудика для интенсивного культивирования гематококка 
показана в работе [23].

Количество клеток в культуре водоросли оценивали при помощи камеры Горяева [24] и по-
строения калибровочной кривой. Для построения последней измеряли ОП суспензии клеток ге-
матококка при длине волны 560 нм, предварительно определив количество клеток. Количество 
клеток определяли по формуле

y = –8,4∙104 + 101∙104x,

где y – количество клеток гематококка в 1 мл суспензии; x – ОП суспензии клеток гематококка 
при длине волны 560 нм.

После проведения предварительной калибровки определяли диаметр клеток гематококка с по-
мощью микроскопа Nikon Eclipse TS100 с камерой Nikon DS-Fi2, используя программное обеспе-
чение NIS-Elements Advanced Solutions v.4.40 (Nikon, Япония). 

Продуктивность H. pluvialis определяли по изменению сухой биомассы, которую оценивали 
по поглощению и светорассеянию суспензий водоросли в красной и инфракрасной областях 
спектра при длине волны 680 и 750 нм на спектрофотометре Solar PB-2201 (Беларусь). Поглощение 
при 680 нм соответствует максимуму поглощения Хл, а поглощение при 750 нм определяется 
в основном светорассеянием на клетках гематококка. Для количественного расчета сухой массы 
H. pluvialis использовали формулу, описанную Tomohisa Katsuda с соавт. в работе [25]:

Сухой вес (мг/мл) = (3,04((ОП750 − ОП680)/ОП680) + 1,40)ОП680.

Для определения белка промытую и осажденную путем центрифугирования сырую биомассу 
H. pluvialis (20–100 мг) заливали 0,2 мл 1 М NaOH и экстрагировали белок в течение 10 мин 
на шейкере при 80 °С и 500 об/мин. Экстракт разбавляли 1,8 мл дистиллированной воды и центри-
фугировали при 4 °С 30 мин при ускорении 12 000 g на центрифуге Sigma 1-15K (Sigma Laborzentrifugen, 

Т а б л и ц а  1.  Составы питательной среды ВВМ [21] и среды Рудика [22]

T a b l e  1.  Compositions of the BBM nutrient medium [21] and the Rudic’s medium [22]

Среда ВВМ Среда Рудика

Макроэлементы Микроэлементы, мг/л Макроэлементы, г/л Микроэлементы, мг/л

NaNO3, г/л 0,25 H3BO3 2,86 NaNO3 0,3 H3BO3 0,3
KH2PO4, г/л 0,175 MnCl2⋅ 4H2O 1,81 K2HPO4 0,08 MnSO4⋅ H2O 1,5
K2HPO4, г/л 0,075 ZnSO4⋅ 7H2O 0,222 KH2PO4 0,02 ZnSO4⋅ 7H2O 0,1
MgSO4⋅ 7H2O, г/л 0,075 MoO3 0,017 MgSO4⋅ 7H2O 0,01 (NH4)6Mo7O24⋅ 9Н2O 0,3
CaCl2⋅ 2H2O, г/л 0,025 NH4VO3 0,023 CaCl2⋅ 2H2O 0,0585 CuSO4⋅ 5H2O 0,08
NaCl, г/л 0,025 ЭДТА 0,0075 Co(NO3)2⋅ 6H2O 0,26
FeSO4, г/л 0,005 NaCl 0,02 FeCl3⋅ 6H2O 17,0
ЭДТА, г/л 0,05
Агар, % 1,7 
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Германия). Экстракцию, разбавление и центрифугирование повторяли еще 2 раза. Экстракты объеди-
няли, отбирали 10 мкл для определения количества белка по методу Бредфорд [30]. Контролем 
служили 10 мкл экстракта, к которому приливали реактив Бредфорд без Кумасси G-250. Из пока-
зателя ОП опытной пробы вычитали значение поглощения контрольной пробы (при длине волны 
595 нм) и по калибровочной кривой определяли количество белка (в мкг) в 1 мл суспензии [30].

Для определения качественного и количественного состава фотосинтетических пигментов 
в клетках водоросли использовали метод высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). 
Содержание Хл и каротиноидов в образцах оценивали с помощью хроматографа высокого давле-
ния Shimadzu Prominence LC 20 (Япония) с хроматографической колонкой Nucleodur C18 Gravity 
(тип С18, размер частиц 3 мкм, длина 15 см) фирмы Macherey-Nagel (Германия). В основу метода 
выделения, разделения и идентификации пигментов были положены методики, описанные в ра-
ботах [26–29]. Экстракцию фотосинтетических пигментов из клеток H. pluvialis осуществляли 
с помощью щелочного ацетона (100 % ацетона + 0,4 % водного NH3 в соотношении 9:1). Экстракт 
центрифугировали 5 мин при 17 000 g на центрифуге Heraeus Pico 17 (Thermo Fisher Scientific Inc., 
США), супернатант переносили в мерные пробирки, а осадок промывали щелочным ацетоном. 
Процедуру отмывки повторяли до полного извлечения пигментов. Для разделения экстрагиро-
ванных пигментов в колонке использовали растворы А (90 % ацетонитрила, 9,9 % Н2О, 0,1 % три-
этиламина) и В (100 % этилацетата) по программе (табл. 2) с потоком 0,5 мл/мин. Пигменты ре-
гистрировали спектрофотометрическим детектором с диодной матрицей Shimadzu SPD-M20A 
(Япония) в диапазоне 200–800 нм. Для визуализации профиля хроматограммы выделяли спектр 
поглощения при 440 нм. Для количественного определения пигментов использовали площади 
пиков хроматограммы. Содержание пигментов рассчитывали по формуле

Спигм = S440FпигмV/Vинъекцm, 

где Спигм – содержание пигмента, мкг/г сухой массы; S440 – площадь пика поглощения при 440 нм; 
Fпигм – фактор (коэффициент) для расчета, полученный с помощью стандартов разделяемых ве-
ществ; V – объем супернатанта; Vинъекц – объем инъекции; m – масса навески, г.

Т а б л и ц а  2.  Программа изменения концентрации растворителей для разделения 
фотосинтетических пигментов на хроматографической колонке Nucleodur C18 Gravity 

(тип С18, размер частиц 3 мкм, длина 15 см)

T a b l e  2.  The program for changing of the concentration of solvents for separation of photosynthetic pigments 
on a Nucleodur C18 Gravity chromatographic column (type C18, particle size 3 μm, length 15 cm)

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

0,01 0,5 100 0 Линейный градиент
15,00 0,5 0 100 Изократический режим
18,00 0,5 0 100 Линейный градиент
19,00 0,5 100 0 Изократический режим
25,00 0,5 100 0 Остановка

В ходе обработки экспериментальных данных вычисляли среднее, стандартное отклонение сред-
него, достоверность различий между вариантами определяли с учетом коэффициента Стьюдента 
для принятого уровня значимости (р = 0,05) и данного числа степеней свободы. Представлены 
данные 8 опытов в двукратной биологической повторности. Для статистической обработки экспе-
риментальных данных использовали пакеты программ Excel 2010, SigmaPlot 12.0 и статистиче-
ские методы, принятые в области биологических исследований [31].

Результаты и их обсуждение. Прежде всего было изучено влияние экзогенной АЛК на со-
держание клеток H. pluvialis, их диаметр и сухой вес в отдельные периоды 12-суточного культи-
вирования водоросли. Количественная оценка содержания клеток водоросли, выращиваемых 
в течение 5–7 сут (с учетом разных вариантов), приведена в табл. 3. Подсчет клеток в контроль-
ной культуре и выращиваемой на среде с добавлением АЛК показал значительное увеличение 
их содержания в вариантах с применением АЛК. Так, при выращивании водоросли с использо-
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ванием АЛК (0,5; 5; 10; 20 и 30 мг/л) их количество в 1 мл суспензии возрастало на 12; 33; 11–30; 
37 и 31 % соответственно по сравнению с контролем (табл. 3). При этом размер клеток в вариан-
тах с применением АЛК существенно уменьшался, составляя в среднем 85 % от контроля (рис. 1). 
В опыте № 2 (см. табл. 3) с использованием 5 мг/л АЛК к 5-м суткам инкубации отмечено сниже-
ние содержания клеток в обоих вариантах в среднем на 15 %. Но и в этом случае количество 
клеток в варианте с применением АЛК оказалось на 33 % выше, чем в контрольной культуре. 
При этом диаметр клеток в среднем составил 89 % от такового в контрольной культуре. 

Т а б л и ц а  3.  Влияние АЛК (0,5; 5; 10; 20 и 30 мг/л) на количество клеток в 1 мл суспензии водоросли, 
выращиваемой в течение 5–7 сут, а также на диаметр клеток

T a b l e  3.  Effect of ALA (0,5, 5, 10, 20 and 30 mg/l) on the number of cells in 1 ml of the algae suspension grown 
for 5–7 days, as well as the diameter of the cells

Вариант опыта
К-во клеток Диаметр клеток

тыс/мл  % мкм  %

Опыт 1 (7 сут инкубации)
Контроль
АЛК, мг/л:

0,5
10
20
30

108

121
140
148
142

100

112
130
137
131

19,66

19,73
16,63
16,63
17,36

100

100
85
85
88

Опыт 2 (5 сут инкубации)
Контроль
АЛК 5 мг/л

72
96

100
133

21,32
19,10

100
89

Опыт 3 (5 сут инкубации)
Контроль
АЛК 10 мг/л

300
334

100
111

19,50
15,70

100
80

П р и м е ч а н и е.  Показатели в контроле приняты за 100 %. Представлены результаты трех опытов.

Через сутки после начала культивирования с АЛК (0,5; 5 и 10 мг/л) клеток гематококка, взя-
тых из культуры, выращиваемой в жидкой среде в накопительном режиме (суспензия Б), наблю-
дали возрастание сухой биомассы в 1 мл суспензии водоросли как в контрольном (112 %), так 
и в опытных вариантах (122, 128 и 132 % соответственно) по отношению к показателям в исход-
ной культуре, принятыми за 100 % (рис. 2). На рис. 2 отчетливо видна зависящая от концентра-
ции АЛК стимуляция накопления сухой биомассы водоросли по сравнению с контролем. Ана- 
логичная картина наблюдалась и через 2 сут инкубации – 111 % для контроля и 108, 131 и 127 % 
для вариантов с применением 0,5; 5,0 и 10 мг/л АЛК соответственно (рис. 2). На 5-е сутки инку-

Рис. 1. Клетки водоросли H. pluvialis в контрольной (a) и опытной (b, АЛК 20 мг/л) культурах, выращиваемых 
в течение 7 сут на среде Рудика

Fig. 1. Cells of H. pluvialis algae in control (a) and experimental (b, ALA 20 mg/l) cultures grown for 7 days 
on Rudic’s medium



26 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2017, no. 4, pp. 21–32 

бации наблюдали снижение сухой биомассы водоросли при всех вариантах АЛК, так что эти по-
казатели оказывались на уровне контроля (117 % от сухой биомассы исходной культуры) и состав-
ляли 114, 112 и 114 % для соответствующих вариантов АЛК. Таким образом, за 2 сут инкубации 
культуры клеток с 10 мг/л экзогенной АЛК сухая биомасса клеток водоросли выросла в среднем 
на 31 % по отношению к исходной культуре и на 17 % по сравнению с контролем. 

В ряде опытов с использованием суспензии А, полученной после смыва клеток с чашек 
Петри, наряду с концентрациями 0,5 и 10 мг/л АЛК использовали также концентрации 20 и 30 
мг/л и более длительный период инкубации культуры (вплоть до 12 сут). Анализ содержания 
сухого вещества в 7-суточной культуре показал снижение сухого веса как в контроле, так и в ва-
риантах с применением АЛК, составляя в среднем в контроле 83, а в вариантах с использовани-
ем АЛК в концентрациях 0,5; 10; 20 и 30 мг/л – 78, 80, 76 и 83 % соответственно по сравнению с 
величиной сухого веса в исходной культуре до инкубации, принятой за 100 %.

В течение последующих 5 сут инкубации (12-суточная культура) сухой вес возрастал при 
применении всех вариантов, превышая сухую биомассу исходной культуры (рис. 3). Из рис. 3 
видно, что экзогенная АЛК стимулировала процесс накопления сухого вещества и способство-
вала увеличению сухого веса клеток водоросли к 12-м суткам инкубации по сравнению как с конт- 
рольной, так и с исходной культурой. Для контрольной культуры превышение над сухим весом 
исходной культуры составило 116 %, для вариантов с добавлением 0,5; 10; 20 и 30 мг/л АЛК – 
130, 105, 128 и 121 % соответственно.

Далее было изучено влияние экзогенной АЛК на содержание белка и фотосинтетических 
пигментов в клетках гематококка. Добавление в питательную среду АЛК эффективно сказалось 
на содержании общего белка. При использовании 0,5; 10; 20 и 30 мг/л АЛК содержание белка 
в расчете на 1 г сухого вещества через 7 сут культивирования клеток водоросли возрастало в сред-
нем на 20, 24, 42 и 73 % соответственно по сравнению с контролем (рис. 4, a). Через 12 сут куль-
тивирования положительное действие АЛК несколько снижалось при сохранении отмеченной 
выше тенденции (рис. 4, b). 

Под действием экзогенной АЛК возросло и содержание фотосинтетических пигментов – Хл 
и каротиноидов. Так, при расчете на 1 мл суспензии клеток содержание Хл а, b и β-каротина воз-
росло на 8, 5 и 12 % по сравнению с 7-суточным контролем в случае использования 0,5 мг/л АЛК. 
При добавлении 10 мг/л АЛК эти величины составили 18, 17 и 18 %. При выращивании в среде 

Рис. 2. Изменение сухого веса клеток водоросли H. pluvialis в контрольной и опытных культурах, выращиваемых 
в течение 1, 2, 5 сут на среде Рудика с добавлением АЛК (0,5; 10; 20 и 30 мг/л). Линия на рисунке показывает содер-

жание сухого вещества в исходной культуре

Fig. 2. Change in dry weight of H. pluvialis algae cells in control and experimental cultures grown for 1, 2, 5 days in Rudic’s 
medium supplemented with ALA (0,5, 10, 20 and 30 mg/l). The line in the figure shows the dry matter content of the initial culture
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с добавлением 20 мг/л АЛК содержание Хл а, b и β-каротина по сравнению с контролем возросло 
в среднем на 21, 21 и 15 %, а при добавлении 30 мг/л АЛК – на 30, 34 и 36 % соответственно. 
Положительный эффект отмечен и для ксантофилловых пигментов. Так, содержание неоксанти-
на, виолаксантина и лютеина по сравнению с 7-суточным контролем составило 105, 95 и 106 % 
при использовании 0,5 мг/л АЛК; 104, 102 и 117 % при добавлении 10 мг/л АЛК; 84, 79 и 115 
при использовании 20 мг/л АЛК и 112, 107 и 134 % при добавлении 30 мг/л экзогенной АЛК.

Наиболее впечатляющие результаты получены при расчете содержания пигментов на едини-
цу сухого веса вещества (данные представлены на рис. 5, a, b). В частности, содержание Хл а, b 
и β-каротина при добавлении 0,5 мг/л АЛК составило 120, 115 и 133 % от показателей 7-суточного 
контроля, при добавлении 10 мг/л АЛК – 147, 141 и 160 %. При использовании 20 мг/л АЛК эти 
величины составили 149, 152 и 159 %, а при применении 30 мг/л АЛК – 132, 141 и 182 % соответ-
ственно. Стимуляция накопления ксантофилловых пигментов – неоксантина, виолаксантина 

Рис. 3. Изменение сухого веса клеток водоросли H. pluvialis при культивировании в течение 7 и 12 сут на среде 
Рудика с добавлением разных концентраций АЛК либо без ее добавления (К). За 100 % принят сухой вес в исходной 

культуре

Fig. 3. Change in dry weight of H. pluvialis algae cells during cultivation for 7 and 12 days in Rudic’s medium with addition 
of different concentrations of ALA, or without its additives (K). Dry weight in the initial culture is presented as 100 %

Рис. 4. Влияние экзогенной АЛК (0,5–30 мг/л) на содержание общего белка в клетках водоросли H. pluvialis, выращи-
ваемой в течение 7 (a) и 12 (b) cут. Линии на рисунках показывают содержание белка в контрольной культуре

Fig. 4. Effect of exogenous ALA (0,5–30 mg/l) on the total protein content in H. pluvialis algae cells grown for 7 (a) and 12 (b) 
days. The lines in the figures show the protein content in the control cultures
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и лютеина – составила 11, 24 и 21 % при добавлении 0,5 мг/л АЛК; 32, 32 и 51 % при примене- 
нии 10 мг/л АЛК; 38, 32 и 58 % при использовании 20 мг/л АЛК и 43, 32 и 59 % при добавлении 
30 мг/л АЛК. 

Заключение. Таким образом, выращивание водоросли на среде Рудика с добавлением экзо-
генной АЛК стимулировало накопление сухой биомассы гематококка в период активного роста 
водоросли, что приводило к превышению содержания сухого вещества по сравнению с таковым 
как в контрольной, так и в исходной культуре. АЛК как регулятор роста хорошо зарекомендовал 
себя в опытах на высших растениях [32–34]. Ранее нами было показано, что в основе росторегу-
лирующих свойств АЛК лежит ее способность индуцировать накопление эндогенных цитоки-
нинов – зеатина и его производных [15]. Содержание веществ с цитокининовой активностью 
было отмечено в клетках водоросли Chlorella и в 7 штаммах Chlorophyta [35–38]. Наряду с этим 
выращивание хлореллы в условиях избыточного накопления эндогенной АЛК (инкубация на ле-
вулиновой кислоте) увеличивало цитокининовую активность культуральной среды, содержащей 
экскретируемые клетками водоросли метаболиты, а также экстрактов клеток хлореллы в био- 
тестах на цитокинины по сравнению с контрольной культурой без добавления левулиновой 
кислоты [37]. Наблюдаемое нами повышение продуктивности гематококка при использовании 
экзогенной АЛК позволяет предположить, что результатом ее положительного действия может 
являться повышение уровня эндогенных цитокининов в клетках гематококка. Полученные резуль-
таты показывают, что увеличение содержания клеток гематококка при добавлении АЛК разной 
концентрации может быть связано со стимуляцией клеточного деления избыточными количествами 
цитокининов, одной из основных функций которых является индукция клеточного деления [39, 40].

Значительное повышение содержания фотосинтетических пигментов – Хл и каротиноидов 
в клетках гематококка при выращивании в присутствии экзогенной АЛК может быть результа-
том влияния экзогенного субстрата на процессы синтеза дополнительного количества пигмен-
тов. Наряду с этим одним из ярких проявлений биологической активности цитокининов являет-
ся контроль биогенеза хлоропластов путем стимуляции формирования внутренней структуры 
хлоропластов, повышения фотосинтетической активности и активации синтеза фотосинтети- 
ческих пигментов – Хл и каротиноидов. Не исключено, что этот механизм может вносить вклад 
и в стимуляцию образования фотосинтетических пигментов в клетках гематококка, наблюдаемую 
в присутствии экзогенной АЛК.

Добавление экзогенной АЛК способствовало также увеличению содержания белка (от 20 до 73 %) 
в расчете на 1 г сухого вещества водоросли после 7 сут культивирования. Ранее нами показано, 

Рис. 5. Влияние экзогенной АЛК (0,5–30 мг/л) на содержание Хл (a) и каротиноидов (b) в клетках водоросли 
H. pluvialis, выращиваемой в течение 7 сут. За 100 % принято содержание пигментов в контрольной культуре, выра-

щиваемой без добавления АЛК

Fig. 5. Effect of exogenous ALA (0.5–30 mg/l) on the content of chlorophyll (a) and carotenoids (b) in cells of H. pluvialis 
algae grown for 7 days. Content of pigments in the control cultures grown without ALA is presented as 100 %
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что в условиях усиления роста растений, обработанных экзогенной АЛК, наблюдаются актива-
ция экспрессии гена нитратредуктазы – ключевого фермента ассимиляции неорганического азо-
та, повышение активности фермента, его содержания, а также возрастание содержания белка 
в таких растениях [17]. Выявленная нами активация белкового метаболизма в клетках гемато-
кокка может быть результатом усиления ассимиляции неорганического азота в присутствии 
экзогенной АЛК и его превращения в органическую форму, в частности в белковые амино- 
кислоты.
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МОРФОМЕТРИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ ДЕВЯТИИГЛОЙ КОЛЮШКИ 
PUNGITIUS PUNGITIUS (LINNAEUS, 1758) ИЗ ВОДОЕМОВ 

БАССЕЙНА ЧЕРНОГО МОРЯ 

Аннотация. Аборигенный для водоемов бассейна Балтийского моря циркумполярный вид рыб – колюшка девяти-
иглая Pungitius pungitius (Linnaeus, 1758) – проник в водоемы бассейна Черного моря, натурализовался и в последние 
годы широко распространился на территории Беларуси в бассейне р. Припять. В работе впервые приводится описа-
ние морфометрических параметров девятииглой колюшки из водоемов бассейна р. Припять (в пределах Беларуси) – 
новом для вида морском бассейне (бассейн Черного моря). Показано, что девятииглая колюшка из рек Кречет и Тур  
представлена особями без костных пластин по бокам тела. При этом разброс значений меристических признаков де-
вятииглой колюшки для бассейна р. Припять в целом не выходит за пределы колебаний признаков для вида в ареале 
и составляет:  D1 8–11, D2 8–12, A 7–11, P 9–11, vert. 29–34, sp. br. 7–13. Представленные в статье материалы являются 
первым описанием морфометрических параметров девятииглой колюшки не только в новых условиях обитания 
(в водоемах бассейна Черного моря), но и в целом для водоемов Беларуси.

Ключевые слова: колюшка девятииглая, бассейн р. Припять, меристические признаки, пластические признаки
Для цитирования: Ризевский, В. К. Морфометрические параметры девятииглой колюшки Pungitius pungitius 
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MORPHOMETRIC PARAMETERS OF NINESPINE STICKLEBACK 
PUNGITIUS PUNGITIUS (LINNAEUS, 1758) FROM BLACK SEA BASIN RESERVOIRS

Abstract. Native for the water bodies of the Baltic Sea basin, the circumpolar fish species – the ninespine stickleback 
Pungitius pungitius (Linnaeus, 1758) – penetrated into the Black Sea basin’s water bodies on the territory of Belarus, was natu-
ralized and in recent years is widely distributed in the Pripyat River basin. The morphometric characteristics of the ninespine 
stickleback from the Pripyat River basin’s water bodies (a new sea basin for this species – Black Sea basin) are given for the first 
time in present paper. It is shown that individuals of the ninespine stickleback from the Krechet River and Tur River don’t have 
bone plates on the each side of the body. However, variation in the meristic features obtained for the ninespine stickleback 
coincide with values in the range and make up: D1 8–11, D2 8–12, A 7–11, P 9–11, vert. 29–34, sp. br. 7–13. The materials presented 
in this article are the first description of the morphometric characteristics of the ninespine stickleback not only in new habitats 
(water bodies of the Black Sea basin – the Pripyat River basin), but also for the water bodies of Belarus in general.

Keywords: Ninespine stickleback, Pripyat River basin, meristic characters, plastic characters
For citation: Rizevsky V. K. Morphometric parameters of ninespine stickleback Pungitius pungitius (Linnaeus, 1758) 

from Black sea basin reservoirs. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnych navuk = Proceedings 
of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2017, no. 4, pp. 33‒39 (in Russian).

Введение. Девятииглая колюшка Pungitius pungitius (Linnaeus, 1758) – циркумполярный вид 
северных морей. В Европе вид отмечен в бассейнах Северного, Балтийского, Норвежского, Ба-
ренцева и Белого морей. Встречается в континентальных и островных пресноводных водоемах 
и частично в морских прибрежных водах [1]. Начиная с 1980-х годов этот вид регистрируется 
в бассейне Каспийского моря (от Верхней Волги до Средней Волги и ее притоков) [2–5]. 

В бассейне Черного моря единственный экземпляр девятииглой колюшки был описан В. И. Гра-
циановым [6] в бассейне р. Припять на территории Беларуси в 1905 г. Автор отмечал: «Вероятно, 
здесь мы имеем случай перекочевывания вида из одного бассейна в другой через систему соеди-
нительных каналов, очевидно, распространившись далеко по Неману и Щаре, вид этот проник 
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через Огинский канал в бассейн Припяти. Нахождение ее только в одном месте и лишь в одном 
экземпляре не дает возможности заключить, насколько укоренилось такое распространение вида». 

Других упоминаний об обитании девятииглой колюшки в бассейне Черного моря до 1980-х годов 
в научной литературе не имеется. Исследователи фауны рыб р. Днепр на территории Украины 
отмечают наличие в бассейне данного водотока другого представителя рода Pungitius – колюшки 
малой южной Pungitius platygaster (Kessler, 1859) [7–12].

В 1985 г. сотрудниками лаборатории ихтиологии Института зоологии (в настоящее время 
ГНПО «НПЦ НАН Беларуси по биоресурсам») девятииглая колюшка в большом количестве была 
отловлена в р. Ясельда (левый приток верхнего участка р. Припять). Тогда же было отмечено, что 
девятииглая колюшка довольно многочисленна в каналах мелиоративной системы «Верховье 
Ясельды» и в водохранилище Селец (бассейн р. Ясельда). В 1998 г. данный вид был выявлен уже 
на нижнем участке р. Припять возле г. Мозырь [13].

В 2010 г. девятииглая колюшка помимо р. Ясельда и ряда впадающих в нее мелиоративных 
каналов была отмечена в р. Кречет (правый приток р. Ясельда), а также в р. Тур (правый приток 
р. Припять) [14–16]. 

Таким образом, следует считать, что в Беларуси аборигенный для водоемов бассейна Балтий-
ского моря циркумполярный вид рыб – колюшка девятииглая – проник в водоемы бассейна Чер-
ного моря, натурализовался и в последние годы широко распространился в бассейне р. Припять. 

Цель работы – описание морфометрических параметров девятииглой колюшки из водных 
объектов бассейна Черного моря и выявление их особенностей в новых условиях обитания. 

Материалы и методы исследования. Лов рыб был осуществлен в реках Кречет (река в Бе-
резовском р-не Брестской обл., правый приток р. Ясельда, бассейн р. Припять) и Тур (река в Мо-
зырском р-не Гомельской обл., правый приток р. Припять). Отлов рыб осуществляли на глуби- 
не 0,2–1,2 м сачком с ячеей 8 мм, высотой рамы 60 см, шириной 55 см, имеющим плоское осно- 
вание. Особей фиксировали сразу после отлова в 4 %-ном изотоническом растворе формалина 
(100 мл формальдегида, 900 мл воды и 7 г NaCl).

Для определения массы рыбу взвешивали на весах с точностью до 0,01 г. Возраст определяли 
по жаберным крышкам. Всего у 63 половозрелых самок примерно одинаковой длины исследова-
но по 9 меристических признаков и по 21 пластическому. 

Для определения морф колюшек произведен подсчет костных пластинок, идущих вдоль тела 
по бокам (пластинки считали с левой стороны тела, отдельно на киле (ll caud.) и на теле (ll)), 
спинных колючек (D1), ветвистых лучей в спинном (D2), анальном (A), грудном (P) и хвостовом (C) 
плавниках, а также жаберных тычинок на первой жаберной дуге (sp. br.) и позвонков (vert.).

По пластическим характеристикам исследовано 17 признаков длины тела без С и 4 признака 
длины головы (в %): H – наибольшая высота тела; h – наименьшая высота тела; aD1 – расстояние 
антедорсальное; dp – расстояние постдорсальное; aV – расстояние антевентральное; aA – расстояние 
антеанальное; PV – расстояние между грудным плавником и брюшной колючкой; VA – расстоя-
ние между брюшной колючкой и анальным плавником; lp – длина хвостового стебля; lD – длина 
основания спинного плавника; hD – высота спинного плавника; lA – длина основания анального 
плавника; hA – высота анального плавника; lP – длина грудного плавника; lV – длина брюшной ко-
лючки; lC – длина хвостового плавника; ao – длина головы; qm – высота головы у затылка; ag – 
длина рыла; gn – диаметр глаза; no – заглазничное расстояние.

Для математической обработки материала использовали пакеты программ Statistica и Exсel.
Данные по морфометрии девятииглой колюшки из рек Кречет и Тур собраны и обработаны 

А. В. Турчиным (за что автор выражает ему искреннюю благодарность). Кроме того, проанали-
зированы архивные материалы лаборатории ихтиологии «НПЦ НАН Беларуси по биоресурсам» 
по девятииглой колюшке из р. Ясельда сборов 1985 г. и ряд литературных материалов по колюш-
ке из водоемов в пределах ареала [1, 17].

Результаты и их обсуждение. Первые данные по морфометрическим показателям девяти- 
иглой колюшки в водотоках бассейна Черного моря были получены сотрудниками лаборатории 
ихтиологии Института зоологии (ныне «НПЦ НАН Беларуси по биоресурсам») в 1985 г. по ко-
люшке из р. Ясельда (приток р. Припять, бассейн Черного моря). К сожалению, имеющиеся мате-
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риалы характеризуют только меристические признаки, данные по пластическим показателям 
отсутствуют. 

По нашим данным, отловленные из р. Ясельда колюшки характеризовались следующими при-
знаками: костные пластины по боку тела отсутствуют, в киле 4–8 (5,97 ± 0,18) пластин, позвон-
ков 30–34 (31,97 ± 0,21), в спинном плавнике 8–11 (9,60 ± 0,12) колючек и 9–12 (10,30 ± 0,14) вет- 
вистых лучей, в анальном плавнике 8–10 (9,17 ± 0,11) ветвистых лучей, в грудных плавниках 
9–11 (10,27 ± 0,10) ветвистых лучей, в хвостовом плавнике 12–13 (12,1 ± 0,05) лучей, тычинок 
на первой жаберной дуге 9–13 (11,17 ± 0,17) (табл. 1). 

Сравнение меристических признаков колюшки из бассейна р. Припять (сборов 1985 г.) с ко-
люшкой из р. Сходня (бассейн р. Волга) показало достоверное различие между ними по трем 
признакам. У рыб из р. Ясельда достоверно меньше количество пластин в киле, позвонков, а также 
ветвистых лучей в анальном плавнике. Рыбы из оз. Рейдовое (Курильские острова) отличаются 
от рыб из р. Ясельда достоверно меньшим количеством тычинок на первой жаберной дуге.

Т а б л и ц а  1.  Меристические признаки девятииглой колюшки из различных водоемов ареала

T a b l e  1.  Мeristic characters of the ninespine stickleback from several water reservoirs in the range

Показатель
р. Ясельда (1) (материалы лаб. ихтиологии) р. Сходня (2) [Зюганов, 1991] оз. Рейдовое (3)  [Зюганов, 1991] tst

lim M ± m lim M ± m lim M ± m 1/2 1/3

ll caud. 4–8 5,97 ± 0,18 8–12 10,0 ± 0,3 – – 11,99 –
ll 0 0 1–4 5,97 ± 0,18 0–4 2,7 ± 1,1 – –
vert. 30–34 31,97 ± 0,21 32–34 33,0 ± 0,1 31–34 32,3 ± 0,9 3,75 0,42
D1 8–11 9,60 ± 0,12 9–10 9,8 ± 0,09 7–11 9,2 ± 0,6 1,20 0,77
D2 9–12 10,30 ± 0,14 10–11 10,7 ± 0,1 10–13 10,8 ± 0, 2,06 0,82
А 8–10 9,17 ± 0,11 9–11 10,0 ± 0,2 7–11 9,6 ± 0,9 3,84 0,57
Р 9–11 10,27 ± 0,10 10 10 ± 0 – – 2,12 –
C 12–13 12,10 ± 0,05 12 12 ± 0 – – 1,60 –
sp. br. 9–13 11,17 ± 0,17 11–13 11,7 ± 0,2 7–10 8,2 ± 1,3 1,96 2,94

В совокупности с полученными нами материалами по колюшке из рек Кречет и Тур разброс 
значений меристических признаков девятииглой колюшки в целом для бассейна р. Припять не-
сколько увеличился и составил: D1 8–11, D2 8–12, A 7–11, P 9–11, vert. 29–34, sp. br. 7–13 (табл. 2), что 
укладывается в пределы колебаний признаков для вида в ареале [1, 17, 18]. 

Т а б л и ц а  2.  Меристические признаки девятииглой колюшки из водоемов бассейна р. Припять
T a b l e  2.  Мeristic characters of the ninespine stickleback from different water reservoirs 

of the Pripyat River basin

Признак р. Ясельда  (1985) р. Кречет (2010) р. Тур  (2010) В целом для бассейна р. Припять

D1 8–11 9–11 9–11 8–11
D2 9–12 8–11 9–11 8–12
A 8–10 8–10 7–11 7–11
P 9–11 9–11 10–11 9–11
С 12–13 8–12 12 8–13
vert. 30–34 29–33 30–32 29–34
ll caud. 4–8 5–9 6–9 4–9
ll 0 0 0 0
sp. br. 9–13 8–11 7–10 7–13

По нашим данным, у девятииглой колюшки из р. Кречет и Тур на киле имеется от 5 до 9 пла-
стин, и, так же как у колюшки из р. Ясельда сборов 1985 г., пластины по боку тела отсутствуют. 
Согласно В. В. Зюганову [1], по количеству и расположению костных пластин у девятииглой ко-
люшки реализовано два фенотипа – 3а (пластины имеются на боку тела и на киле) и 4а (пластины 
только на киле, по боку тела отсутствуют). Автор также указывает, что фенотип 4а известен только 
для популяций колюшки из водоемов Северной Америки (миссисипская форма) и для отдельных 
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экземпляров девятииглой колюшки из оз. Рейдовое на о. Итуруп (Курильские о-ва) (см. табл. 1). 
В наших материалах (табл. 2) колюшка представлена исключительно особями без костных пласти-
нок по боку тела, что свидетельствует о более широком распространении рыб такого фенотипа. 

В то же время в последние годы появились сведения, что в одном и том же водоеме количество 
пластин по боку тела у колюшек с течением времени может как снижаться, так и увеличиваться. 
Выделяют три основных фактора, обусловливающих изменение количества пластин: наличие/
отсутствие хищников, наличие/отсутствие убежищ и концентрация солей кальция в воде [19, 20].

Согласно полученным нами данным, у колюшки девятииглой из водоемов бассейна р. При-
пять антеанальное расстояние составляет 2/3 от длины тела без С (у колюшки из р. Кречет – 
62,85 ± 0,21, у колюшки из р. Тур – 65,03 ± 0,38, что в 2 раза больше антедорсального расстояния 
(1/3 от длины тела) – 30,01 ± 0,18 и 30,15 ± 0,23 соответственно) (табл. 3). 

Длина основания анального плавника достигает около 1/5 части длины тела особей (20,48 ± 0,19 
и 20,07 ± 0,26), что в 2 раза больше его высоты (10,01 ± 0,11 и 9,97 ± 0,23), составляющей примерно 

Т а б л и ц а  3.  Морфометрические признаки девятииглой колюшки (самки) Pungitius pungitius 
из рек Кречет и Тур

T a b l e  3.  Morphometric characters of the ninespine stickleback (females) 
from the Krechet River and Tur River

Показатель
р. Кречет (n = 43) р. Тур (n = 20)

lim M ± m δ lim M ± m δ

Меристические признаки
I D 9,00–11,00 9,84 ± 0,09 0,57 9,00–11,00 9,75 ± 0,12 0,55
II D 8,00–11,00 10,07 ± 0,09 0,59 9,00–11,00 9,95 ± 0,11 0,51
A 8,00–10,00 8,86 ± 0,10 0,68 7,00–11,00 9,05 ± 0,18 0,83
P 9,00–11,00 10,12 ± 0,06 0,39 10,00–11,00 10,05 ± 0,05 0,22
С 8,00–12,00 11,91 ± 0,09 0,61 12,00–12,00 12,00 ± 0,00 0,00
ll 0,00–0,00 0,00 ± 0,00 0,00 0,00–0,00 0,00 ± 0,00 0,00
ll caud. 5,00–9,00 6,56 ± 0,15 0,96 6,00–9,00 7,00 ± 0,19 0,86
vert. 29,00–33,00 31,72 ± 0,12 0,77 30,00–32,00 31,90 ± 0,07 0,31
sp. br. 8,00–11,00 9,60 ± 0,12 0,76 7,00–10,00 9,40 ± 0,18 0,82

Пластические признаки (в % от длины тела без С)
ao 24,56–28,82 26,57 ± 0,14 0,89 25,10–28,41 26,49 ± 0,17 0,75
Н 15,89–21,01 17,80 ± 0,16 1,03 18,51–23,25 21,46 ± 0,29 1,31
h 1,64–2,37 1,98 ± 0,02 0,16 1,70–2,20 1,99 ± 0,03 0,14
aD1 26,98–33,33 30,01 ± 0,18 1,21 28,20–31,48 30,15 ± 0,23 1,04
dp 11,61–17,90 15,13 ± 0,18 1,17 12,93–15,75 14,09 ± 0,17 0,76
aV 36,18–41,04 38,29 ± 0,18 1,21 37,10–41,25 39,10 ± 0,25 1,12
aA 60,32–66,17 62,85 ± 0,21 1,38 62,16–68,07 65,03 ± 0,38 1,70
PV 4,20–6,45 5,09 ± 0,08 0,51 5,95–9,50 7,54 ± 0,22 1,00
VA 22,28–27,16 24,99 ± 0,17 1,11 23,96–29,60 26,40 ± 0,30 1,35
lp 10,11–17,86 15,24 ± 0,19 1,28 12,59–15,43 14,07 ± 0,18 0,82
lD 20,54–25,30 23,03 ± 0,18 1,17 21,70–24,57 22,72 ± 0,18 0,82
hD 8,91–12,06 10,23 ± 0,11 0,73 8,09–10,96 9,81 ± 0,15 0,65
lA 17,46–22,42 20,48 ± 0,19 1,27 16,75–21,50 20,07 ± 0,26 1,18
hA 8,71–11,44 10,01 ± 0,11 0,72 7,45–11,41 9,97 ± 0,23 1,03
lP 13,33–16,41 14,65 ± 0,12 0,77 12,55–15,66 14,23 ± 0,19 0,86
lV 8,51–14,70 10,93 ± 0,18 1,21 8,20–11,68 10,16 ± 0,18 0,81
IC 11,69–14,82 13,23 ± 0,13 0,83 11,71–15,12 13,28 ± 0,19 0,86

Пластические признаки (в % от длины головы)
qm 55,30–66,19 60,36 ± 0,35 2,29 58,27–68,18 63,43 ± 0,59 2,62
ag 20,00–29,50 24,24 ± 0,28 1,83 19,82–27,27 24,07 ± 0,39 1,76
gn 26,67–31,53 29,00 ± 0,20 1,34 26,56–32,00 29,24 ± 0,27 1,21
no 43,75–50,91 46,40 ± 0,26 1,71 44,88–50,00 47,30 ± 0,32 1,41
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1/10 часть длины тела. Примерно такие же параметры  имеют длина основания и высота спинного 
плавника. Длина брюшного плавника, как и спинного анального, также примерно составляет 
1/10 длины тела (10,93 ± 0,18 и 10,16 ± 0,18). Наибольшая высота тела практически в 10 раз больше 
его наименьшей высоты (соответственно 17,80 ± 0,16 и 1,98 ± 0,02 у колюшки из р. Кречет; 
21,46 ± 0,29 и 1,99 ± 0,03 у колюшки из р. Тур).

По нашим данным, длина головы девятииглой колюшки из водоемов бассейна р. Припять со-
ставляет чуть больше 1/4 длины тела без С (26,57 ± 0,14 и 26,49 ± 0,17), длина рыла – 1/4 часть 
длины головы (24,24 ± 0,28 и 24,07 ± 0,39), а заглазничное расстояние в 2 раза больше длины 
рыла (46,40 ± 0,26 и 47,30 ± 0,32).

Необходимо отметить, что до проведения настоящих исследований показатели пластических 
признаков девятииглой колюшки из водоемов Беларуси в научной литературе опубликованы 
не были. Данные, приведенные в монографии П. И. Жукова «Рыбы Белоруссии» [18], касаются 
только отдельных меристических признаков девятииглой колюшки в ареале. Таким образом, пред-
ставленные выше материалы являются первым описанием морфометрических признаков девя-
тииглой колюшки не только в новых условиях обитания (в водоемах бассейна Черного моря – 
бассейне р. Припять), но и в целом для водоемов Беларуси.

Заключение. В результате анализа морфометрических показателей девятииглой колюшки 
из водных объектов бассейна Черного моря (реки Кречет и Тур) и выявления их особенностей 
в новых условиях обитания установлено следующее:

девятииглая колюшка из водоемов бассейна р. Припять (в пределах Беларуси) представлена 
особями без костных пластин по боку тела;

разброс значений меристических признаков девятииглой колюшки для бассейна р. Припять 
в целом не выходит за пределы колебаний признаков для вида в ареале. 
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ВЛИЯНИЕ СПОСОБОВ ИЗОЛИРОВАНИЯ НА ПРИЖИВАЕМОСТЬ И РАЗВИТИЕ 
ПРИВИВОК ДЕКОРАТИВНЫХ ФОРМ ЛИСТВЕННЫХ ДРЕВЕСНЫХ ВИДОВ

Аннотация. На примере трех декоративных форм с различным регенерационным потенциалом изучено влияние 
на приживаемость прививок пяти изолирующих веществ. Установлено, что для декоративных форм с высоким регене-
рационным потенциалом (ива козья ‘Pendula’ и карагана древовидная ‘Lorbergii’) вещество, используемое для изоля-
ции места прививки, не оказывает существенного влияния на приживаемость. В то же время у растений с низким 
регенерационным потенциалом (клен остролистный ‘Globosum’) высокая приживаемость прививок обеспечивается 
путем создания герметичной изоляции места прививки. 

При прививке ивы козьей ‘Pendula’ для изоляции места прививки рекомендуется использовать замазку садовую 
с добавлением Корневина (5,6 мг индолилмасляной кислоты на 1 г смеси), при которой приживаемость достигает 100 %, 
при прививке караганы древовидной ‘Lorbergii’ – парафин медицинский, изоленту ПВХ и смесь озокерита и парафи-
на (2:1 v/v) (приживаемость 90,0 % во всех вариантах), при прививке клена остролистного ‘Globosum’ – парафин ме-
дицинский и смесь озокерита и парафина, обеспечивающих приживаемость на уровне 62,5 и 75,0 % соответственно. 

Ключевые слова: древесные растения, декоративная форма, прививка, изолирующее вещество, приживаемость
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THE INFLUENCE OF ISOLATING MEANS ON THE SURVIVAL 
AND DEVELOPMENT OF DECIDUOUS WOODY PLANTS CULTIVARS GRAFTS

Abstract. Using the example of three decorative forms, with different regenerative potential, the influence of five isolating 
substances on the grafts survival was studied. It has been established that decorative forms with a high regeneration potential 
(Salix caprea ‘Pendula’ and Caragana arborescens ‘Lorbergii’), the substance used to isolate the site of grafting does not have 
a significant effect on survival. At the same time, in plants with a low regeneration potential (Acer platanoides ‘Globosum’), 
the high survival rate of grafts is provided by creating a sealed isolation of the site of grafting.

When grafting Salix caprea ‘Pendula’ to isolate the place of grafting it is recommended to use garden putty with the addition 
of Kornevin (5.6 mg IBA per 1 g of mixture), at which the survival rate reaches 100%; Caragana arborescens ‘Lorbergii’ – 
medical paraffin, PVC insulating tape and a mixture of ozocerite and paraffin (2:1 v/v) (90.0% suvirval at all means), Acer 
platanoides ‘Globosum’ – medical paraffin and a mixture of ozocerite and paraffin that provide survival rate of 62.5% 
and 75.0% respectively.1

Keywords: woody plants, decorative form, grafting, insulating substance, survival
For citation: Torchyk U. I., Kholopuk G. A., Kelko H. F. The influence of isolating means on the survival and development 

of deciduous woody plants cultivars grafts. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnych navuk = 
Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2017, no. 4, pp. 40–44 (in Russian).

Введение. В современном декоративном садоводстве повышенным спросом пользуются при-
витые декоративные формы древесных растений, использование которых  значительно расши- 
ряет возможности ландшафтных дизайнеров при  проектировании и создании объектов садово-
паркового строительства. Прививка садовых форм на штамб позволяет не только получить рас-
тения с необычной формой кроны (шаровидной, зонтичной, плакучей и др.), но часто является 
единственным способом массового размножения декоративных культиваров с низкой способ- 
ностью к адвентивному корнеобразованию.

Общеизвестно, что успешность регенерации тканей при прививке определяется как эндогенны-
ми, так и экзогенными факторами, что в определенной степени позволяет управлять процессом 
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приживаемости компонентов прививки. В частности, можно стимулировать их срастание путем 
воздействия различными видами излучения, импульсным током, теплом [1–4], однако чаще всего 
для этой цели применяются биологически активные вещества [5–7]. Обработка проводится по-
средством замачивания черенков привоя перед прививкой, нанесения их непосредственно на срезы 
подвоя и привоя или введения раствора в зону прививки с помощью шприца [8–10]. В то же вре-
мя это делает процедуру прививки более длительной и сложной, поэтому актуальным является 
экспериментальный подбор эффективных изолирующих материалов, которые стимулируют или 
ускоряют приживаемость компонентов прививки.

Цель настоящей работы – оценка эффективности влияния различных изолирующих материалов 
на приживаемость и развитие прививок некоторых садовых форм лиственных древесных видов.

Объекты и методы исследования. В качестве объектов исследований использовали иву ко-
зью ‘Pendula’ (Salix caprea ‘Pendula’), карагану древовидную ‘Lorbergii’ (Caragana arborescens 
‘Lorbergii’) и клен остролистный ‘Globosum’ (Acer platanoides ‘Globosum’), различающихся реге-
нерационно-восстановительной способностью компонентов прививки.

Подвоем служили саженцы, выращенные в 3-литровых контейнерах. Прививку осуществля-
ли в условиях отапливаемой теплицы, куда опытные растения помещали в середине февраля. 
Привой заготавливали за 2–3 сут до прививки и хранили в полиэтиленовых пакетах в холодиль-
нике. Прививку проводили в период набухания почек (21 марта) у подвоев способом в расщеп. 
Обвязку прививок выполняли полосками эластичной полиэтиленовой ленты. Для изоляции места 
прививки использовали:

1) парафин медицинский, разогретый до жидкого состояния на водяной бане (+65…+67 °С);
2) смесь озокерита и парафина медицинского (2:1 v/v), разогретую до жидкого состояния на во-

дяной бане (+65…+70 °С);
3) замазку садовую, состоящую из петролатума, полиэтилена и масла соснового;
4) замазку садовую с добавлением Корневина (пудра, 5 г/кг индолилмасляной кислоты (ИМК)) 

с концентрацией ИМК в готовой смеси 5,6 мг на 1 г смеси;
5) изоляционную ленту ПВХ.
Нанесение изолирующих веществ осуществляли непосредственно после фиксации привоя 

и подвоя обвязкой. При этом место прививки опускали в разогретый до жидкого состояния пара-
фин или смесь парафина и озокерита. Садовую замазку и ее смесь с Корневином тщательно на-
носили поверх фиксирующей обвязки.

Наблюдения за развитием растений проводили по методике  Совета ботанических садов СССР 
[11]. Фиксировали следующие фенофозы: набухание почек, распускание почек, начало и линейный 
рост побегов. При этом до наступления роста побегов наблюдения проводили ежедневно, а затем 
через 3–4 сут. 

Вынос растений в открытый грунт проводили в III декаде мая при отсутствии угрозы позд-
них весенних заморозков. Приживаемость и годичный прирост побегов у прививок учитывали 
в I декаде октября. 

Для обработки экспериментального материала использовали общепринятые методы описатель-
ной статистики. Достоверность различий между выборками определяли с помощью U-критерия 
Манна–Уитни.

Результаты и их обсуждение. Результаты исследования показали, что на развитие и рост 
прививок значительное влияние оказывают состав изолирующего материала и видовая принад-
лежность декоративной формы (см. рисунок). Наиболее отчетливо это прослеживается на при-
мере ивы козьей ‘Pendula’. Так, при изоляции ее прививок парафином и смесью парафина с озо-
керитом набухание почек привоя отмечалось на 6-е и 7-е сутки соответственно после проведе-
ния прививки, тогда как при применении широко используемой для изоляции прививок садовой 
замазки, садовой замазки с добавлением Корневина и изолирующей ленты  набухание почек на-
ступало на 5–6 сут позже. 

В опыте с караганой древовидной ‘Lorbergii’ более раннее набухание почек (на 4-е сутки по-
сле прививки, т. е. на 2 сут раньше, чем в других вариантах опыта) отмечено в тех случаях, когда 
для изоляции прививок использовали смесь озокерита и парафина. 



42 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2017, no. 4, pp. 40–44 

Феноспектр развития прививок в зависимости от изолирующего материала

Phenospectrum of grafting development depending on the insulating material

Набухание почек у привоев клена остролистного ‘Globosum’ наступало значительно позже, 
чем у ивы и караганы, – лишь на 14-е сутки после прививки. 

Следует также отметить, что от вида использованного изолирующего вещества зависели про-
должительность фазы набухания почек, начало и продолжительность их распускания, а также 
начало роста побегов у прививок (см. рисунок). Например, несмотря на более позднее набухание 
почек у ивы козьей ‘Pendula’, их распускание у ряда растений наступало уже на 2-е сутки при исполь-
зовании замазки садовой и изоленты ПВХ, тогда как при изоляции парафином и смесью изокерита 
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и парафина – на 7–8-е сутки. У прививок караганы древовидной ‘Lorbergii’ распускание почек, 
хотя и с разной степенью интенсивности, также началось одновременно, независимо от исполь-
зованного изолирующего вещества.

Рост побегов как у прививок ивы козьей ‘Pendula’, так и у караганы древовидной ‘Lorbergii’ во всех 
вариантах опыта начался одновременно – на 18-е сутки. Причем при использовании смеси озокери-
та и парафина в фазу роста вступили 100 % прививок, тогда как в других вариантах – от 40 до 80 %.

Приживаемость прививок ивы козьей ‘Pendula’ составила 60–100 %, причем максимальный 
выход привитых растений получен в варианте с использованием для изоляции места прививки 
замазки садовой с добавлением Корневина (см. таблицу). В этом же варианте отмечался и наи-
больший прирост побегов.

Влияние изолирующего материала на прирост побегов и приживаемость прививок 
декоративных форм древесных растений

The influence of insulating material on the growth of shoots and the survival 
of grafts on decorative forms of woody plants

Изолирующий 
материал

Прирост побегов, см Приживаемость прививок, %

Ива козья 
'Pendula'

Карагана древовидная 
'Lorbergii'

Клен остролистный 
'Globosum'

Ива козья 
'Pendula'

Карагана древовидная 
'Lorbergii'

Клен остролистный 
'Globosum'

Парафин 67,2 ± 9,6ab 52,5 ± 1,8a 21,3 ± 5,0a 80,0 ± 20,0 90,0 ± 10,0 75,0 ± 0,0
Смесь озокерита 
и парафина 60,1 ± 4,4b 49,5 ± 3,6ab 12,6 ± 1,3a 60,0 ± 0,0 90,0 ± 10,0 62,5 ± 12,5

Замазка садовая 62,6 ± 6,0b 43,2 ± 2,5b 0 70,0 ± 10,0 60,0 ± 0,0 0
Замазка садовая 
с Корневином 79,0 ± 2,7a 52,7 ± 4,6ab 0 100 ± 0,0 70,0 ± 10,0 0

Изолента ПВХ 73,1 ± 9,4ab 55,1 ± 4,9a 3,5 ± 0,0b 70,0 ± 10,0 90,0 ± 10,0 12,5 ± 12,5

П р и м е ч а н и е.  Средние значения, отмеченные одинаковыми буквами в рамках одной декоративной формы, 
не различаются значимо с вероятностью 95 %.

Максимальная приживаемость прививок караганы древовидной ‘Lorbergii’ получена при исполь-
зовании в качестве изолирующего материала парафина, смеси парафина с озокеритом и изолен-
ты. Средний выход привитых растений достигал 90 %. В этих же вариантах наблюдался и мак-
симальный прирост побегов. При применении замазки садовой, в том числе с добавлением 
Корневина, приживаемость прививок была на 20–30 % ниже.

Рост побегов у привоев клена остролистного ‘Globosum’ при использовании смеси озокерита 
и парафина начался на 21-е сутки, при использовании парафина – на 3 сут позже. В вариантах 
с применением изоленты и замазки садовой с Корневином начало роста побегов у некоторых при-
вивок пришлось лишь на 33-и сутки, и на этом этапе развитие остановилось. При использовании 
замазки садовой наблюдалось лишь набухание почек у ряда привоев. Наиболее интенсивный рост 
побегов отмечался у прививок, для изоляции которых использовался парафин, при этом величи-
на прироста не отличалась значимо от варианта с использованием смеси озокерита и парафина. 

Заключение. Экспериментально установлено, что на приживаемость прививок влияние оказы-
вает вещество, используемое для изоляции места прививки, действие которого зависит от уровня 
регенерационного потенциала компонентов прививки. Для декоративных форм с высоким регене-
рационным потенциалом (ива козья ‘Pendula’ и карагана древовидная ‘Lorbergii’) вещество, исполь-
зуемое для изоляции, не оказывает решающего влияния на приживаемость прививок. В то же вре-
мя у растений с низким регенерационным потенциалом (клен остролистный ‘Globosum’) высокая  
приживаемость прививок обеспечивается путем создания герметичной изоляции места прививки.
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МОНИТОРИНГ СОСТОЯНИЯ КОЛЛЕКЦИЙ 
ЦВЕТОЧНО-ДЕКОРАТИВНЫХ ЛУКОВИЧНЫХ РАСТЕНИЙ

Аннотация. Предложена методика мониторинга состояния коллекций цветочно-декоративных луковичных рас-
тений, в основе которой – балльная система оценки информативных биологических показателей, характеризующих 
состояние растений. В качестве оцениваемых показателей определены 9: зимостойкость растений; повреждаемость 
весенними заморозками; поражение бактериальными или грибными болезнями; поражение вирусной инфекцией; 
заселенность вредителями; сохранение декоративных параметров и репродуктивной способности, свойственных 
данному сорту; общефизиологическое состояние растений; динамика численности сортообразца. Общее состояние 
отдельно взятого сорта коллекции оценивается по совокупности всех показателей и считается «отличным» при сумме 
баллов оцениваемых параметров 85–100 % от максимально возможной суммарной оценки; «хорошим» – при 70–84 %; 
«удовлетворительным» – при 55–69 %. Если сумма баллов оцениваемых параметров менее 50 % от максимально 
возможной суммарной оценки, состояние сорта «критическое».

Результаты оценки сортов используют для мониторинга состояния коллекции в целом. При «отличном» состоянии 
коллекции доля сортов с оценками «удовлетворительное» и «критическое» составляет менее 10 %, при «хорошем» – 
11–20, при «удовлетворительном» – 21–30, при «плохом» – более 30 %.

Приведены результаты апробации методики на примере коллекции расщепленнокорончатых нарциссов.
Ключевые слова: сорта, коллекция, мониторинг, признаки, расщепленнокорончатые нарциссы, Narcissus, 

Amaryllidaceae
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MONITORING OF ORNAMENTAL BULBOUS PLANTS COLLECTIONS

Abstract. The description of monitoring a technique of a condition of flower-decorative collection bulbous plants is given. 
The methodology is based on a scoring system for evaluating information biological indicators that characterize the state of plants. 
As the evaluated indicators, 9 were determined: winter hardiness of plants, damage to spring frosts, plants damage by bacterial 
or fungal diseases, infection with viral infection, pest population, preservation of decorative parameters and reproductive capacity 
inherent in this variety, general physiological state, dynamics of the number of varieties. The general condition of a single 
variety is “estimated” by the totality of all indicators and is considered excellent for the sum of the estimated parameters 
of 85–100 %, of the maximum possible total score; “good” at 70–84 %, “satisfactory” at 55–69 %, “critical” at 50 %.

Results of the assessment of varieties are used to monitor the status of the collection as a whole. With the excellent stats 
of the collection, the proportion of varieties with “satisfactory” and “critical” ratings is less then 10 %, with a “good” 11–20 %, 
with a “satisfactory” 21–30 %, with a “poor” whiter 30 %.

The results of approbation of a technique of monitoring on the example of a collection of split-daffodils are given.
Keywords: cultivars, collection, monitoring, integral features, split-corona daffodils, Narcissus, Amaryllidaceae
For citation: Volodko I. K., Zavadskaya L. V., Kuzmenkova S. M. Monitoring of ornamental bulbous plants collections. 
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Введение. Коллекции живых растений, собираемые ботаническими садами, имеют важное 
научное, познавательное и практическое значение. Они являются резерватом генофонда расти-
тельного мира, отражают его биоразнообразие, служат источником для отбора ценных форм 
и сортов, перспективных для селекции и непосредственного использования.

Растения коллекций постоянно испытывают воздействие разных, часто неблагоприятных фак-
торов внешней среды, которые влияют на процессы их жизнедеятельности и физиологическое 
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состояние. Для обеспечения сохранности коллекционных образцов необходима отлаженная, по-
стоянно действующая система контроля состояния растений, так называемый мониторинг. Мони- 
торинг лесных экосистем, городских зеленых насаждений концептуально отработан и уже реали-
зуется на практике [1–4]. Мониторинг состояния растений в ботанических коллекциях на сегод-
няшний день находится на стадии становления.

Цель данной работы – разработка и апробация методики оценки состояния коллекций цветочно-
декоративных травянистых растений.

Объекты и методы исследования. Исследования по апробации методики проводились в ла-
боратории интродукции и селекции орнаментальных растений ЦБС НАН Беларуси в 2006–2014 гг. 
на разрезнокорончатых сортах коллекции нарциссов (Narcissus × hybridus hort.) [5, 6]. В основу 
методики мониторинга положена балльная система оценки наиболее информативных биологи-
ческих показателей, характеризующих состояние растений [7]. В качестве оцениваемых показа-
телей определены 9: зимостойкость растений; повреждаемость весенними заморозками; пораже-
ние бактериальными или грибными болезнями; поражение вирусной инфекцией; заселенность 
вредителями; сохранение декоративных параметров и репродуктивной способности, свойственных 
данному сорту; общефизиологическое состояние растений; динамика численности сортообразца.

Каждый показатель оценивается по 5-балльной шкале. Для каждого из них вводится коэффи-
циент значимости.

Зимостойкость – важный показатель, определяющий возможность промышленного исполь-
зования многолетних растений. Оценивается визуально в период весеннего отрастания: 5 баллов 
получают сорта без выпадов; 4 балла, если гибель растений сорта доходит до 10 %; 3 балла при по-
терях от 11 до 30 %; 2 балла при гибели от 31 до 50 % растений сорта; 1 балл, если выпало более 
50 %. Коэффициент значимости признака – 1,5.

Степень повреждения растений заморозками определяется спустя несколько дней после того, 
как минует угроза возвращения заморозков. Образцы без видимых повреждений получают 
5 баллов; 4 балла, если частично повреждено до 25 % растений коллекционного образца; 3 балла, 
если число поврежденных растений колеблется от 26 до 50 %; 2 балла при частичном поврежде-
нии 51–75 % растений; 1 балл, если все растения образца подмерзли. Коэффициент значимости 
признака ‒ 1,1.

Поражение бактериальными или грибными болезнями оценивается в полевых условиях или 
в период хранения посадочного материала. Если признаки заболевания у растений отсутствуют, 
то сорт оценивается 5 баллами. При поражении до 10 % растений оценка составляет 4 балла. 
При доле 11–30 и 31–50 % инфицированных растений оценка снижается до 3 и 2 баллов соответ-
ственно. Состояние сорта, при котором поражено более 50 % растений, оценивается 1 баллом. 
Коэффициент значимости признака – 3,0.

Поражение вирусной инфекцией и вредителями оценивается визуально по внешнему виду 
растений в период вегетации. При необходимости подтверждения наличия вирусной инфекции 
проводится тестирование в лабораторных условиях с использованием существующих методик 
диагностики. У ряда культур, в том числе у нарциссов, потери от вредителей учитываются в пе-
риод хранения посадочного материала. Если признаки вирусного заболевания или поражения 
вредителями отсутствуют, состояние растений оценивается 5 баллами. Инфицирование или за-
селение вредителями до 10 % растений снижает оценку до 4 баллов. Увеличение доли растений 
с признаками вирусной инфекции и присутствия вредителей до 30 и 50 % оценивается 3 и 2 балла-
ми соответственно; 1 баллом оценивается состояние образца, более 50 % растений которого имеют 
симптомы болезни или заселены вредителями. Коэффициенты значимости признака поражаемос- 
ти растений вирусной инфекцией – 3,0, вредителями – 2,0.

Оценка сохранения растениями декоративных параметров и репродуктивной способности, 
свойственных тому или иному сорту, осуществляется аналогично и позволяет судить об их 
адаптационных возможностях в местных условиях. Коллекционные образцы, которые полно-
стью сохраняют декоративные и репродуктивные качества, заявленные оригинаторами (норма), 
получают 5 баллов. Сорта, у которых показатели отличаются от оригинальных на 10–20 %, оце-
нивают в 4 балла. Образцы, у которых соответствующие норме декоративные и репродуктивные 
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особенности выявлены лишь у 60–79 % растений, оценивают в 3 балла. При уменьшении доли рас-
тений, соответствующих норме до 40–59 %, оценочный балл снижают до 2. При наличии в образце 
не более 40 % растений, соответствующих эталону, оценка не превышает 1 балла. Коэффициенты 
значимости признаков для декоративных параметров – 1,5, для репродуктивности – 1,3.

Для оценки общефизиологического состояния растений используется биофизический метод 
регистрации переменной флуоресценции, характеризующий фотосинтетическую активность асси-
милирующего аппарата. Фиксируется потенциальный квантовый выход превращения фотохи-
мической энергии в центрах фотосистемы у освещенного образца – Yield (Y) с помощью порта-
тивного флуометра РАМ–2100 (Германия). Оценка проводится путем сравнения средних показа-
телей из выборки в 11 измерений, сделанных в утренние часы (до попадания прямых солнечных 
лучей на растения) или в пасмурную погоду [8, 9]. Максимальные 5 баллов получают сорта, 
у которых Y = 0,70–0,81; 4 балла, если Y = 0,60–0,69; 3 балла в случае, если Y = 0,50–0,59; 2 балла, 
если Y = 0,40–0,49; 1 балл, если Y ˂ 0,40. Коэффициент значимости признака – 2,0.

Динамика численности растений в сорте – важный интегральный показатель его отношения 
к абиотическим и биотическим факторам внешней среды. Соответствие количества растений 
первоначально высаженному оценивается 5 баллами. Снижение числа растений сорта до 75 % оце-
нивают в 4 балла. Если число растений образца уменьшается по сравнению с первоначальным 
количеством до 50–74 и 25–49 % оценки не превышают 3 и 2 баллов соответственно; 1 баллом 
оценивается сорт, представленный единичными экземплярами от первоначального количества. 
Коэффициент значимости признака – 1,0.

Общее состояние отдельно взятого сорта в коллекции оценивается по совокупности всех по-
казателей. Оно считается «отличным», если сумма баллов оцениваемых параметров составляет 
85–100 % от максимально возможной суммарной оценки; «хорошим» – при 70–84 %, «удовлетво-
рительным» – при 55–69 %. При сумме баллов оцениваемых параметров менее 50 % от макси-
мально возможной суммарной оценки состояние сорта считается «критическим».

Результаты оценки сортов используются для мониторинга состояния коллекции в целом. 
При «отличном» состоянии коллекции доля сортов с оценками «удовлетворительное» и «крити-
ческое» занимает в ней менее 10 %. При «хорошем» состоянии коллекции таких сортов в ее составе 
от 11 до 20 %. Состояние коллекции можно считать «удовлетворительным», если число сортов 
с минимальными оценками составляет 21–30 % от ее состава. При «плохом» состоянии коллек-
ции доля сортов с перечисленными выше оценками превышает 30 % коллекционного фонда.

Разработанная методика мониторинга состояния цветочно-декоративных травянистых рас-
тений апробирована на коллекции нарциссов. Объектом изучения служили 67 сортов культуры 
из группы расщепленнокорончатые.

Результаты и их обсуждение. Анализ результатов мониторинга состояния сортов расщеп- 
леннокорончатых нарциссов (см. таблицу) показал, что нарциссы оцениваемой группы при мульчи-
ровании посадок вполне зимостойки, выпадов в зимний период не отмечено ни у одного из сор- 
тов, поэтому все они получили максимально возможный балл – 7,5. Весенние заморозки, ежегод-
но имеющие место в последних числах апреля, не повлияли на декоративные качества растений. 
Все сорта по данному показателю оценены по максимуму (5,5 балла).

При изучении восприимчивости сортов расщепленнокорончатых нарциссов к грибным и бакте-
риальным болезням установлено, что они чаще страдают от бактериальных гнилей. Проведенный 
мониторинг по данному признаку показал, что 25 (37,3 %) сортов из числа изученных устойчивы 
к этому виду инфекции. Их состояние оценено 15 баллами. У 29 (43,2 %) сортообразцов бактериаль-
ными гнилями поражено до 10 % растений, оценка их состояния – 12 баллов. Степень пораже-
ния 13 (17 %) сортов достигла 30 %, оценка их состояния по данному показателю – 9 баллов.

По устойчивости к вирусной инфекции сорта нарциссов распределились следующим образом: 
49 (73,1 %) сортов оказались относительно устойчивыми, пораженных растений среди них не отме-
чено, с учетом значимости признака они получили оценку 15 баллов; 13 сортов расщепленноко-
рончатых нарциссов (19,4 % выборки) получили оценку 12 баллов, так как на листовых пластин-
ках единичных растений каждого сортообразца отмечена штриховатость, указывающая на при-
сутствие вируса; степень поражения растений 4 (6 %) сортов достигла 30 %, поэтому их оценка 
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Результаты мониторинга состояния сортов расщепленнокорончатых нарциссов

Results of monitoring the condition of varieties of split-root daffodils

Сорт

Максимальная оценка признака, балл

Сумма баллов 
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All Round 7,5 5,5 15 15 10 7,5 6,5 8 5 80 97,6 Отличное
Arena 7,5 5,5 9 12 6 7,5 6,5 10 3 67 81,7 Хорошее
Articol 7,5 5,5 15 15 10 7,5 6,5 10 5 82 100 Отличное
Baccarat 7,5 5,5 9 12 8 7,5 6,5 8 5 69 84,1 Хорошее
Belcanto 7,5 5,5 15 15 8 7,5 6,5 10 5 80 97,6 Отличное
Brandaris 7,5 5,5 12 15 8 7,5 6,5 10 5 77 93,9 Отличное
Broadway Star 7,5 5,5 15 15 8 7,5 6,5 10 5 80 97,6 Отличное
Burning Heart 7,5 5,5 12 15 8 7,5 6,5 10 5 77 93,9 Отличное
Canasta 7,5 5,5 15 15 10 7,5 6,5 10 5 82 100 Отличное
Cassata 7,5 5,5 15 15 8 7,5 6,5 10 5 80 97,6 Отличное
Chanterelle 7,5 5,5 15 15 8 7,5 6,5 10 5 80 97,6 Отличное
Chevreuse 7,5 5,5 12 15 8 7,5 6,5 10 5 77 93,9 Отличное
Colblanc 7,5 5,5 12 15 8 7,5 6,5 10 5 77 93,9 Отличное
Colorama 7,5 5,5 9 12 6 7,5 6,5 10 3 67 81,7 Хорошее
Colorange 7,5 5,5 12 12 8 7,5 6,5 10 4 73 89 Отличное
Congress 7,5 5,5 12 15 8 7,5 6,5 10 5 77 93,9 Отличное
Egard 7,5 5,5 15 15 8 7,5 6,5 10 5 80 97,6 Отличное
Elisabeth Bas 7,5 5,5 15 15 8 7,5 6,5 10 5 80 97,6 Отличное
Elyse 7,5 5,5 15 15 8 7,5 6,5 10 5 80 97,6 Отличное
Estella de Mol 7,5 5,5 15 15 8 7,5 6,5 10 5 80 97,6 Отличное
Etincelante 7,5 5,5 12 15 8 7,5 6,5 10 5 77 93,9 Отличное
Firestreak 7,5 5,5 15 15 10 7,5 6,5 10 5 82 100 Отличное
First Lady 7,5 5,5 15 15 10 7,5 6,5 8 5 80 97,6 Отличное
Fresco 7,5 5,5 15 12 10 7,5 6,5 8 5 77 93,9 Отличное
Frileuse 7,5 5,5 12 3 6 7,5 6,5 8 3 59 71,9 Хорошее
Gold Collar 7,5 5,5 9 12 6 7,5 6,5 10 3 67 81,7 Хорошее
Holliday Sun 7.5 5,5 12 15 10 7,5 6,5 10 5 79 96,3 Отличное
Jeanne d’Arc 7,5 5,5 15 15 10 7,5 6,5 10 5 82 100 Отличное
Jester 7,5 5,5 9 12 8 7,5 6,5 10 5 71 86,6 Отличное
Jolly Coeur 7,5 5,5 15 15 10 7,5 6,5 10 5 82 100 Отличное
King Size 7,5 5,5 9 15 6 7,5 6,5 10 2 69 84,1 Хорошее
La Argentina 7,5 5,5 15 15 10 7,5 6,5 10 5 82 100 Отличное
Lemon Beauty 7,5 5,5 12 15 6 7,5 6,5 10 4 74 90,2 Отличное
Love Call 7,5 5,5 12 15 8 7,5 6,5 10 5 77 93,9 Отличное
Marie Jose 7,5 5,5 9 15 6 7,5 6,5 10 3 70 85,4 Отличное
Mistral 7,5 5,5 15 15 8 7,5 6,5 10 5 80 97,6 Отличное
M-m Butterfly 7,5 5,5 15 15 10 7,5 6,5 10 5 82 100 Отличное
Modesta 7,5 5,5 9 9 6 7,5 6,5 10 4 65 79,3 Хорошее
Molls Hobby 7,5 5,5 9 15 8 7,5 6,5 10 4 73 89 Отличное
Mondial 7,5 5,5 12 12 8 7,5 6,5 10 3 72 87,8 Отличное
Mondragon 7,5 5,5 15 15 8 7,5 6,5 10 5 80 97,6 Хорошее
Moonbird 7,5 5,5 12 15 8 7,5 6,5 10 3 75 91,5 Отличное
Nippon 7,5 5,5 9 15 6 7,5 6,5 10 3 70 85,4 Отличное
Obelisk 7,5 5,5 9 12 6 7,5 6,5 8 3 65 79,3 Хорошее
Oecumene 7,5 5,5 9 12 6 7,5 6,5 10 4 68 82,9 Хорошее
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составила 9 баллов; 1 сорт получил минимально возможный балл – 3, поскольку все его расте-
ния имели признаки вирусной инфекции.

Учет поврежденного вредителями посадочного материала разрезнокорончатых нарциссов по-
казал, что нарциссная муха повреждает не все сорта в одинаковой степени. Лишь 17 (25 %) сор- 
тов оказались для нее предпочтительней. Их состояние оценено 6 баллами. У 34 (50,7 %) сортов, 
оцененных 8 баллами, вредителями были поражены отдельные луковицы. Луковицы 16 сортов 
(23,9 % коллекции расщепленнокорончатых нарциссов) не имели признаков повреждения нар-
циссной мухой, поэтому их оценка была максимальной – 10 баллов.

Практически все сорта получили максимум баллов (7,5 и 6,5) по признакам «сохранение де-
коративных параметров и репродуктивной способности, свойственных данному сорту». Исклю- 
чением стал сорт Vincennes, коэффициент размножения которого составил лишь 60 % от нормы.

Общефизиологическое состояние у 87 % расщепленнокорончатых нарциссов (59 сортов) бы-
ло оценено как «отличное» (10 баллов) и лишь у 8 сортов (13 % от общего числа изученных) оно 
было «хорошим» (8 баллов). 

Количество растений у 42 сортов соответствовало норме, принятой для культуры (24 поса-
дочные единицы), их оценка составила 5 баллов; 10 сортов оценены 4 баллами из-за меньшего, 
чем принято, количества растений в сорте. Оценка 14 сортов составила 3 балла, так как числен-
ность посадочного материала в сортообразце – 50 % от необходимого количества. На грани ис-
чезновения находится сорт King Size (показатель оценен 2 баллами).

Суммируя оценки, полученные по каждому признаку, и сопоставляя с максимально возможной 
их суммарной оценкой, приходим к выводу, что 54 изученных сорта находятся в отличном состоя-
нии. Сумма их интегральных показателей по сравнению с максимально возможной оценкой (82 балла) 

Сорт

Максимальная оценка признака, балл

Сумма баллов 
от максимально 
возможной, %

Состояние 
сорта
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Orangery 7,5 5,5 15 15 8 7,5 6,5 10 5 80 97,6 Отличное
Palmares 7,5 5,5 15 15 8 7,5 6,5 10 5 80 97,6 Отличное
Papillion Blanc 7,5 5,5 12 15 8 7,5 6,5 8 4 74 90,2 Отличное
Parisienne 7,5 5,5 12 15 8 7,5 6,5 10 5 77 93,9 Отличное
Peach Melba 7,5 5,5 12 15 6 7,5 6,5 10 4 74 90,2 Отличное
Pearl-Shell 7,5 5,5 12 12 8 4,5 6,5 10 3 69 84,1 Хорошее
Perlax 7,5 5,5 12 15 10 7,5 6,5 10 5 79 96,3 Отличное
Pick Up 7,5 5,5 12 15 10 7,5 6,5 10 5 79 96,3 Отличное
Pico-Bello 7,5 5,5 9 15 6 7,5 6,5 8 3 68 82,9 Хорошее
Pomeranza 7,5 5,5 12 15 8 7,5 6,5 10 5 77 93,9 Отличное
Printal 7,5 5,5 12 15 10 7,5 6,5 10 4 78 95,1 Отличное
Roussilon 7,5 5,5 15 15 8 7,5 6,5 10 5 80 97,6 Отличное
Royal Highness 7,5 5,5 15 15 8 7,5 6,5 10 5 80 97,6 Отличное
Rungis 7,5 5,5 15 15 10 7,5 6,5 10 5 82 100 Отличное
Sanserre 7,5 5,5 12 15 8 7,5 6,5 10 4 76 92,7 Отличное
Sorbet 7,5 5,5 12 15 8 7,5 6,5 10 3 75 91,5 Отличное
Split 7,5 5,5 12 12 6 7,5 6,5 10 4 71 86,6 Отличное
Sun Collar 7,5 5,5 12 9 6 7,5 6,5 10 3 67 81,7 Хорошее
Tiritomba 7,5 5,5 12 15 6 7,5 6,5 10 5 75 91,5 Отличное
Top Hit 7,5 5,5 12 9 10 7,5 6,5 10 5 73 89,0 Отличное
Travertine 7,5 5,5 12 12 8 7,5 6,5 10 5 74 90,2 Отличное
Vincennes 7,5 5,5 12 9 6 4,5 6,5 10 3 64 78,0 Хорошее

Окончание таблицы
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составляет 86,6–100 %. Состояние 13 сортов хорошее, так как сумма баллов находится в преде-
лах 71,9–84,1.

Проведенный мониторинг состояния сортов лег в основу оценки состояния коллекции рас-
щепленнокорончатых нарциссов. Согласно предлагаемой методике, сортов с оценкой «удовлетво-
рительно» в этой коллекции нет, поэтому ее состояние оценено как «отличное».

Заключение. Модифицированная нами методика оценки сортов декоративных растений мо-
жет быть использована для мониторинга состояния коллекций цветочно-декоративных лукович-
ных растений. Ввиду биологических особенностей различных цветочных растений предложенные 
для оценки коллекции нарциссов интегральные показатели не могут являться универсальными. 
При оценке состояния коллекций других культур должны конкретизироваться устанавливаемые 
коэффициенты значимости того или иного признака.
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Н. В. Дудчик, С. И. Сычик, О. А. Емельянова

Научно-практический центр гигиены, Минск, Республика Беларусь

ТЕСТ-МОДЕЛЬ ОЦЕНКИ ИНТЕГРАЛЬНОЙ ТОКСИЧНОСТИ ПОЧВ, 
КОНТАМИНИРОВАННЫХ СОЛЯМИ ЦИНКА

Аннотация. Проведена оценка интегрального токсического воздействия нитратом цинка с использованием ко-
личественной популяционной тест-модели. Обосновано применение биомаркера и биоиндикатора для оценки био-
логического действия контаминанта. Показано, что применение солей цинка в изученном диапазоне концентраций 
ингибирует дегидрогеназную активность тест-культур, при этом отмечается сильная отрицательная корреляция. 
Токсическое воздействие нитратом цинка приводило к увеличению продолжительности лаг-фазы в развитии попу-
ляции тест-культур в системе периодического культивирования, при этом выявлена сильная положительная корреля-
ция. Коэффициенты детерминации изученных параметров были наиболее высокими для тест-модели Rhodococcus sp. 
ЦГ 4, что подтверждает адекватность этой тест-модели и возможность ее использования для прогноза содержания 
цинка в почве по изменению биоиндикаторов и биомаркеров. 

Ключевые слова: количественная популяционная модель, оценка токсических эффектов, биоиндикаторы, биомаркеры
Для цитирования: Дудчик, Н. В. Тест-модель оценки интегральной токсичности почв, контаминированных соля-

ми цинка  / Н. В. Дудчик, С. И. Сычик, О. А. Емельянова // Вес. Нац. акад. навук Беларусі. Сер. біял. навук. – 2017. – 
№ 4. – С. 52‒57.
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Scientific and Practical Center of Hygiene, Minsk, Republic of Belarus 

TEST MODEL FOR THE ASSESSMENT OF CUMULATIVE TOXICITY OF SOIL CONTAMINATED 
WITH SALTS OF ZINC

Abstract. The integral toxic effect of zinc nitrate on the quantitative population-based test model was evaluated. In the model 
experiment, a biomarker and a bioindicator for evaluating the biological effect of the contaminant are substantiated. It was shown 
that zinc salts in the studied concentration range inhibited the dehydrogenase activity of test cultures, while the dependence 
was negative with a strong correlation. The toxic effect of zinc nitrate led to an increase in the lag-phase test cultures population 
duration in the periodic system, with a strong positive correlation. The coefficients of determination of these parameters were 
the highest for the test model of Rhodococcus sp. СG 4, which confirms the adequacy of the test model, which can be used 
to predict the content of zinc in the soil by changing bioindikators and biomarkers.

Keywords: quantitative population model, toxic effects evaluation, bioindikators, biomarkers3

For citation: Dudchik N. V., Sychik S. I., Emeliyanova O. A. Test model for the assessment of cumulative toxicity of soil 
contaminated with salts of zinc. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnych navuk = Proceedings 
of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2017, no. 4, pp. 52‒57 (in Russian).

Введение. В настоящее время техногенное загрязнение почв тяжелыми металлами является 
одной из важнейших медико-биологических проблем. Системный анализ содержания тяжелых 
металлов в почвах Республики Беларусь в 2013–2014 гг. выявил, что в наибольшем количестве 
проб с превышением гигиенических нормативов выявлены цинк и свинец. Максимальное содер-
жание цинка на уровне 2,8–3,0 ОДК выявлено в Минске и поселке Красносельский Гродненской 
области. Наибольшие площади загрязнения отмечены в Новолукомле, поселке Красносельский 
и Минске (22,2–32,3 % изученных территорий) [1, 2].

В почвах придорожных полос также обнаружено высокое валовое содержание цинка – от 8,86 
до 41,05 мг/кг, при этом максимальное загрязнение почв валовыми и подвижными формами цин-
ка установлено на расстоянии 5–25 м от полотна дороги. В этой зоне содержание подвижных 
форм цинка превышало величину ПДК, составив 23 мг/кг [3, 4]. Анализ степени загрязнения го-
родских почв тяжелыми металлами показал, что среднее содержание цинка в почвах Беларуси 
составляет 35,0 мг/кг [5]. 

© Дудчик Н. В., Сычик С. И., Емельянова О. А., 20173
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В работах ряда авторов установлено, что почва является своеобразной «ловушкой» для тяже-
лых металлов, попадающих из воздуха и отходов, что определяет ассоциированные токсические 
воздействия на почвенные флору, фауну и микробиоту. Ингибирование роста, индукция фер-
ментов, продукция стрессовых белков весьма важны в качестве «конечных точек» для определе-
ния токсических воздействий [6–15].

Кинетика ингибирования химическими факторами развития и роста биологических популя-
ций сложна и недостаточно разработана. Ранее нами показано, что импедиметрическое выявле-
ние особенностей развития популяции микроорганизмов в условиях периодической культуры, 
дополненное метаболическими и культурально-морфологическими маркерами, является перспек-
тивным для количественного определения зависимости «доза–эффект» в условиях токсического 
воздействия. Использование импедансной технологии дает возможность изучить параметры ди-
намических моделей, в том числе детекцию степени ингибирования или стимулирования роста 
популяции тест-культуры химическими контаминантами в режиме реального времени [7–11].

Цель работы – разработать популяционную тест-модель для оценки токсического воздействия 
солей цинка.

Материалы и методы исследования. Объектами исследования были образцы почв, эксперимен-
тально контаминированные нитратом цинка для разработки и валидации популяционной тест-
модели оценки его токсического воздействия. Предварительный химический анализ почв подтвердил, 
что содержание тяжелых металлов, в том числе цинка, не превышало гигиенических нормативов.

В качестве тест-культур использовали чувствительные почвенные микроорганизмы Azotobacter sp. 
БИМ-74, Arthrobacter sp. ЦГ 1, Rhodococcus sp. ЦГ 4.

В работе использовали стандартные средства измерений и основное оборудование микро-
биологических лабораторий, которые были должным образом проверены и калиброваны. Импе- 
диметрические исследования по определению длительности лаг-фазы проводили на микробио-
логическом анализаторе BacTrac 4300 (SY-LAB, Австрия), экзогенную дегидрогеназную актив-
ность тест-штаммов оценивали по методике, приведенной в работе [9]. 

Статистическую обработку результатов осуществляли в пакете статистических программ 
STATISTICA 10, SPSS13 for Windows. Критический уровень значимости р при проверке статис- 
тических гипотез принимали равным 0,05. Для количественной оценки направленности взаимо- 
связи между переменными проводили корреляционный анализ, а для количественного определе-
ния вида математической функции в причинно-следственной зависимости между переменными 
величинами – парный регрессионный анализ (метод наименьших квадратов).  Для оценки силы 
связи корреляции  r использовали шкалу Чеддока: слабая – от 0,1 до 0,3; умеренная – от 0,3 до 0,5; 
заметная – от 0,5 до 0,7; высокая – от 0,7 до 0,9; весьма высокая (сильная) – от 0,9 до 1,0. Степень 
соответствия трендовой модели исходным данным оценивали по коэффициенту достоверности 
аппроксимации R2 (коэффициент детерминации), нормированному от 0 до 1. 

Результаты и их обсуждение. В результате проведенных исследований установлено, что 
токсическое воздействие нитратом цинка приводит к увеличению продолжительности лаг-фазы 
от 4,2 до 45,0 ч для Azotobacter sp. БИМ-74, от 7,5 до 110,0 ч для Rhodococcus spp. ЦГ 4, от 6,7 до 22 ч 
для Arthrobacter spp. ЦГ 1. 

Кроме того, кривая развития имела двухфазный характер с псевдолаг-периодом, который раз- 
делялся на две части экспоненциального роста. Известно, что двухфазный рост отражает измене-
ние метаболизма культуры микроорганизмов при воздействии токсиканта. Изменения динамиче-
ского биоиндикатора – продолжительности лаг-фазы – были статистически значимы при p < 0,05. 
Наиболее чувствительным при оценке токсических воздействий по динамическим показателям 
продолжительности лаг-фазы являлся штамм Rhodococcus sp. ЦГ 4. Проведенный корреляционно-
регрессионный анализ зависимости биоиндикатора популяции Rhodococcus sp. ЦГ 4 в периоди-
ческой культуре от концентрации токсиканта показал, что корреляции были положительными 
и высокими по шкале Чеддока (r ˃ 0,75). Зависимости описывали с помощью линейной модели 
с коэффициентом детерминации R2 ˃ 0,9, что близко к функциональной зависимости (рис. 1).

Параллельно с определением динамического индикатора проводили микроскопический конт- 
роль культуры. Показано, что действие солей цинка выражалось в замедлении роста колоний, 
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уменьшении их диаметра, изменении формы, цвета колоний, снижении способности к окраши-
ванию фиксированных и прижизненных препаратов тест-культур. 

Данные о влиянии солей цинка в диапазоне концентраций от 0,5 до 10 ПДК цинка для почв 
на активность экзогенных дегидрогеназ приведены на рис. 2.

Установлено, что тест-культуры почвенных микроорганизмов имеют различную чувствитель-
ность к токсическому воздействию нитрата цинка. Регрессионно-корреляционный анализ позво-
лил выявить, что воздействие солей цинка в указанном диапазоне концентраций ингибирует де-
гидрогеназную активность тест-культур, при этом зависимость носила отрицательный характер 
(0,66 ≤ r ≤ 0,89, что, в соответствии со шкалой Чеддока, является заметной/высокой корреляцией). 
Диапазон коэффициента детерминации R2 составил 0,75–0,96, наиболее высокие значения полу-
чены для тест-модели с Rhodococcus sp. ЦГ 4, что подтверждает адекватность модели, которая 
может быть использована для прогноза содержания цинка в почве, основываясь на изменении 
дегидрогеназной активности тест-объекта. Высокие корреляционные связи были статистически 
значимы (р < 0,05). Наиболее чувствительным штаммом для оценки токсического действия со-
лей тяжелых металлов по дегидрогеназной активности также являлся Rhodococcus sp. ЦГ 4.

Рис. 1. Изменение продолжительности лаг-фазы развития популяции тест-штаммов в зависимости от концентрации 
нитрата цинка

Fig. 1. Change in the duration of the lag-phase of the development of a population of test strains depending on the concentration 
of zinc nitrate

Рис. 2. Изменение активности дегидрогеназ тест-штаммов в зависимости от концентрации нитрата цинка

Fig. 2. Change in the activity of dehydrogenases of test strains as a function of the concentration of zinc nitrate
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В настоящее время общепризнано, что почва представляет собой структурно-экологическую 
нишу – единую систему с населяющими ее популяциями организмов различного систематиче-
ского положения. Этот принцип положен в основу биоиндикации почв. Микробиологическая и био-
химическая характеристика почв – наиболее сложные разделы почвенной биоиндикации. Почва 
характеризуется не только составом и численностью разных групп биоты, но и активностью био-
химических процессов, обусловленных наличием определенного пула ферментов. При этом актив-
ность ферментов может служить показателем потенциальной биологической активности почвы [7]. 
Полученные нами данные коррелируют с результатами работ [12–15]. Показано, что химические 
контаминанты существенно влияют на параметры роста исследуемых штаммов микроорганиз-
мов, приводя к сдвигам ростовых показателей, нарушениям клеточного деления, снижению накоп- 
ления биомассы, появлению атипичных форм отдельных клеток и колоний. На метаболическом 
уровне токсическое воздействие проявлялось в нарушении энергетического обмена, изменении 
структуры и физико-химических свойств мембран, что приводило к необратимому разрушению 
ее архитектуры, вызывая диссоциацию липопротеидов и изменяя активные центры протеинов. 
Протяженность лаг-фазы роста при токсическом действии увеличивалась и имела выраженный 
двухфазный характер. Такую задержку объясняют нарушением фаз клеточного цикла, в частности 
задержкой фазы митоза, в результате чего наблюдается снижение митотической активности. 

Изучение активности почвенных ферментов в образцах седиментов и почв из районов не-
скольких целлюлозоперерабатывающих производств Финляндии [12] показало увеличение актив-
ности ряда ферментов по отношению к контрольным пробам, коррелирующее также с измене- 
нием показателей микробной биомассы. Авторы предположили, что полученные в результате 
биосинтеза органические соединения углерода непосредственно увеличивают активность фос-
фомоноэстеразы в природных биопленках, что было подтверждено статистически значимыми 
результатами. 

Ряд авторов связывают токсичное действие тяжелых металлов с молекулярными механизмами 
биотрансформации их как водорастворимых соединений, что приводит к нарушениям в меха-
низмах дыхательной цепи, локализованных в митохондриях клеток (митохондриальные эффекты). 
Практически все металлы могут конкурировать за места связывания в фосфатных группах с ка-
тионами таких биологически значимых ионов, как Са и Mg. Следствием таких процессов могут 
быть значительные нарушения метаболизма, приводящие к необратимым последствиям и гибе-
ли клетки [13–15]. 

Заключение. Для оценки интегрального токсического действия цинка как одного из наибо-
лее значимых антропогенных контаминантов почвы предложена тест-модель на основе чувстви-
тельного почвенного микроорганизма Rhodococcus spp. ЦГ 4 с использованием в качестве био-
маркера активности экзогенных дегидрогеназ, а в качестве биоиндикатора – динамического по-
казателя продолжительности лаг-фазы развития популяции в условиях контаминации.
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ОСОБЕННОСТИ АМИНОКИСЛОТНОГО СОСТАВА 
АЛЬФА-СПИРАЛЬНЫХ УЧАСТКОВ В ПОЛИПЕПТИДНЫХ ЦЕПЯХ 

БЕЛКОВ РАЗЛИЧНЫХ СТРУКТУРНЫХ КЛАССОВ

Аннотация. В статье проанализированы особенности распределения аминокислотных остатков по альфа-спи-
ральным фрагментам 3D-структур негомологичных белков четырех структурных классов. По результатам сравне-
ния вероятностных шкал выяснено, что высокая вероятность включения в альфа-спирали лизина, аргинина и гисти-
дина отмечается не во всех классах белков, в отличие от постоянно формирующих альфа-спирали аланина, лейцина, 
глутаминовой кислоты, глутамина и метионина. Для альфа-спиралей бета-структурных белков характерно обедне-
ние лейцином на фоне повышения частоты использования глутамина, а также комбинаций гидрофильных и гидро-
фобных аминокислотных остатков, стабилизирующих альфа-спираль, по сравнению с альфа-спиралями из белков 
альфа-спирального класса. Особенности аминокислотного состава альфа-спиральных участков, расположенных 
между двумя бета-тяжами в белках бета-структурного класса и в смешанных белках, указывают на то, что они 
в наибольшей степени защищены от перехода в бета-структурное состояние. Полученные сведения важны при отборе 
антигенных фрагментов белков, имеющих в своем составе альфа-спиральные участки, отличающиеся наибольшей 
стабильностью вторичной структуры, для дальнейшего дизайна вакцинных пептидов.

Ключевые слова: альфа-спираль, структурный класс белка, гидрофобный аминокислотный остаток, гидро-
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Abstract. In this study we analyzed the amino acid content of alpha helices from proteins that belong to four structural 
classes in nonhomologous sets of 3D structures. Comparison of probability scales revealed that lysine, arginine and histidine 
show high probabilities to be included in alpha helices only in certain structural classes of proteins, unlike the constant formers 
of alpha helices: alanine, leucine, glutamic acid, glutamine and methionine. Alpha helices of beta structural proteins show lower 
usage of leucine and higher usage of glutamine, as well as the elevated usage of combinations of hydrophilic and hydrophobic 
amino acids that are characteristic to beta strands, relative to alpha helices from alpha helical proteins. The properties of amino 
acid content of alpha helices situated between two beta strands in beta structural and mixed proteins show that they are protected 
from the shift to beta strands. Obtained data are important in the process of the selection of antigenic fragments of proteins 
that contain alpha helices with highly stabilized secondary structure, with the aim to use them in vaccine design studies.
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Введение. Альфа-спираль является одним из основных элементов вторичной структуры бел-
ков. Выяснение механизмов образования альфа-спиралей и поддержания их структуры является 
одним из наиболее интригующих вопросов в протеомике. Помимо развития теоретических пред-
ставлений об архитектуре белка исследования в данной области имеют и важный практический 
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аспект. В частности, вакцинные антигены, представляющие собой не полноразмерные белки, 
а их фрагменты, должны обладать вторичной структурой, аналогичной таковой в полноразмер-
ных молекулах. В обратном случае выработанные к ним антитела не будут распознавать анти-
гены возбудителей.

Идея о том, что вторичная структура белка детерминирована его аминокислотной последова-
тельностью (т. е. первичной структурой), нашла свое подтверждение в трудах Chou и Fasman [1]. 
Так, по вероятностным шкалам Chou и Fasman в альфа-спирали чаще включены такие аминокислот-
ные остатки, как аланин, глутамин, глутаминовая кислота, аргинин, лейцин, метионин, лизин [1]. 
Из этих аминокислот четыре (глутамин, глутаминовая кислота, аргинин, лизин) являются гидро-
фильными, а три (аланин, лейцин, метионин) – гидрофобными. По мере увеличения междуна-
родной базы данных, содержащей сведения о трехмерном строении биологических макромоле-
кул, дальнейшие исследования предполагали изучение все большего количества белков [2]. В ре-
зультате этих исследований предложены новые методы для предсказания вторичной структуры. 
Однако ни один из вероятностных методов предсказания вторичной структуры не мог перешаг-
нуть за 70 % в эффективности определения границ альфа-спиралей и бета-тяжей по аминокис-
лотной последовательности [3]. При дальнейшем увеличении количества трехмерных структур 
эффективность каждого ранее созданного метода закономерно падала до 50–60 % [4]. Помимо 
непосредственно аминокислотного состава в расчет принимался дипептидный состав [5], три-
пептидный состав [6, 7], комбинации аминокислотных остатков [8]. Методы предсказания зна-
чительно отличались по статистическим подходам к расчету вероятности включения данного 
аминокислотного остатка в соответствующий элемент вторичной структуры [9]. Элементы вто-
ричной структуры классифицировали в зависимости от особенностей их строения и состава [10], 
уделяя особое внимание их концевым участкам (кэпам) [11], анализировали распределение гидро-
фильных и гидрофобных остатков по ним [12], но предсказать вторичную структуру с эффек-
тивностью свыше 70 % это не помогло.

Закономерный вопрос о том, почему не удается точно определить границы альфа-спиралей, 
требует своего решения. Согласно нашей гипотезе, некоторые альфа-спирали формируются инду-
цировано – под воздействием других альфа-спиралей, образующих контакты с соответствующим 
фрагментом белка. Протестировать эту гипотезу представляется возможным при сравнении строения 
альфа-спиралей из преимущественно альфа-спиральных белков с альфа-спиралями из белков 
других структурных классов. Если индуцированное образование альфа-спиралей широко рас-
пространено, то в альфа-спиралях из альфа-спиральных белков будут чаще встречаться фраг-
менты, не имеющие предрасположенности к формированию именно такой вторичной структуры. 
С другой стороны, те альфа-спирали, которые расположены между двумя бета-тяжами (в первич-
ной последовательности белка), наоборот, должны отличаться наиболее характерными для альфа-
спиралей комбинациями аминокислотных остатков.

Цель исследования – выявить особенности аминокислотного состава и частоту использова-
ния пентапептидов в альфа-спиралях белков, относящихся к четырем структурным классам, 
оценить влияние фланкирующих участков на частоту использования аминокислотных остатков 
в альфа-спиралях каждого класса белков.

Задачи: 1) сформировать выборки негомологичных белков четырех структурных классов; 
2) создать вероятностные шкалы для каждой выборки; 3) сравнить аминокислотный состав и час- 
тоту использования пентапептидов в альфа-спиралях белков четырех структурных классов; 
4) выявить особенности строения альфа-спиралей в зависимости от фланкирующих их участков 
белков четырех структурных классов.

Материалы и методы исследования. В ходе работы были использованы выборки 3D-структур 
белков человека и животных, относящиеся к четырем структурным классам: альфа-спиральным, 
бета-структурным, «альфа + бета» и «альфа/бета». Каждая выборка включала по 100 негомоло-
гичных аминокислотных последовательностей, полученных из международной базы данных PDB. 
Для исключения гомологии максимальный процент сходства аминокислотных последовательнос- 
тей белков в каждой выборке друг с другом не превышал 25 % по алгоритму Decrease Redundancy 
(web.expasy.org/decrease_redundancy). Информация по границам альфа-спиралей и бета-тяжей 
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была получена из PDB файлов по результатам работы алгоритма DSSP [13]. Регионы белков, ко-
торые не содержали ни альфа-спиралей, ни бета-тяжей, были отнесены к неструктурированному 
состоянию (койлу). Вероятностные шкалы были построены для аминокислот и комбинаций ги-
дрофобных (O) и гидрофильных (W) остатков в пентапептидах для белков из каждого структур-
ного класса.

 Согласно шкале гидрофобности Айзенберга [8], к гидрофильным аминокислотам относятся 
аргинин, лизин, аспарагиновая и глутаминовая кислоты, аспарагин, глутамин, серин, треонин 
и гистидин, а к гидрофобным аминокислотам – глицин, пролин, аланин, валин, изолейцин, лейцин, 
метионин, тирозин, фенилаланин, цистеин и триптофан. Так как в каждом пентапептиде может 
присутствовать только два вида аминокислотных остатков (гидрофобный или гидрофильный), 
то максимальное количество пентапептидов равно 32 (25). Разделение элементов вторичной струк-
туры на пентапептиды проводилось методом скольжения с шагом в одну аминокислоту [14]. 
Если элемент вторичной структуры включал менее пяти аминокислотных остатков, то он не по-
падал в выборку. Достоверность различий в аминокислотном составе определяли с помощью 
t-теста для относительных величин.

Результаты и их обсуждение. Сравнение вероятностных шкал для четырех структур-
ных классов белков. В табл. 1 приведены результаты расчета предпочтительности включения 
аминокислотных остатков в альфа-спираль (H), бета-тяж (E) или в неструктурированный учас- 
ток (C) для выборок белков четырех структурных классов. К аминокислотным остаткам, кото-
рые преимущественно образуют альфа-спирали во всех белках, относятся глутаминовая кисло-
та, глутамин, аланин, метионин и лейцин.

Т а б л и ц а  1.  Сравнение вероятностных шкал включения аминокислотных остатков в альфа-спирали (H), 
бета-тяжи (E) и неструктурированные фрагменты (C) для четырех структурных классов белков

T a b l e  1.  Comparison of probabilistic scales of incorporating amino acid residues in alpha helices (H), 
beta-strands (E) and unstructured fragments (C) for four structural classes of proteins

Аминокислотный остаток
Структурный класс белка Аминокислотный 

остаток
Структурный класс белка

Альфа Бета Альфа + бета Альфа/бета Альфа Бета Альфа + бета Альфа/бета

Аспарагиновая кислота (D) C C C C Глицин (G) C C C C
Глутаминовая кислота (E) H H H H Пролин (P) C C C C
Лизин (K) C H H H Фенилаланин (F) E E E E
Аргинин (R) H E H H Тирозин (Y) E E E E
Гистидин (H) E H C C Метионин (M) H H H H
Серин (S) C C C C Изолейцин (I) E E E E
Треонин (T) E E E E Лейцин (L) H H H H
Аспарагин (N) C C C C Валин (V) E E E E
Глутамин (Q) H H H H Цистеин (C) E E E E
Аланин (A) H H H H Триптофан (W) E E E E

Лизин является аминокислотным остатком, предпочитающим включаться в альфа-спирали 
всех структурных классов белков, за исключением альфа-спиральных, в которых он чаще обра-
зует неструктурированные участки. Объяснить этот феномен можно тем, что остатки лизина 
часто стабилизируют C-конец альфа-спирали [11]. Так называемые кэпы альфа-спиралей под-
держивают их структуру за счет образования водородных связей c помощью боковых цепей и за 
счет создания дипольного момента: на N-конце альфа-спирали часто несут отрицательный за-
ряд, а на C-конце – положительный [11]. В случае наличия в белке бета-структуры лизиновые 
С-кэпы должны быть особенно востребованными – они могут предотвращать переход от альфа-
спирали к бета-структуре. В альфа-спиральных белках вероятность такого индуцированного 
перехода значительно ниже, так как бета-тяжи в них встречаются редко. В результате важность 
кэпов может снижаться, так как вторичная структура будет воспроизводиться и без них.

Как правило, остатки аргинина включаются в состав альфа-спиралей всех классов белков, 
кроме бета-структурных. С одной стороны, аргинин обладает гидрофильным положительно за-
ряженным боковым радикалом. С другой стороны, положительный заряд его сконцентрирован 
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только в гуанидиновой группе, а большая часть его боковой цепи является гидрофобной. В бета-
структурных белках аргинин чаще вовлекается в состав бета-тяжей, играя роль аминокислоты, 
создающей гидрофильный интерфейс протеина. Гистидин же демонстрирует весьма изменчи-
вые предпочтения по включению в элементы вторичной структуры: это альфа-спиральная ами-
нокислота в бета-структурных белках и бета-структурная аминокислота – в альфа-спиральных. 
В смешанных белках гистидин находится преимущественно в неструктурированном состоянии.

Обращает на себя внимание симметричность строения пентапептидов, как правило, форми-
рующих альфа-спирали во всех четырех классах белков. Такие пентапептиды (табл. 2) содержат 
в середине или один гидрофобный остаток (все остальные остатки – гидрофильные), или один гидро-
фильный остаток (все остальные – гидрофобные). Другой вариант альфа-спиральных комбинаций: 
два гидрофильных остатка подряд, а за ними два гидрофобных остатка подряд (в пентапептидах 
WWOOW, WOOWW, OOWWO и OWWOO).

Т а б л и ц а  2.  Сравнение вероятностных шкал включения пентапептидов, состоящих 
из гидрофильных (W) и гидрофобных (O) остатков, в альфа-спирали (H), бета-тяжи (E) 

и неструктурированные фрагменты (C) для четырех структурных классов белков

T a b l e  2.  Comparison of probabilistic scales of incorporating pentapeptides composed of hydrophilic (W) 
and hydrophobic (O) residues in alpha helices (H), beta-strands (E) and unstructured fragments (C) 

for four structural classes of proteins

Пентапептид
Структурный класс белка

Пентапептид
Структурный класс белка

Альфа Бета Альфа + бета Альфа/бета Альфа Бета Альфа + бета Альфа/бета

WWWWW C C C C WWOOO H H C C
OWWWW C C C C OWWOO H H H H
WOWWW C C C C OOWWO H H H H
WWOWW H H H H OOOWW H E E C
WWWOW C C C C WOWOO E E E E
WWWWO C C C C OWOWO E E E E
OOWWW C C C C OOWOW E E E C
WOOWW H H H H WOOWO E H H H
WWOOW H H H H OWOOW E H H H
WWWOO C C C C WOOOW H E E E
OWOWW E C C C WOOOO E E E E
WOWOW E E E C OWOOO E E E E
WWOWO C C C C OOWOO H H H H
OWWOW C C C H OOOWO H E E E
WOWWO C C C C OOOOW E E E E
OWWWO C C C C OOOOO E E E E

Некоторые пентапептиды, содержащие три подряд гидрофобных остатка (WWOOO, OOOWW, 
WOOOW и OOOWO) становятся альфа-спиральными в белках альфа-спирального класса. В бел-
ках других классов они чаще образуют бета-тяжи или неструктурированные фрагменты полипеп-
тидной цепи – в белках класса «альфа/бета» (табл. 2). Общая тенденция для белков всех классов 
заключается в том, что кластеры гидрофильных аминокислотных остатков не образуют ни альфа-
спиралей, ни бета-тяжей, а кластеры гидрофобных остатков формируют преимущественно бета-
тяжи [14]. Чередование гидрофильных и гидрофобных остатков через один в большей степени 
характерно для бета-структуры [14].

Сравнение частоты использования аминокислотных остатков в альфа-спиралях четы-
рех классов белков. При рассмотрении аминокислотного состава альфа-спиралей белков четы-
рех структурных классов обнаружены некоторые достоверные различия. По сравнению с альфа-
спиралями альфа-спиральных белков альфа-спирали бета-структурных белков обеднены лейци-
ном и метионином, но обогащены глутамином, триптофаном и аспарагиновой кислотой. Для лейцина 
вероятность включения в бета-тяж выше, чем для глутамина (хотя оба они преимущественно 
образуют альфа-спирали) [14]. Вполне вероятно, что наличие в альфа-спиралях глутамина делает 
их более устойчивыми к альфа-бета переходам. Присутствие лейцина, наоборот, несколько по-
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вышает такую вероятность. В результате в немногочисленных (но устойчивых) альфа-спиралях 
бета-структурных белков частота использования глутамина находится на более высоком уровне, 
а частота использования лейцина – на более низком. Аспарагиновая кислота – наиболее «попу-
лярная» аминокислота для начала альфа-спирали [11]. Наличие кэпа на N-конце становится менее 
важным для альфа-спиральных белков, когда многочисленные взаимодействующие альфа-спирали 
и так стабилизируют друг друга. В результате ослабления отрицательного естественного отбора 
замена аспарагиновой кислоты на другие остатки зачастую фиксируется в альфа-спиралях именно 
альфа-спиральных белков. Еще один общий тренд – достоверное снижение частоты использова-
ния пролина в альфа-спиралях белков класса «альфа + бета» по сравнению с белками всех осталь-
ных классов. Альфа-спирали белков класса «альфа/бета» имеют несколько отличительных черт 
по сравнению со спиралями из белков класса «альфа + бета»: в них достоверно чаще используется 
аланин, а аминокислотные остатки гистидина, тирозина и триптофана используются реже. Аланин 
отличается наибольшей частотой включения в состав альфа-спиралей во всех структурных классах 
белков, в отличие от тирозина и триптофана, которые преимущественно входят в состав бета-
тяжей, и гистидина, предпочитающего койл в классах «альфа + бета» и «альфа/бета». Действи- 
тельно, при чередовании альфа-спиралей и бета-тяжей по ходу первичной последовательности 
белка особенно важна стабилизация каждой альфа-спирали специфическими комбинациями ами- 
нокислот. В целом же аминокислотный состав альфа-спиралей отличается высокой степенью 
сходства для белков всех структурных классов (рис. 1).

Если рассматривать частоту использования каждого пентапептида отдельно (рис. 2), то число 
достоверных отличий между альфа-спиралями белков четырех классов будет не столь велико. 
Такие гидрофобные бета-структурные пентапептиды, как WOOOO, OWOOO и OOOWO, а также 
амфифильный бета-структурный пентапептид OWOWO, достоверно чаще встречаются в альфа-
спиралях альфа-спиральных белков, чем в альфа-спиралях бета-структурных белков. Два бета-
структурных пентапептида (WOOOO и OOOOO) реже встречаются в альфа-спиралях белков 
класса «альфа + бета», чем в альфа-спиралях альфа-спиральных белков. В то же время альфа-
спиральный пентапептид WWOOW в альфа-спиралях белков класса «альфа + бета» встречается 
чаще, чем в альфа-спиралях альфа-спиральных белков. Эти особенности объясняются тем, что 

Рис. 1. Аминокислотный состав альфа-спиральных участков белков четырех структурных классов

Fig. 1. Amino acid composition of alpha-helical fragments of four structural classes of proteins 
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в альфа-спиральных белках даже те комбинации аминокислот, которые весьма характерны 
для бета-тяжей, могут включаться в состав альфа-спиралей за счет индуцирующего эффекта. 
Следует отметить, что в белках класса «альфа + бета», в которых существуют отдельные альфа-
спиральные домены, стабилизация альфа-спиралей характерными комбинациями аминокислот 
становится более важной, чем в альфа-спиральных белках.

Более информативный подход – вычисление суммы частот использования чисто альфа-спираль-
ных, бета-структурных и неструктурированных пентапептидов в альфа-спиралях четырех струк- 
турных классов белков с последующим их сравнением. При таком сравнении частота использова-
ния чисто альфа-спиральных пентапептидов (WWOWW, WOOWW, WWOOW, OWWOO, OOWWO 
и OOWOO) в альфа-спиралях альфа-спиральных белков достоверно ниже, чем в альфа-спиралях 
всех остальных структурных классов белков. Разница в частоте их использования для спиралей 
альфа-спиральных белков по сравнению со спиралями бета-структурных белков составила 14,10 %. 
Этот парадокс объясняется тем, что «активные» альфа-спирали в альфа-спиральных белках чаще, 
чем в белках других классов, индуцируют формирование альфа-спиралей из таких фрагментов 
полипептидной цепи, которые вообще не обладают собственным альфа-спиральным потенциа-
лом. О справедливости данной гипотезы свидетельствует факт достоверно более высокой частоты 
использования в альфа-спиралях альфа-спиральных белков пентапептидов, характерных для бета-
тяжей (WOWOO, OWOWO, WOOOO, OWOOO, OOOOW и OOOOO), по сравнению с альфа-спиралями 
трех оставшихся классов (разница с бета-структурными белками составила 22,13 %).

Еще одной интересной особенностью альфа-спиральных белков является повышенная гидро-
фобность их альфа-спиралей по сравнению с альфа-спиралями смешанных белков. Вместо ядра 
из гидрофобной бета-структуры, характерного для бета-структурных и смешанных белков, в альфа-
спиральных белках появляется ядро из гидрофобных альфа-спиралей. От перехода этого ядра 
в бета-структуру предохраняют взаимодействия с другими альфа-спиралями, в том числе с теми, 
которые одной из поверхностей контактируют с водной средой. В пользу этого свидетельствует 
не только повышение частоты использования гидрофобных бета-структурных пентапептидов 
в альфа-спиралях альфа-спиральных белков, но и достоверное снижение суммарной частоты исполь-
зования гидрофильных неструктурированных пентапептидов (WWWWW, OWWWW, WOWWW, 

Рис. 2. Пентапептидный состав альфа-спиральных участков белков четырех структурных классов

Fig. 2. Pentapeptide composition of alpha-helical fragments of four structural classes of proteins 
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WWWOW, WWWWO, OOWWW, WWWOO, WWOWO, WOWWO и OWWWO) в этих элементах 
вторичной структуры по сравнению со смешанными белками.

Влияние фланкирующих элементов вторичной структуры на аминокислотный состав 
альфа-спиралей четырех структурных классов белков. Наиболее выраженные изменения в ами- 
нокислотном составе альфа-спиралей в зависимости от того, какие элементы вторичной струк-
туры находятся по направлению к N- и C-концу от них, найдены в бета-структурных белках 
(рис. 3). Частота использования глутамина в альфа-спиралях, расположенных между двумя бета-
тяжами, достоверно превосходит таковые в альфа-спиралях, расположенных между альфа-спиралью 
и бета-тяжем и между бета-тяжем и альфа-спиралью. Лейцина достоверно меньше в альфа-спиралях, 
расположенных между двумя бета-тяжами, чем в альфа-спиралях между двумя альфа-спиралями 
и между альфа-спиралью и бета-тяжем. Пролин гораздо реже присутствует в альфа-спиралях 
между двумя бета-тяжами и между бета-тяжем и альфа-спиралью, чем в спиралях между двумя 
спиралями и между альфа-спиралью и бета-тяжем. Аспарагиновой кислоты, наоборот, достовер-
но больше в альфа-спиралях между двумя бета-тяжами и между бета-тяжем и альфа-спиралью, 
чем в альфа-спиралях между двумя альфа-спиралями и между альфа-спиралью и бета-тяжем.

Такие особенности альфа-спиралей в бета-структурных белках свидетельствуют о том, что 
альфа-спирали между двумя бета-тяжами особенно часто стабилизируются за счет включения 
в них (в N-концы) глутамина и аспарагиновой кислоты, а также за счет избегания частого исполь-
зования пролина и лейцина. Похожие сдвиги в меньшей степени выражены для альфа-спиралей, 
расположенных между бета-тяжем и альфа-спиралью. По всей видимости, для фолдинга белка не-
посредственно по мере его синтеза на рибосоме имеет значение, какой элемент вторичной струк-
туры уже сформировался на N-конце полипептидной цепи. Если на N-конце имеется бета-тяж, 
то вероятность индуцированного образования бета-структуры вновь синтезированным фраг-
ментом цепи резко возрастает. Некоторые особенности аминокислотного состава, описанные 
выше, должны препятствовать превращению альфа-спирали в бета-структуру в процессе син- 
теза белка.

Рис. 3. Аминокислотный состав альфа-спиралей бета-структурных белков в зависимости от фланкирующих 
элементов вторичной структуры

Fig. 3. Amino acid composition of alpha helices of beta structural proteins depending on flanking secondary structure 
elements 
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В белках класса «альфа + бета» также существуют некоторые механизмы стабилизации альфа-
спиралей, расположенных между двумя бета-тяжами. В таких альфа-спиралях достоверно чаще 
используется аланин – аминокислота, с наиболее высокой вероятностью формирующая альфа-
спираль [14]. Кроме того, в альфа-спиралях между двумя бета-тяжами достоверно реже исполь-
зуется лейцин, чем в альфа-спиралях между двумя альфа-спиралями. В последних также чаще, 
чем в спиралях между спиралью и бета-тяжем, между бета-тяжем и спиралью, используется про- 
лин. Похожие сдвиги в аминокислотном составе обнаружены и в альфа-спиралях белков класса 
«альфа/бета»: аланин чаще используется в спиралях между двумя бета-тяжами, чем в спиралях 
между двумя спиралями и между альфа-спиралью и бета-тяжем; пролин и лейцин чаще сохра-
няются в альфа-спиралях между спиралями, чем в спиралях между бета-тяжами и альфа-спиралью 
и бета-тяжем соответственно. Следует отметить, что в альфа-спиральных белках такие законо-
мерности почти не прослеживаются. В частности, аланин и глутамин в них чаще встречаются 
в альфа-спиралях между двумя альфа-спиралями, чем в спиралях между двумя бета-тяжами 
и между альфа-спиралью и бета-тяжем соответственно.

Выводы

1. Созданы вероятностные шкалы для включения аминокислот и пентапептидов, состоящих 
из гидрофильных и гидрофобных аминокислотных остатков, в элементы вторичной структуры 
в каждом из четырех структурных классов белков. Определены те аминокислоты и пентапепти-
ды, в которых образование элементов вторичной структуры меняется в зависимости от струк-
турного класса белка.

2. Установлен факт повышения частоты использования пентапептидов, свойственных для бета-
тяжей, в альфа-спиралях белков альфа-спирального класса на фоне снижения в них частоты 
использования пентапептидов, стабилизирующих альфа-спирали. Эти факты свидетельствуют 
о значительном вкладе дальних взаимодействий в формирование альфа-спиралей в альфа-спираль-
ных белках.

3. Альфа-спирали, расположенные между двумя бета-тяжами, в большей степени стабилизи-
рованы характерными аминокислотными остатками, чем альфа-спирали, расположенные между 
двумя альфа-спиралями. Данная закономерность особенно выражена в бета-структурных бел-
ках, менее четко – в белках классов «альфа + бета» и «альфа/бета», практически не прослежи- 
вается в белках альфа-спирального класса.
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ВЛИЯНИЕ КАТИОНОВ НА АКТИВНОСТЬ НАДФ+-ЗАВИСИМОЙ 
ГЛУТАМАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ У БАКТЕРИЙ РОДОВ ACINETOBACTER, 

RHODOCOCCUS И NOCARDIA – ПРОДУЦЕНТОВ 
ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ 

Аннотация. Биологические свойства микробных поверхностно-активных веществ (ПАВ) обуславливают их воз-
можное практическое использование в качестве антимикробных агентов. По химической природе ПАВ Acinetobacter 
calcoaceticus IМВ В-7241, Rhodococcus erythropolis IМВ Ас-5017 и Nocardia vaccinii ІМВ В-7405 являются комплек-
сом нейтральных, глико-, фосфо- и аминолипидов. Согласно данным литературы, аминолипиды характеризуются 
наиболее высокой антимикробной активностью. Ключевым ферментом биосинтеза аминолипидов у штаммов IМВ 
В-7241, ІМВ В-7405 и ІМВ Ас-5017 является НАДФ+-зависимая глутаматдегидрогеназа. Предполагается, что выявле-
ние возможных активаторов и/или ингибиторов этого фермента с последующей соответствующей модификацией 
состава питательной среды позволит регулировать состав комплекса ПАВ и его свойства. 

Целью работы было исследование влияния одно- и двухвалентных катионов на активность НАДФ+-зависимой 
глутаматдегидрогеназы у A. calcoaceticus IМВ В-7241, R. erythropolis IМВ Ас-5017 и N. vaccinii ІМВ В-7405. 

Культивирование штаммов IМВ В-7241, ІМВ Ас-5017 и ІМВ В-7405 осуществляли в жидкой минеральной среде, со-
держащей этанол и глицерин в качестве источника углерода. Активность НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы 
(КФ 1.4.1.4) в бесклеточном экстракте анализировали по образованию глутамата в процессе окислении НАДФН при 340 нм. 

Установлено, что активаторами НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы у A. calcoaceticus ІМВ В-7241 являют-
ся катионы кальция (5 мМ), магния (10 мМ) и цинка (0,001–0,01 мМ), у R. erythropolis ІМВ Ас-5017 − катионы каль-
ция (5 мМ), у N. vacсinii IМВ В-7405 − катионы кальция (5 и 10 мМ), натрия (25–100 мМ) и калия (50 и 100 мМ). 
Дополнительное внесение активаторов фермента или увеличение их содержания в среде культивирования иссле- 
дуемых штаммов сопровождалось повышением активности НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы в 1,5–3  раза 
по сравнению с таковой на базовой  среде.

Полученные данные предполагают возможность регуляции свойств микробных ПАВ в процессе культивирова-
ния продуцента, что в перспективе позволит получать препараты со стабильными заданными свойствами в зависи-
мости от сферы их практического применения.

Ключевые слова: Acinetobacter calcoaceticus ІМВ В-7241, Rhodococcus erythropolis ІМВ Ас-5017, Nocardia 
vacсinii IМВ В-7405, поверхностно-активные вещества, активаторы НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы

 Для цитирования: Влияние катионов на активность НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы у бактерий 
родов Acinetobacter, Rhodococcus и Nocardia – продуцентов поверхностно-активных веществ / Т. П. Пирог [и др.] // 
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INFLUENCE OF CATIONS ON NADP+-DEPENDENT GLUTAMATE DEHYDROGENASE 
ACTIVITY IN BACTERIA OF GENERA ACINETOBACTER, RHODOCOCCUS 

AND NOCARDIA − PRODUCERS OF SURFACTANTS

Abstract. Surfactants of microbial origin are widely used in different industries. The application of microbial surfactants 
is promising in biology and medicine as an alternative to synthetic disinfectants or drugs due to their antimicrobial and anti-
adhesive properties. The key enzyme biosynthesis of surface active aminolipids (effective antimicrobials preperations) 
in Acinetobacter calcoaceticus IMV B-7241, Rhodococcus erythropolis IMV Ac-5017 and Nocardia vaccinii IMV B-7405 
is NADP+-dependent glutamate dehydrogenase. 

Aim – to study the effect of mono- and divalent cations on the activity of NADP+-dependent glutamate dehydrogenase 
in Acinetobacter calcoaceticus IMV B-7241, Rhodococcus erythropolis IMV Ac-5017and Nocardia vaccinii IMV B-7405. 

The activity of NADP+-dependent glutamate dehydrogenase (EC 1.4.1.4) in the cell-free extract was analyzed for the formation 
of glutamate in the oxidation of NADPH at 340 nm. 
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It was found that activators of this enzyme in A. calcoaceticus ІMV B-7241 were calcium cations (5 mM), magnesium (10 mM) 
and zinc (0.001–0.01mM), R. erythropolis ІMV Ac-5017 − calcium (5 mM), N. vaccinii IMV B-7405 − calcium (5 and 10 mM), 
sodium (25−100 mM), potassium (50 and 100 mM). Additional introduction or increase the content of enzyme activators 
in cultivation medium of studied strains was accompanied by increasing activity of NADP+-dependent glutamate dehydrogenase 
in 1.5-3 times compared with that in the base medium. 

The possibility of regulating biological properties of final product during cultivation of surfactants producer are discussed. 
The obtained results suppose modification of microbial surfactants characteristics with the change in cultivation medium 
of cations content − activators and/or inhibitors of key enzymes biosynthesis of component surfactants responsible for spe-
cific biological properties.

Keywords: Acinetobacter calcoaceticus IMV B-7241, Rhodococcus erythropolis IMV Ac-5017, Nocardia vaccinii IMV 
B-7405, surfactants, activators of NADP+-dependent glutamate dehydrogenase

For citation: Pirog T. P., Shevchuk T. A., Savenko I. V., Lutsai D. A. Influence of cations on NADP+-dependent gluta-
mate dehydrogenase activity in bacteria of genera Acinetobacter, Rhodococcus and Nocardia − producers of surfactants.  
Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnych navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences 
of Belarus. Biological series, 2017, no. 4, pp. 67‒74 (in Russian).

Введение. Интерес исследователей к нетоксичным биодеградабельным микробным поверх-
ностно-активным веществам (ПАВ) обусловлен широким спектром их возможного практическо-
го использования, в том числе в медицине [1]. Повышение резистентности микроорганизмов 
к антибиотикам и другим биоцидам способствовало поиску новых эффективных антимикроб-
ных средств [2]. На сегодняшний день используются альтернативные антибиотикам препараты 
биологического происхождения (пробиотики, бактериофаги, ферменты) и активно исследуются 
новые потенциальные биоциды (микробные ПАВ, пептиды, бактериоцины, лектины и др.) [3, 4]. 
Несмотря на большое количество публикаций, касающихся антимикробной активности микроб-
ных ПАВ, применение этих продуктов микробного синтеза в медицине остается весьма ограни-
ченным [4]. Коммерческим аминолипидом является даптомицин, производимый Cubist Pharmaceuticals 
под названием Cubicin® [5]. Этот препарат был одобрен в 2003 г. для лечения кожных инфекций, 
вызванных метициллин-резистентным золотистым стафилококком и другими грамположитель-
ными патогенными микроорганизмами. 

Ранее нами показано [6], что штаммы Acinetobacter calcoaceticus IМВ В-7241, Rhodococcus 
erythropolis IМВ Ас-5017 и Nocardia vaccinii ІМВ В-7405 способны синтезировать ПАВ, облада- 
ющие антимикробной активностью. 

В работах [7, 8] установлена зависимость антимикробных свойств ПАВ N. vaccinii ІМВ В-7405 
и A. calcoaceticus IМВ В-7241 от условий культивирования продуцентов. Это может быть обуслов-
лено тем, что микробные ПАВ являются вторичными метаболитами и, как правило, синтезируют-
ся в виде комплекса подобных соединений [1], соотношение которых может изменяться в раз-
личных условиях культивирования продуцентов, что сопровождается изменением биологиче-
ских свойств целевого продукта. 

По химической природе ПАВ A. calcoaceticus IМВ В-7241, N. vaccinii ІМВ В-7405 и R. erythropolis 
ІМВ Ас-5017 являются комплексом нейтральных, глико-, фосфо- и аминолипидов [9]. Согласно 
литературным данным [4, 10], аминолипиды являются более эффективными антимикробными 
агентами, чем гликолипиды, а нейтральные и фосфолипиды характеризуются очень слабой анти-
микробной активностью. Следовательно, повышенное содержание в составе комплекса аминоли-
пидов может сопровождаться усилением антимикробной активности ПАВ. Однако на сегодняш-
ний день влияние условий культивирования продуцента на биологические свойства ПАВ и воз-
можность их регуляции остается вне внимания исследователей, хотя первые работы, в которых 
представлены данные о взаимосвязи химического состава микробных ПАВ и их свойств, были 
опубликованы около 15 лет назад [11]. Тем не менее, в работе [12] отмечается, что биосинтез ами-
нолипидов с заранее заданными свойствами невозможен, а достичь этого можно только в резуль-
тате постферментационной химической модификации синтезированных ПАВ. 

По нашему мнению, выявление возможных активаторов и/или ингибиторов ключевых фер-
ментов биосинтеза компонентов ПАВ с последующей соответствующей модификацией состава 
питательной среды позволит регулировать состав комплекса ПАВ, а следовательно, и свойства 
целевого продукта. Ранее установлено [13−15], что ключевым ферментом биосинтеза аминоли-
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пидов у A. calcoaceticus IМВ В-7241, N. vaccinii ІМВ В-7405 и R. erythropolis ІМВ Ас-5017 являет-
ся НАДФ+-зависимая глутаматдегидрогеназа.

Цель данной работы – исследовать влияние одно- и двухвалентных катионов на активность 
НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы у A. calcoaceticus IМВ В-7241, R. erythropolis IМВ Ас-5017 
и N. vaccinii ІМВ В-7405.

Объекты и методы исследования. Объекты исследования – штаммы Rhodococcus erythro- 
polis ЭК-1, Acinetobacter calcoaceticus К-4 и Nocardia vaccinii K-8, зарегистрированные в Депозита- 
рии микроорганизмов Института микробиологии и вирусологии им. Д. К. Заболотного Националь- 
ной академии наук Украины под номерами IМВ Ac-5017, IМВ В-7241 и IМВ В-7405 соответственно. 

R. erythropolis IМВ Ac-5017 выращивали в жидкой минеральной среде (г/л): NaNO3 – 
1,3, MgSO4∙7H2O – 0,1; NaCl – 1,0; Na2HPO4 – 0,6; KH2PO4 – 0,14; FeSO4·7H2O – 0,01; рН 6,8–7,0 (ба-
зовая среда). В одном из вариантов в среду дополнительно вносили СaCl2 в концентрации 0,1 г/л. 
В качестве субстрата использовали этанол в концентрации 1 % (по объему). 

Для культивирования A. calcoaceticus IМВ В-7241 использовали питательную среду следу- 
ющего состава (г/л): (NH2)2CO – 0,35; MgSO4·7H2O – 0,1; NaCl – 1,0; Na2HPO4 – 0,6; KH2PO4 – 0,14; 
Сu2+ (0,16 мкМ) в виде раствора CuSO4·5H2O с концентрацией 4 мг/100 мл и Fe2+ (3,6 мкМ) в виде 
1 %-ного раствора FeSO4·7H2O; рН 6,8–7,0 (базовая среда). В одном из вариантов в среду допол-
нительно вносили СaCl2 в концентрации 0,1 и 0,2 г/л, а также Zn2+ (38 мкМ) в виде раство- 
ра ZnSO4∙7H2O с концентрацией 1,1 г/100 мл. Источник углерода – этанол в концентрации 1 % 
(по объему). 

Штамм N. vaccinii ІМВ В-7405 выращивали в синтетической питательной среде (г/л): NaNO3 – 
0,5; MgSO4∙7H2O – 0,1; СaCl2 – 0,1; KH2PO4 – 0,1; FeSO4∙7H2O – 0,1; дрожжевой автолизат – 0,5 % 
(по объему) (базовая среда). В одном из вариантов содержание СaCl2 в среде повышали до 0,2 
и 0,4 г/л. Источник углерода и энергии − глицерин в концентрации 1,0 % (по объему). 

В качестве инокулята использовали культуры в экспоненциальной фазе роста, выращенные 
на соответствующих базовых средах, содержащих 0,5 % (по объему) субстрата. Количество по-
севного материала (104–105 кл/мл) составляло 5–10 % от объема питательной среды. Культивиро- 
вание бактерий осуществляли в колбах объемом 750 мл со 100 мл среды на качалке (320 об/мин) 
при 28–30 °С в течение 24−48 ч.

Для получения бесклеточных экстрактов культуральную жидкость после культивирования 
исследуемых штаммов центрифугировали (4000 g, 15 мин, 4 °С). Осадок клеток дважды отмывали 
от остатков среды 0,05 М К+-фосфатным буфером (рН 7,0), центрифугируя (4000 g, 15 мин, 4 °С). 
Отмытые клетки ресуспендировали в 0,05 М К+-фосфатном буфере (рН 7,0) и разрушали ультра-
звуком (22 кГц) 3 раза по 40 с при 4 °С на аппарате УЗДН-1. Дезинтеграт центрифугировали 
(12 000 g, 30 мин, 4 °С), осадок отбрасывали, надосадочную жидкость использовали в качестве 
бесклеточного экстракта. 

Активность НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы (КФ 1.4.1.4) анализировали по обра-
зованию глутамата при окислении НАДФН при 340 нм [16]. При исследовании влияния катио- 
нов на активность НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы в реакционную смесь вносили 
0,001−0,01 мМ Mn2+, Co2+, Zn2+ в виде растворов солей MnSO4∙H2O, CoSO4∙7H2O и ZnSO4∙7H2O, 
а также 0,01−10 мМ Ca2+, Mg2+ и 25−100 мМ Na+, K+ в виде растворов солей CaCl2, MgSO4·7H2O, 
NaCl и KCl соответственно.

Активность ферментов выражали в нмоль полученного за 1 мин продукта реакции (НАДФ) 
в пересчете на 1 мг белка. Содержание белка в бесклеточных екстрактах определяли по Bradford. 
Активность ферментов анализировали при 28–30 °С – температуре, оптимальной для роста 
A. calcoaceticus IМВ В-7241, R. erythropolis IМВ Ас-5017 и N. vaccinii ІМВ В-7405.

Все опыты проводили в 3 повторностях, количество параллельных определений в экспери-
ментах составляло от 3 до 5. Статистическую обработку экспериментальных данных проводили, 
как описано ранее [13−15]. Различия средних показателей считали достоверными при уровне 
значимости р < 0,05.

Результаты и их обсуждение. В табл. 1 представлены данные по зависимости активности 
НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы у A. calcoaceticus IМВ В-7241, R. erythropolis IМВ Ас-5017 
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и N. vaccinii ІМВ В-7405 от концентрации различных одно- и двухвалентных катионов в реак- 
ционной смеси. Выбор катионов обусловлен тем, что, согласно литературным данным [17−22], 
они (в исследуемом нами диапазоне концентраций) являются ингибиторами или активаторами 
НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы у различных микроорганизмов. 

Так, у архей Thermococcus sp. активность этого фермента повышалась на 135, 104 и 250 % 
в присутствии 5 мМ CaCl2, MgCl2 и MnCl2 соответственно [17]. Позже [18] было установлено, что 
катионы кальция и магния являются активаторами НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы 
и у архей Thermococcus waiotapuensis: при наличии 10 мМ CaCl2 и 10 мМ MgSO4 наблюдали уве-
личение активности в 1,3 раза по сравнению с таковой без катионов металлов. У аэробных ги-
пертермофильных архей Aeropyrum pernix K1 активаторами фермента являются катионы калия 
и натрия в концентрации 50–200 мМ [19]. 

Данные о влиянии катионов цинка на активность НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы 
у микроорганизмов появились в 1980 г. [20], однако до настоящего времени в литературе имеют-
ся лишь отдельные такие сообщения. В работе [20] отмечается, что в зависимости от концентра-
ции Zn2+ может быть либо активатором, либо ингибитором этого фермента: при концентрации 
менее 0,1 мМ активность глутаматдегидрогеназы у Mycobacterium smegmatis повышалась, а при кон-
центрации катионов цинка более 0,1 мМ наблюдали ингибирование активности фермента. В при-
сутствии 1 мМ Zn2+ активность НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы у Escherichia coli сни-
жалась на 40 % [21], повышение концентрации ZnCl2 до 5 мМ сопровождалось ингибированием 
активности этого фермента у Aspergillus terreus [22].

Данные, представленные в табл. 1, свидетельствуют, что катионы кальция в концентрации 5 мМ 
являются активатором НАДФ+-глутаматдегидрогеназы у всех исследуемых штаммов (увеличение 
активности в 1,3−1,5 раза). Повышение концентрации Cа2+ до 10 мМ в реакционной смеси со- 

Т а б л и ц а  1.  Влияние катионов на активность НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы 
у A. calcoaceticus ІМВ В-7241, N. vaccinii ІМВ В-7405 и R. erythropolis ІМВ Ас-5017

T a b l e  1.  Influence of cations on the activity of NADP+-dependent glutamate dehydrogenase 
A. calcoaceticus ІMV B-7241, N. vaccinii ІMV B-7405 and R. erythropolis ІMV Ac-5017

Катион Концентрация 
в реакционной смеси, мМ

Активность в клетках штаммов, нмоль·мин−1·мг−1 белка

ІМВ В-7241 ІМВ В-7405 ІМВ Ас-5017

Без катионов 0 345 ± 17 476 ± 23 236 ± 11
Cа2+ 0,01 Н. о. 794 ± 39 Н. о.

5 431 ± 21 635 ± 32 353 ± 17
10 517 ± 25 794 ± 39 117 ± 5

Mg2+ 0,01 310 ± 15 450 ± 22 Н. о.
5 345 ± 17 464 ± 23 118 ± 6
10 517 ± 25 476 ± 23 59 ± 3

Mn2+ 0,001 340 ± 17 159 ± 8 59 ± 3
0,005 344 ± 17 140 ± 7 236 ± 11
0,01 310 ± 15 240 ± 12 118 ± 6

Zn2+ 0,001 580 ± 29 238 ± 11 59 ± 3
0,005 580 ± 29 238 ± 11 59 ± 3
0,01 397 ± 19 159 ± 8 59 ± 3

Co2+ 0,001 340 ± 17 238 ± 11 59 ± 3
0,005 344 ± 17 238 ± 11 59 ± 3
0,01 345 ± 17 159 ± 8 59 ± 3

Na+ 25 305 ± 15 635 ± 31 174 ± 8
50 290 ± 14 635 ± 31 174 ± 8
100 189 ± 9 1111 ± 55 194 ± 9

K+ 25 345 ± 17 Н. о. 209 ± 10
50 289 ± 14 794 ± 39 236 ± 11
100 245 ± 12 1111 ± 55 236 ± 11

П р и м е ч а н и е. Активность ферментов определяли в клетках бактерий, выращенных 
до середины экспоненциальной фазы. Н. о. – не определяли.
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провождалось увеличением в 1,2−1,3 раза активности фермента у A. calcoaceticus IМВ В-7241 
и у N. vaccinii ІМВ В-7405 и ее снижением в 3 раза у R. erythropolis IМВ Ас-5017 (по сравнению 
с его активностью в присутствии 5 мМ Cа2+). Отметим, что активирующее влияние катионов 
кальция на глутаматдегидрогеназу N. vaccinii ІМВ В-7405 проявлялось в широком диапазоне 
концентраций (0,01−10 мМ).

В отличие от катионов кальция, в присутствии Mg2+ (10 мМ) и Zn2+ (0,001−0,01 мМ) увеличение 
глутаматдегидрогеназной активности наблюдали только у штамма A. calcoaceticus IМВ В-7241. 
Активаторами фермента, функционирующего у N. vaccinii ІМВ В-7405, оказались катионы ка-
лия и натрия. Активность НАДФ+-глутаматдегидрогеназы у R. erythropolis IМВ Ас-5017 ингиби-
ровали катионы марганца, цинка и кобальта (табл. 1). 

На основании полученных данных предположили, что глутаматдегидрогеназную активность 
в клетках бактерий можно повысить путем внесения в среду культивирования A. calcoaceticus 
IМВ В-7241 катионов цинка и кальция, повышения концентрации катионов магния, а также до-
бавления в среду для выращивания R. erythropolis IМВ Ас-5017 Cа2+ и увеличения концентрации 
этих катионов в среде культивирования N. vaccinii ІМВ В-7405.

Дальнейшие эксперименты подтвердили наше предположение (табл. 2, см. рисунок). Так, при на-
личии в среде Zn2+ (38 мкМ), Mg2+ (0,2 и 0,4 г/л), Cа2+ (0,1 и 0,2 г/л) активность НАДФ+-зависимой 
глутаматдегидрогеназы в клетках A. calcoaceticus IМВ В-7241 повышалась в 2−3 раза по сравне-
нию с активностью  на базовой среде без катионов цинка и кальция и с более низкой концентра-
цией катионов магния (табл. 2). Повышение в среде культивирования N. vaccinii ІМВ В-7405 со-
держания Cа2+ до 0,4 г/л сопровождалось увеличением глутаматдегидрогеназной активности 
в 1,5 раза (см. рисунок). При дополнительном внесении Cа2+ (0,1 г/л) в среду для выращивания 
R. erythropolis IМВ Ас-5017 наблюдали повышение активности фермента почти в 2 раза.

Т а б л и ц а  2.  Активность НАДФ+-глутаматдегидрогеназы у А. calcoaceticus ІМВ В-7241 
в зависимости от концентрации катионов цинка, магния и кальция в среде культивирования

T a b l e  2.  The activity of NADP+-dependent glutamate dehydrogenase A. calcoaceticus ІMV B-7241 
depending on the concentration of the cations of zinc, magnesium and calcium in cultivation medium

Концентрация катионов в среде культивирования, г/л Активность, 
нмоль·мин−1·мг−1 белкаZnSO4·7Н2О MgSO4·7Н2О CaCl2

0* 0,1* 0* 380 ± 19
0 0,2 0 1140 ± 57
0 0,4 0 956 ± 47
0 0,1 0,1 920 ± 46
0 0,1 0,2 734 ± 36

38 мкМ 0,1 0 897 ± 45

П р и м е ч а н и е.  * − контроль (базовая среда).

Отметим, что реальное содержание катионов в клетках бактерий отличается от их концентра-
ции в среде культивирования, а величина ферментативной активности в бесклеточном экстрак- 
те не всегда соответствует скорости реального процесса в интактных клетках, которая зависит 
не только от содержания фермента, но и от пула субстратов, регуляции фермента и т. д. Тем не ме-
нее, внесение в питательную среду активаторов или повышение их концентрации позволило уве-
личить активность НАДФ+-зависимой глутаматдегидрогеназы у исследуемых штаммов. 

Аналогичный прием был использован нами ранее для интенсификации синтеза микробного 
полисахарида этаполана на этаноле и ПАВ R. erythropolis IМВ Ас-5017 на н-гексадекане [13].

Так, исследование особенностей С2-метаболизма у Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 (продуцент эта-
полана) показало, что ацетил-КоА-синтетазная реакция является скорость-лимитирующей. Исклю- 
чение Na+ (ингибитор фермента) из состава среды культивирования штамма ІМВ В-7005 и повыше-
ние содержания катионов калия (активатор) позволили устранить лимитирование С2-метаболизма 
и повысить активность ацетил-КоА-синтетазы в 3 раза, а также запустить процесс синтеза эта-
полана на незабуференной среде, содержание солей в которой снижено в 4 раза (до 2,95 г/л). 
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Изучение метаболизма н-гексадекана у R. erythropolis ІМВ Ас-5017 позволило определить усло-
вия культивирования бактерий, обеспечивающие повышение синтеза ПАВ в 4 раза. Установле- 
но, что у штамма ІМВ Ас-5017 катионы калия являются ингибиторами алкангидроксилазы 
и НАДФ+-зависимой альдегиддегидрогеназы, а катионы натрия – активаторами этих ферментов. 
Снижение в среде с н-гексадеканом концентрации К+ до 1 мМ, повышение содержания Na+ до 35 мМ, 
внесение 36 мкМ Fe2+, необходимого для функционирования алкангидроксилазы, сопровожда-
лось увеличением активности ключевых ферментов метаболизма н-гексадекана, а также повы-
шением количества синтезированных ПАВ.

Заключение. Результаты, представленные в настоящей работе, подтверждают полученные 
ранее данные о возможности повышения активности ключевых ферментов биосинтеза целевого 
продукта в результате модификации состава питательной среды путем изменения в ней содержа-
ния активаторов (ингибиторов) этих ферментов. Вполне вероятно, что результатом такой актива-
ции ключевых ферментов может быть не только интенсификация синтеза целевого продукта 
(как установлено нами ранее [13]), но и регуляция его биологических свойств, что в перспективе 
позволит получать продукты со стабильными, заранее заданными, в зависимости от сферы их 
практического использования, свойствами.

Кроме того, полученные результаты указывают на необходимость проведения исследований 
по влиянию условий культивирования продуцентов на биологические свойства синтезирован-
ных целевых продуктов микробного синтеза.
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ВЛИЯНИЕ САЛИЦИЛОВОЙ КИСЛОТЫ НА РИЗОГЕНЕЗ 
РАСТЕНИЙ-РЕГЕНЕРАНТОВ ПОДВОЕВ ЯБЛОНИ В КУЛЬТУРЕ IN VITRO

Аннотация. В ходе исследований выявлено ингибирующее влияние салициловой кислоты на выход укорененных 
растений-регенерантов подвоя 54-118, которое усиливалось с увеличением ее концентрации. При использовании са-
лициловой кислоты в высокой концентрации 2,0 и 3,0 мг/л данный показатель составил 9,71 ± 2,29 и 4,17 ± 2,08 % 
соответственно. Отмечено негативное влияние высоких концентраций салициловой кислоты на закладку, рост кор-
ней, коэффициент развития корневой системы у подвоя 54-118 на протяжении первых 3 недель субкультивирования. 

На выход укорененных растений-регенерантов подвоя 106-13 аналогичного ингибирующего влияния не наблю-
далось. Выход укорененных растений варьировался от 78,21 ± 3,81 % (без салициловой кислоты) до 90,47 ± 4,76 % 
(1,5 мг/л салициловой кислоты). Салициловая кислота ни в одной из изученных концентраций не оказала влияние 
на количество корней, коэффициент развития корневой системы у подвоя 106-13 в условиях in vitro, но в высокой 
концентрации (3,0 мг/л) ингибировала рост корней на протяжении всего времени субкультивирования.

Ключевые слова: яблоня, подвои 106-13 и 54-118, ризогенез, культура in vitro, салициловая кислота
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EFFECT OF SALICYLIC ACID ON RHYZOGENESIS OF APPLE ROOTSTOCK MICROPLANTS 
IN IN VITRO CONDITIONS 

Abstract. The inhibiting influence of salicylic acid on percentage of rooted microplants of rootstock 54-118 was revealed 
(negative effect increase with increase of salicylic acid concentration). When using salicylic acid in concentration 2.0 and 3.0 mg/l, 
percentage of rooted microplants was 9.71 ± 2.29 and  4.17 ± 2.08 % respectively. Negative effect of high dose of salicylic acid 
on root number, root growth and root system development coefficient for 54-118 was found out after first 3 week of cultivation.

There was no similar inhibiting influence on percentage of rooted microplants of 106-13. Percentage of rooted microplants 
varied from 78.21 ± 3.81 (without salicylic acid) to 90.47 ± 4.76 % (1.5 mg/l of salicylic acid). In all studied concentrations 
salicylic acid didn’t influence on number of roots, on root system development coefficient of 106-13 microplants. In high con-
centration (3.0 mg/l) salicylic acid inhibited root growth of 106-13 microplants.

Keywords: apple rootstock 106-13 and 54-118, rhyzogenesis, in vitro culture, salicylic acid
For citation: Shaporeva V. A., Zmushko A. A., Kolbanova E. V. Effect of salicylic acid on rhyzogenesis of apple rootstock 

microplants in in vitro conditions. Seryya biyalagichnych navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. 
Biological series, 2017, no. 4, pp. 75‒80  (in Russian).5

Введение. В структуре плодовых насаждений Республики Беларусь яблоня занимает более 
90 % площадей и является одной из приоритетных для страны культур [1]. 

Выращивание здорового посадочного материала и ускоренное размножение высококаче-
ственных подвоев плодовых культур является перспективным направлением в интенсификации 
плодоводства во всем мире, в том числе и в Беларуси [2, 3]. 

Культура in vitro позволяет освободить растения от значительного числа фитовирусов [4–7]. 
Другие преимущества этого метода по сравнению с традиционным вегетативным размножением: 
возможность получения необходимого числа растений из небольшого количества исходного материа-
ла, экономия площадей и рабочей силы, уменьшение расходов, возможность обмена растительным 
материалом без риска переноса патогенов как внутри страны, так и в международном масштабе [8]. 
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Ризогенез – важный этап размножения растений in vitro [9]. Усилить ризогенез пробирочных 
растений можно культивируя их на питательных средах, содержащих вещества с иммуностимули-
рующей активностью, например фенолкарбоновые кислоты [10]. Одной из самых распространенных 
и доступных фенолкарбоновых кислот является салициловая, которую причисляют к стрессо-
вым фитогормонам [11]. М. Т. Упадышев, А. В. Гуськов, А. Д. Петрова предлагают использовать 
салициловую кислоту в качестве регулятора ризогенеза у плодовых и ягодных культур [10, 12].

Цель исследования – выявить влияние салициловой кислоты на процесс ризогенеза in vitro 
подвоев яблони 106-13 и 54-118. 

Материалы и методы исследования. Исследования проводили в отделе биотехнологии 
РУП «Институт плодоводства» в 2015–2016 гг.

Объект исследований: подвои яблони 106-13 и 54-118, районированные в Беларуси. Для ризо-
генеза in vitro использовали растения-регенеранты данных подвоев после 7-го субкультивиро- 
вания в культуре in vitro и агаризованную среду: 1/2 макро- и микросолей, 1/2 хелата железа 
по Мурасиге и Скуга (MS), дополненную витаминами В1, В6, РР (по 0,5 мг/л), витамином С (1 мг/л), 
глицином (2 мг/л), с исключением мезоинозита, с пониженным содержанием сахарозы (20 г/л) 
и различным содержанием салициловой кислоты (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 мг/л) в сочетании с β-индо- 
лилмасляной кислотой (ИМК) в концентрации 1,0 мг/л. Питательная среда без добавления сали-
циловой кислоты, но с ИМК в концентрации 1,0 мг/л являлась контролем. 

Длительность субкультивирования составляла 6 недель. Условия культивирования растений-
регенерантов in vitro: освещение (лампы NARVA LT, 36 W) 2,5–3 тыс. лк, температура 20–22 °С 
и фотопериод 16/8 ч.

Влияние концентрации салициловой кислоты оценивали через 3 и 6 недель культивирова-
ния, учитывая долю укоренившихся растений-регенерантов (%), среднее количество корней (шт.), 
среднюю длину корней (см), коэффициент развития корневой системы. Показатель коэффициент 
развития корневой системы вычисляли по формуле Nкорней·Lкорней/10, где Nкорней – число корней 
на растение-регенерант; Lкорней – средняя длина корней [13].

Опыт был заложен в 3-кратной повторности, по 20 растений-регенерантов в каждой.
Статистическую обработку проводили, используя ANOVA, однофакторный дисперсионный анализ, 

критерий Дункана при р < 0,05 для сравнения средних величин (n = 3) в программе Statistica 10.0.
Результаты и их обсуждение. Ризогенез подвоя 106-13. В результате проведения однофак-

торного дисперионного анализа после 3 недель субкультивирования выявлено влияние (р < 0,01) 
салициловой кислоты на количество укоренившихся растений-регенерантов и среднюю длину 
их корней. Однако в конце субкультивирования достоверного влияния салициловой кислоты 
на изучаемые показатели не наблюдалось. 

Как видно из табл. 1, выход укорененных растений-регенерантов в контрольном варианте без до-
бавления салициловой кислоты был высоким (75,83 ± 4,39 %) уже через 3 недели субкультивирования 
и в конце пассажа составил 78,21 ± 3,81 %. Использование салициловой кислоты в концентрации 1,5 мг/л 
позволило увеличить долю укоренившихся растений в конце субкультивирования до 90,47 ± 4,76 %, 
что достоверно отличалось от контрольного варианта. Использование салициловой кислоты в других 

Т а б л и ц а  1.  Влияние салициловой кислоты на процесс корнеобразования у подвоя 106-13 
в условиях in vitro 

T a b l e  1.  Effect of salicylic acid on rooting process at the 106-13 rootstock in vitro

Концентрация 
салициловой кислоты, мг/л

Доля укоренившихся растений-регенерантов, % Среднее к-во корней, шт. Средняя длина корней, см

через 3 недели через 6 недель через 3 недели через 6 недель через 3 недели через 6 недель

0 (контроль) 75,83 ± 4,39ab 78,21 ± 3,81b 4,17 ± 0,56a 6,27 ± 0,66a 1,23 ± 0,18a 3,68 ± 0,09b

0,5 70,28 ± 1,53ac 89,44 ± 1,94a 4,66 ± 0,74a 6,21 ± 1,00a 1,45 ± 0,05a 3,04 ± 0,05a

1,0 64,29 ± 0,00c 83,33 ± 2,38ab 5,26 ± 0,24a 6,38 ± 0,29a 1,47 ± 0,07a 2,97 ± 0,35a

1,5 78,02 ± 0,55b 90,47 ± 4,76a 4,07 ± 0,55a 6,72 ± 0,15a 1,34 ± 0,06a 3,34 ± 0,07ab

2,0 76,67 ± 1,67ab 85,00 ± 0,00ab 4,83 ± 0,19a 6,96 ± 0,36a 1,30 ± 0,11a 3,23 ± 0,06ab

3,0 72,22 ± 0,00ab 87,04 ± 1,85ab 3,95 ± 0,25a 7,96 ± 0,29a 0,76 ± 0,17b 3,07 ± 0,18a

П р и м е ч а н и е.  Данные с одинаковыми буквами по столбцам статистически не различаются при р < 0,05 
(критерий Дункана). В табл. 1–4 приведены средние значения ± стандартная ошибка.



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2017. № 4. C. 75–80 77

концентрациях (1,0; 2,0 и 3,0 мг/л) привело к укоренению от 83,33 до 87,04 % растений-регене-
рантов, но достоверных отличий как между собой, так и по сравнению с контролем не выявлено.

Салициловая кислота ни в одной из изученных концентраций не оказала влияние на коли- 
чество корней у подвоя 106-13 в условиях in vitro, но в высокой концентрации (3,0 мг/л) ингиби-
ровала рост корней на протяжении всего времени субкультивирования. Средняя длина корней 
через 3 недели на среде с добавлением салициловой кислоты в концентрации 3,0 мг/л составила 
0,76 ± 0,17 см, что в 1,6 раза меньше, чем на среде без ее добавления. Данное ингибирующее вли-
яние сохранилось и к концу культивирования растений (табл. 1). 

В целом салициловая кислота не оказала влияния на коэффициент развития корневой систе-
мы у подвоя 106-13, и в конце субкультивирования данный показатель варьировался от 2,02 ± 0,32 
до 2,50 ± 0,20 в зависимости от варианта опыта (табл. 2). 

Т а б л и ц а  2.  Влияние салициловой кислоты на коэффициент развития корневой системы подвоя 
яблони 106-13 в условиях in vitro 

T a b l e  2.  Effect of salicylic acid on rooting process of Apple rootstock 106-13 in vitro

Концентрация салициловой кислоты, мг/л
Коэффициент развития корневой системы

через 3 недели через 6 недель

0 (контроль) 0,74 ± 0,16 2,41 ± 0,25
0,5 0,60 ± 0,18 2,02 ± 0,32
1,0 0,83 ± 0,07 2,18 ± 0,13
1,5 0,64 ± 0,11 2,28 ± 0,06
2,0 0,72 ± 0,08 2,30 ± 0,13
3,0 1,00 ± 0,66 2,50 ± 0,20

П р и м е ч а н и е.  Приведенные в столбцах данные статистически не раз-
личаются при р < 0,05 (критерий Дункана).

Ризогенез подвоя 54-118. В ходе исследования установлено достоверное влияние (р ˂ 0,001) 
салициловой кислоты на количество укоренившихся растений-регенерантов через 3 и 6 недель 
субкультивирования и достоверное влияние (р ˂ 0,001) на среднее количество, длину корней 
и коэффициент развития корневой системы только через 3 недели субкультивирования.

Установлено негативное влияние салициловой кислоты на ризогенез подвоя 54-118. Во всех 
изученных концентрациях (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 мг/л) она достоверно снижала долю укоренив-
шихся растений-регенерантов. Минимальной она была во все сроки укоренения на среде с со-
держанием салициловой кислоты в максимальной концентрации 2,0 и 3,0 мг/л – 9,71 ± 2,29 
и 4,17 ± 2,08 % соответственно (табл. 3). 

Отмечено негативное влияние высоких концентраций салициловой кислоты на закладку, рост 
корней, коэффициент развития корневой системы у подвоя 54-118 на протяжении 3 недель суб-
культивирования. Среднее количество корней на растение на средах с 2,0 и 3,0 мг/л салициловой 
кислоты составило 1,17 ± 0,17 и 1,67 ± 0,88 шт., что достоверно отличалось от контроля (8,39 ± 1,19 шт.). 

Т а б л и ц а 3. Влияние салициловой кислоты на процесс корнеобразования у подвоя 54-118 
в условиях in vitro 

T a b l e 3. Effect of salicylic acid on rooting process at the 54-118 rootstock in vitro

Концентрация салициловой 
кислоты, мг/л

Доля укоренившихся растений-регенерантов, % Среднее к-во корней, шт. Средняя длина корней, см

через 3 недели через 6 недель через 3 недели через 6 недель через 3 недели через 6 недель

0 (контроль) 70,37 ± 1,85e 77,77 ± 0,00e 8,39 ± 1,19a 9,05 ± 1,11a 1,56 ± 0,14d 3,11 ± 0,17ab

0,5 26,67 ± 1,67a 31,67 ± 1,67a 7,56 ± 0,95a 7,40 ± 0,55a 0,70 ± 0,09b 2,13 ± 0,19ab

1,0 52,63 ± 0,00d 52,63 ± 0,00d 9,40 ± 0,75a 10,67 ± 1,05a 1,21 ± 0,04cd 3,58 ± 0,12b

1,5 25,88 ± 0,44a 31,05 ± 0,53a 7,53 ± 2,05a 8,06 ± 0,89a 0,95 ± 0,16bc 2,70 ± 0,38ab

2,0 9,71 ± 2,29c 9,71 ± 2,29c 1,17 ± 0,17b 3,83 ± 2,59a 0,33 ± 0,12a 1,73 ± 0,79a

3,0 4,17 ± 2,08b 4,17 ± 2,08b 1,67 ± 0,88b 8,33 ± 4,26a 0,17 ± 0,12a 1,87 ± 0,93ab

П р и м е ч а н и е.  Данные с одинаковыми буквами по столбцам статистически не различаются при р < 0,05 
(критерий Дункана).



78 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2017, no. 4, pp. 75–80 

Средняя длина корней на этих же средах была в 4,7 и 9,2 раза меньше, чем в контроле без сали-
циловой кислоты (табл. 3). В результате коэффициент развития корневой системы составил 
0,04 ± 0,01 и 0,05 ± 0,01, что было достоверно ниже, чем в контрольном варианте (1,32 ± 0,13) 
(табл. 4). Однако к концу субкультивирования данное негативное влияние сгладилось и досто-
верных различий по всем этим показателям не наблюдалось.

Т а б л и ц а  4.  Влияние салициловой кислоты на коэффициент развития корневой системы подвоя 
яблони 54-118 в условиях in vitro

T a b l e  4.  Effect of salicylic acid on rooting process of Apple rootstock 54-118 in vitro

Концентрация салициловой 
кислоты, мг/л

Коэффициент развития корневой системы

через 3 недели через 6 недель

0 (контроль) 1,32 ± 0,13ab 2,93 ± 0,37ab

0,5 0,83 ± 0,11a 2,04 ± 0,32ab

1,0 1,37 ± 0,19b 4,06 ± 0,40b

1,5 0,91 ± 0,28ab 2,58 ± 0,56ab

2,0 0,04 ± 0,01c 1,07 ± 0,91a

3,0 0,05 ± 0,01c 2,33 ± 1,19ab

П р и м е ч а н и е.  Данные с одинаковыми буквами по столбцам 
статистически не различаются при р < 0,05 (критерий Дункана).

Таким образом, нецелесообразно использовать салициловую кислоту в изученных концент- 
рациях для увеличения коэффициента развития корневой системы как подвоя 54-118, так и под-
воя 106-13. Сходные результаты получены Т. А. Красинской при изучении влияния салициловой 
кислоты на морфологическое и физиолого-биохимическое развитие подвоя вишни и черешни 
GiSelA 5. Ею показано, что применение фенолкарбоновых кислот совместно с ИМК на развитие 
корневой системы в целом не оказывает стимулирующего влияния [14–16]. 

Следует отметить, что салициловая кислота уменьшала длину корней у обоих изученных 
нами подвоев – 106-13 и 54-118. Кроме того, результаты исследований Н. П. Дорошенко показали, 
что использование салициловой кислоты стимулирует закладку корней у винограда в культуре 
in vitro, но отрицательно влияет на их рост в длину [17].

В литературе не имеется однозначных данных по влиянию салициловой кислоты на процесс уко-
ренения растений в культуре in vitro. А. Д. Петрова и М. Т. Упадышев [18] в своих исследованиях 
отмечают, что салициловая кислота в ряде случаев проявляет ингибирующие свойства. По данным 
О. В. Поротикова и соавт. [19], салициловая кислота в концентрации до 2 мг/л при добавлении в без-
гормональную среду индуцирует процесс ризогенеза, но повышенное ее содержание (20,7 мг/л) 
служит ингибирующим фактором у эксплантов ежевики Whitford Thornless. М. Т. Упадышев 
и А. В. Гуськов [10, 20] отмечали, что салициловая кислота, добавленная в питательную среду вместе 
с ИМК, стимулирует корнеобразование у побегов ряда плодовых и ягодных культур. Как правило, 
повышение укореняемости побегов отмечается в диапазоне концентраций салициловой кислоты 
от 1,0 до 5,0 мг/л, тогда как для оптимального роста корней предел допустимых концентраций 
ниже – от 0,7 до 2 мг/л.

А. Д. Петрова и М. Т. Упадышев [18] отмечают, что реакция растений на фенолкарбоновые 
кислоты зависит от сортовых и видовых особенностей культуры. Полученные нами данные также 
позволяют утверждать, что изученные подвои по-разному отреагировали на добавление в пита-
тельную среду салициловой кислоты. 

Заключение. Выявлено ингибирующее влияние салициловой кислоты на выход укоренен-
ных растений-регенерантов подвоя 54-118, которое усиливалось с увеличением ее концентрации. 
При использовании салициловой кислоты в высокой концентрации (2,0 и 3,0 мг/л) данный пока-
затель составил 9,71 ± 2,29 и 4,17 ± 2,08 % соответственно. Отмечено негативное влияние высо-
ких концентраций салициловой кислоты на закладку, рост корней, коэффициент развития корне-
вой системы у подвоя 54-118 на протяжении первых 3 недель субкультивирования. 

На выход укорененных растений-регенерантов подвоя 106-13 аналогичного ингибирующего 
влияния не наблюдалось. Выход укорененных растений варьировался от 78,21 ± 3,81 (без салици-



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2017. № 4. C. 75–80 79

ловой кислоты) до 90,47 ± 4,76 % (1,5 мг/л салициловой кислоты). Салициловая кислота ни в одной 
из изученных концентраций не оказала влияние на количество корней, коэффициент развития 
корневой системы у подвоя 106-13 в условиях in vitro, но в высокой концентрации (3,0 мг/л) инги-
бировала рост корней на протяжении всего времени субкультивирования.
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СЕЗОННАЯ ДИНАМИКА БИОХИМИЧЕСКОГО СОСТАВА КЛУБНЕЙ 
ТОПИНАМБУРА (HELIANTHUS TUBEROSUS L.) ПРИ ИНТРОДУКЦИИ В БЕЛАРУСИ

Аннотация. Исследованы сезонные изменения содержания сухих веществ, свободных органических и аскорби-
новой кислот, растворимых сахаров, пектиновых веществ, инулина, биофлавоноидов и показателя сахарокислотного 
индекса в подземных органах 5 модельных сортов топинамбура из коллекции ЦБС НАН Беларуси. Установлено, что 
интегральный уровень их питательной и витаминной ценности по совокупности 8 признаков у большинства таксо-
нов в осенний период года в 1,1–4,9 раза выше, чем в весенний, при этом наиболее выраженные различия отмечались 
у сорта Скороспелка, а у остальных сортов размер данного превышения отставал в 3,1–5,3 раза. Полученные данные 
однозначно свидетельствуют о большей целесообразности осеннего срока заготовки клубней по сравнению с весенним.

Ключевые слова: топинамбур, клубни, биохимический состав, питательная ценность, сортовые особенности, 
сезонные изменения
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SEASONAL DYNAMICS OF THE BIOCHEMICAL COMPOSITION OF JERUSALEM ARTICHOKE 
(HELIANTHUS TUBEROSUS L.) TUBERS AFTER INTRODUCTION IN BELARUS

Abstract. A comparative study of the biochemical composition of the tubers of 5 varieties of Jerusalem artichoke 
from the collection of Central botanical garden in the autumn and spring was conducted. The content of dry substances, free organic 
and ascorbic acids, soluble sugars, pectin substances, inulin, bioflavonoids and the index of the sugar-acid index were measured. 
It has been established that the integral level of nutritional and vitamin values by totality of eight determined characteristics 
was 1.1-4.9 times higher in the autumn than in spring with the most essential differences in the variety Skorospelka. The study 
unequivocally attests the greater expediency of the autumn term of harvesting of tubers, in comparison with spring.6

Keywords: Jerusalem artichoke, tubers, biochemical composition, nutritional value, varietal features, seasonal changes
For citation: Dubar D. A. Seasonal dynamics of the biochemical composition of jerusalem artichoke (Helianthus 

tuberosus L.) tubers after introduction in Belarus. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnych 
navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2017, no. 4, pp. 81‒87 (in Russian).

Введение. В настоящее время в растениеводстве расширяется использование топинамбура 
в качестве кормовой, пищевой, лекарственной и биоэнергетической культуры [1, 2]. Подземные 
органы данного растения являются ценным природным сырьем для производства продуктов лечебно-
профилактического питания благодаря высокому содержанию в них широкого спектра действующих 
веществ и в первую очередь фруктозанов. Важнейшим компонентом углеводного пула клубней то-
пинамбура является инулин, используемый в профилактике и лечении сахарного диабета [3, 4]. 
Вместе с тем результаты исследований Д. А. Гусевой и Л. И. Горшковой [5] убедительно показали, 
что качественный и количественный состав углеводного комплекса клубней топинамбура зависит 
от сроков их заготовки. В связи с этим весьма актуальным являлось сравнительное исследование 
параметров накопления в них ряда действующих веществ в весенний и осенний периоды года. 

Логично предположить, что процесс перезимовки клубней топинамбура в почве может сопро-
вождаться значительным расходованием органических соединений на поддержание метаболиз-
ма в холодное время года, тогда как в период вегетации в подземных органах растений, напро-
тив, происходит активное их накопление. Можно также предположить, что темпы биосинтеза 
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действующих веществ у разных сортов топинамбура будут заметно различаться, что и обусло-
вит к концу сезона определенные генотипические различия в их биохимическом составе.

С целью выявления профилирующих тенденций в изменении содержания действующих ве-
ществ разной химической природы в подземных органах топинамбура на протяжении сезона про-
ведено сравнительное исследование наиболее продуктивных сортов данного вида из коллекции 
Центрального ботанического сада НАН Беларуси в начале и в конце вегетационного периода 2014 г.

Объекты и методы исследования. В качестве объектов исследования были взяты весенние 
(перезимовавшие) и осенние клубни одного вегетационного периода 5 модельных сортов топи-
намбура – Скороспелка, Михайловский, Интерес-21, Сиреники-1 и Десертный.

При оценке биохимического состава клубней обозначенных таксонов в свежих усредненных 
пробах определяли содержание: сухих веществ – по ГОСТ 28561-90 [6], аскорбиновой кислоты 
(витамина С) – стандартным индофенольным методом [7], титруемых кислот (общей кислотности) – 
объемным методом [7]. В высушенных при температуре 50−60 °С усредненных пробах определя-
ли содержание растворимых сахаров – ускоренным полумикрометодом [8], инулина – спектро-
фотометрическим методом [9], суммы пектиновых веществ – кальций-пектатным методом [10], 
суммы фенольных соединений – модифицированным колориметрическим методом Фолина−
Чокалтеу [11]. Все аналитические определения выполнены в трехкратной биологической повтор-
ности. Для статистической обработки данных использовали программу Excel.

Результаты и их обсуждение. Сравнительное исследование биохимического состава под-
земных органов топинамбура в начале и в конце вегетационного периода 2014 г. выявило сход-
ные и вместе с тем сравнительно широкие диапазоны варьирования его отдельных характерис- 
тик в сортовом ряду, соответствовавшие данным, приведенным в отечественной и зарубежной 
литературе [12−17]. По нашим оценкам, содержание сухих веществ в клубнях исследуемых сор- 
тов топинамбура в весенний период года варьировалось в таксономическом ряду в диапазоне 
значений от 20,7 до 26,5 %, в осенний – в диапазоне от 21,5 до 28,5 %.

Общеизвестно, что подземные органы топинамбура не отличаются повышенным накоплением 
свободных органических кислот, представленных в основном лимонной, яблочной, малоновой, 
янтарной и фумаровой [14]. Их содержание в сухой массе клубней после перезимовки не превы-
шало 0,97–1,22 %, в осенний – 1,36–1,63 %. При этом содержание аскорбиновой кислоты было 
также незначительным и составляло соответственно 33,3–52,6 и 39,9–67,1 мг%, что свидетель-
ствовало о невысокой способности клубней топинамбура к биосинтезу витамина С.

Отличительной чертой данного вида является богатый углеводный состав его клубней, что отме-
чают все исследователи [14, 18]. В связи с предполагаемым расходованием растворимых сахаров 
на поддержание метаболизма подземных органов в зимнее время года следовало ожидать значитель-
ного истощения к весне запасов этих углеводов в клубнях. Однако, по нашим оценкам, их содержание 
оказалось весьма высоким и вполне сопоставимым с данными других авторов даже для осенних 
клубней [3–5, 14]. При этом диапазон варьирования содержания растворимых сахаров в таксономи-
ческом ряду был в пределах от 52,3 до 66,0 % сухой массы, что свидетельствовало о слабой выра-
женности генотипических различий. В осенний период года содержание данных углеводов в под-
земных органах топинамбура оказалось заметно меньшим, нежели в весенний, и варьировалось 
в таксономическом ряду в диапазоне более низких значений – от 39 до 54,3 %. В отличие от раство-
римых сахаров, для показателя сахарокислотного индекса, характеризуемого соотношением содер-
жания последних и свободных органических кислот и указывающего на органолептические свойства 
клубней топинамбура, в начале сезона установлен весьма широкий диапазон изменения в таксоно-
мическом ряду – от 46,9 до 63,3 %, тогда как значения данного показателя в осенний период также 
заметно уступали таковым в весенний период, варьируясь в диапазоне от 24,4 до 38,6 %, что обуслов-
лено не только более низким уровнем накопления в них растворимых сахаров, но и повышенным 
содержанием свободных органических кислот. При этом общее содержание пектиновых веществ 
в сухой массе клубней и в начале, и в конце вегетационного периода варьировалось в таксономи-
ческом ряду в сходных диапазонах значений – от 9,2 до 17,7 % и от 11,2 до 15,9 % соответственно.

Уникальность углеводного комплекса клубней топинамбура состоит в значительном содер-
жании в них фруктозы и ее полимеров, высшим гомологом которых является инулин [14]. 
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Его молекула представляет собой полифруктозан, содержащий обычно до 27–35 остатков фруктозы 
в фуранозной форме и один остаток глюкозы [19]. В сравнении с низкомолекулярным инулином 
из агавы и цикория, продаваемым на российском и европейском рынках, инулин, получаемый 
из клубней топинамбура, имеет более высокую степень полимеризации и активнее снижает уро-
вень холестерина в крови больных сахарным диабетом [1], что делает его незаменимым лечебно-
профилактическим средством. По оценкам разных авторов, в зависимости от почвенно-климатических 
условий района культивирования, технологии возделывания и сортовой принадлежности растений 
содержание инулина в клубнях топинамбура варьируется в довольно широком диапазоне значений – 
в пределах 38–70 % сухой массы [3, 4, 13, 16, 19]. Как показали результаты наших исследований, 
содержание инулина в сухой массе перезимовавших клубней топинамбура в начале сезона изменя-
лось в таксономическом ряду в диапазоне значений от 49,0 до 58,2 %, что свидетельствовало о весьма 
заметных генотипических различиях в его накоплении. В конце вегетационного периода отме-
чены более высокие показатели накопления в клубнях данного полифруктозана – 51,7–75,9 %, что 
было сопоставимо с информацией других авторов [4, 16, 19, 20] и указывало на предпочтительность 
заготовки клубней топинамбура в Беларуси по данному признаку в осенний период года. Следует 
отметить, что меньшее содержание в них растворимых сахаров в конце сезона служит косвенным 
доказательством их расходования на биосинтез инулина в замещающих и дочерних клубнях. 

Общеизвестно, что в растительном организме существует обратная взаимосвязь между син-
тезом белка и биофлавоноидов, использующих для построения своих молекул аминокислоту фе-
нилаланин, а в ряде случаев и тирозин, и направляющих течение внутриклеточных процессов 
либо в сторону образования белка, либо в сторону образования фенольных соединений [21]. Как 
отмечают многие исследователи, если усиленно формируются молекулы белковых веществ, 
то ослабляется биосинтез биофлавоноидов, и наоборот. Поэтому высокобелковым культурам, 
к которым относится и топинамбур, не свойственно накопление значительных количеств поли-
фенолов, чем и объясняется отсутствие особого интереса у исследователей к этому вопросу. Тем 
не менее в научной литературе встречаются отдельные сведения о содержании биофлавоноидов 
в клубнях топинамбура. По данным Б. Г. Цугкиева и соавт. [22], содержание в них этих биологи-
чески активных соединений не превышает 240 мг% сухой массы. Близкое к этому значение данного 
показателя (230 мг%) приведено в работе В. Ю. Бархатова и Э. И. Мамедовой [12]. По нашим 
оценкам, суммарное содержание биофлавоноидов в сухой массе клубней топинамбура в начале 
и в конце вегетационного периода варьировалось в таксономическом ряду в сходных диапазонах 
значений – от 129,8 до 375,0 мг% и от 162,0 до 310,5 мг% соответственно.

Сопоставление исследуемых характеристик биохимического состава клубней топинамбура 
в начале и в конце вегетационного периода позволило выявить отчетливые внутрисезонные раз-
личия, о выраженности которых можно судить по данным табл. 1. Согласно этим данным, клуб-
ни осеннего отбора характеризовались более высоким по сравнению с перезимовавшими содер-
жанием сухих веществ (на 8–22 %), свободных органических кислот (на 25–48 %) и аскорбино-
вой кислоты (на 9–65 %) при наибольшей степени различий данных показателей соответственно 

Т а б л и ц а  1.  Биохимический состав клубней тестируемых сортов топинамбура 
в осенний и весенний периоды года, % (2014 г.)

T a b l e  1.  Biochemical composition of studied tubers of Jerusalem artichoke cultivars in autumn 
and spring, % (2014)

Показатель Скороспелка Михайловский Интерес-21 Сиреники-1 Десертный

Сухие вещества +22,4 +12,8 +11,6 +7,5 +16,4
Свободные орган. кислоты +24,6 +47,7 +31,5 +41,2 +45,9
Аскорбиновая кислота +36,1 +9,4 +65,2 +18,8 +12,7
Растворимые сахара –8,4 –19,7 –31,7 –36,4 –15,7
Сахарокислотный индекс –26,2 –45,2 –47,9 –55,0 –42,5
Пектиновые вещества +23,8 +9,7 +34,7 –5,1 –15,6
Инулин +38,5 +3,3 –2,6 – +37,1
Биофлавоноиды +24,8 +5,0 –7,8 +21,5 –27,3

П р и м е ч а н и е.  Прочерк означает отсутствие достоверных различий.
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у сортов Скороспелка, Михайловский и Интерес-21, наименьшей – у сортов Сиреники-1 и Де- 
сертный.

Показатели накопления растворимых сахаров в клубнях топинамбура и значения их сахаро-
кислотного индекса в осенний период года были ниже, чем в весенний, соответственно на 8–36 
и 26–55 %. На наш взгляд, это может быть обусловлено расходованием значительной части раство-
римых сахаров в период активной вегетации на биосинтез других компонентов углеводного пула 
подземных органов, а также ряда вторичных метаболитов, тогда как более высокое содержание 
сахаров в них в начале сезона связано, скорее всего, с высвобождением их из молекул органических 
полимеров в процессе дыхания в холодное время года. Вместе с тем характер различий в содержании 
пектиновых веществ в клубнях модельных сортов топинамбура указывал на наличие неоднознач-
ных тенденций (табл. 1). Так, для сортов Скороспелка, Михайловский и Интерес-21 в осенний период 
было показано на 10–35 % более высокое содержание пектиновых веществ, чем в весенний период, 
в то время как для сортов Сиреники-1 и Десертный, напротив, их содержание было на 5–16 % ниже. 
Внутрисезонные различия в содержании инулина в клубнях топинамбура проявились в разной сте-
пени, в зависимости от сортовой принадлежности растений. Так, лишь у двух сортов – Скороспелка 
и Десертный – содержание полифруктозана в осенний период оказалось на 37–39 % выше, чем 
в весенний, тогда как у остальных таксонов достоверных различий по данному признаку не вы-
явлено, что однозначно свидетельствует о сортоспецифичности данного эффекта.

Сравнение же показателей накопления биофлавоноидов в клубнях топинамбура в начале 
и в конце вегетационного периода (табл. 1) не выявило достоверных различий. Лишь у сортов 
Скороспелка и Сиреники-1 осенние клубни оказались на 22–25 % богаче, а у сорта Десертный, 
напротив, на 27 % беднее весенних биофлавоноидами, при менее выраженных различиях у сортов 
Михайловский и Интерес-21. Это косвенно указывает на то, что более низкое в осенний период, 
нежели в весенний, содержание в них растворимых сахаров не может быть связано с их расходо-
ванием на биосинтез биофлавоноидов, содержащихся в столь незначительных количествах.

С целью определения оптимального срока заготовки клубней топинамбура, характеризуемого 
наибольшим интегральным уровнем их питательной и витаминной ценности, нами использован 
разработанный Ж. А. Рупасовой и защищенный патентом методический прием [23], основанный 
на сопоставлении в сортовом ряду относительных размеров, амплитуд и соотношений статис- 
тически достоверных положительных и отрицательных различий исследуемых характеристик 
биохимического состава клубней в осенний и весенний периоды года. По величине суммарной 
амплитуды выявленных различий, независимо от знака, можно было судить о выраженности 
внутрисезонных различий по совокупности анализируемых признаков, что позволяло провести 
ранжирование сортов в порядке снижения степени данных различий. Соотношение же отно- 
сительных значений совокупности положительных и отрицательных значений внутрисезонных 
различий являлось оценочным критерием интегрального уровня питательной и витаминной 
ценности клубней каждого сорта, если исходить из посыла, что все анализируемые признаки 
одинаково важны для оценки качества их сырья. При этом за 1 принимался интегральный уро-
вень данного показателя в начале сезона. В этом случае на основании табл. 1 были определены 
суммарные значения разнонаправленных относительных внутрисезонных различий характерис- 
тик биохимического состава клубней топинамбура, представленные в табл. 2. Они характеризовали 
направленность и степень выраженности сдвигов в биохимическом составе клубней тестируемых 
сортов топинамбура в осенний период года по сравнению с весенним, что может быть обуслов-
лено генотипическими различиями в направленности и величине указанных выше сдвигов.

При амплитуде внутрисезонных различий в сортовом ряду от 152,8 до 233,0 % наименее вы-
раженными они оказались у сорта Михайловский, характеризовавшегося наименьшей суммарной 
величиной их положительных и отрицательных значений, тогда как наиболее отчетливо данные 
различия проявились у сорта Интерес-21, отмеченного максимальными внутрисезонными раз-
личиями биохимического состава клубней. Вместе с тем относительные значения положитель-
ных различий качественных характеристик клубней в большинстве случаев превышали таковые 
отрицательных, причем максимальными они оказались у сорта Скороспелка, минимальными – 
у сортов Михайловский и Сиреники-1.
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Для объективного суждения о различиях интегрального уровня питательной и витаминной 
ценности осенних и перезимовавших (весенних) клубней каждого сорта мы ориентировались 
на кратный размер соотношения относительных величин положительных и отрицательных раз-
личий между сроками по совокупности анализируемых признаков. Следует обратить внимание 
на то обстоятельство, что у всех таксонов топинамбура, за исключением сорта Сиреники-1, соот-
ношение превышало 1,0, что свидетельствовало о более высоком качестве сырья их подземных 
органов в осенний период, нежели в весенний, и указывало на предпочтительность заготовки 
клубней в конце вегетационного периода. При этом в порядке снижения степени преимуществ 
осенних клубней относительно весенних по совокупности анализируемых признаков обозначена 
следующая последовательность тестируемых сортов: Скороспелка > Интерес-21 > Михайловский > 
Десертный > Сиреники-1.

Лидирующее положение в приведенном ряду, при значительном отрыве от остальных таксонов 
топинамбура, принадлежало сорту Скороспелка, тогда как наименее ценным по биохимическому 
составу осенних клубней представлялся замыкавший этот ряд сорт Сиреники-1. На основании со-
поставления величины рассматриваемого соотношения в приведенном ряду дана количественная 
оценка внутрисезонных различий интегрального уровня питательной и витаминной ценности 
клубней топинамбура на фоне погодных условий вегетационного периода 2014 г. Наибольшей она 
была у сорта Скороспелка. Подобные различия у остальных тестируемых таксонов топинамбура 
в этом плане оказались значительно меньшими и уступали лидирующему сорту в 3,1–5,3 раза.

Заключение. В результате сравнительного исследования сезонной динамики биохимическо-
го состава подземных органов 5 модельных сортов топинамбура (Скороспелка, Михайловский, 
Интерес-21, Сиреники-1 и Десертный) из коллекции Центрального ботанического сада НАН Бе- 
ларуси на фоне погодных условий вегетационного периода 2014 г. установлено, что интеграль-
ный уровень их питательной и витаминной ценности по совокупности 8 показателей в значи-
тельной степени определяется временем их отбора и сортовой принадлежностью растений.

Показано, что при содержании сухих веществ в пределах 20,7–28,5 %, свободных органиче-
ских кислот в количестве 0,97–1,63 % сухой массы, аскорбиновой кислоты – 33,3–67,1 мг%, рас-
творимых сахаров – 39,0–66,0 %, пектиновых веществ – 9,2–17,7 %, инулина – 49,0–75,9 %, био-
флавоноидов (Р-витаминов) – 129,8–375,0 мг% и значениях сахарокислотного индекса 24,4–63,3 
в осенний период года клубни характеризовались более высоким, нежели в весенний, накопле-
нием сухих веществ (на 8–22 %), свободных органических кислот (на 25–48 %), аскорбиновой 
кислоты (на 9–65 %), но меньшим количеством растворимых сахаров (на 8–36 %) при более низких 
(на 26–55 %) значениях сахарокислотного индекса на фоне выраженной сортоспецифичности в 
содержании пектиновых веществ, инулина и биофлавоноидов.

Показано, что интегральный уровень питательной и витаминной ценности подземных орга-
нов большинства сортов топинамбура в осенний период года в 1,1–4,9 раза выше, чем в весенний. 
Наиболее существенны различия биохимического состава в зависимости от сроков уборки у сор- 
та Скороспелка. Полученные результаты однозначно свидетельствуют о большей целесообраз-
ности осеннего срока заготовки клубней по сравнению с весенним.

Т а б л и ц а  2.  Относительные значения, амплитуда и соотношение разноориентированных различий 
характеристик биохимического состава клубней тестируемых сортов топинамбура 

в осенний и весенний периоды года (2014 г.)

T a b l e  2.  Relative sizes, amplitudes and ratio of differently oriented differences of characteristics 
of biochemical composition of studied tubers of Jerusalem artichoke cultivars in autumn and spring (2014)

Сорт
Относительные значения различий, % Соотношение положит. 

и отриц. различийположительных отрицательных амплитуда

Скороспелка 170,2 34,6 204,8 4,92
Михайловский 87,9 64,9 152,8 1,36
Интерес-21 143,0 90,0 233,0 1,59
Сиреники-1 89,0 96,5 185,5 0,92
Десертный 112,1 101,1 213,2 1,11
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ВЛИЯНИЕ ВОДНОГО ДЕФИЦИТА НА ПАРАМЕТРЫ ВОДООБМЕНА 
МЕЗОФИЛЛА ЛИСТЬЕВ МОДИФИЦИРОВАННЫХ ПО ГЕНАМ PIP АКВАПОРИНОВ 

РАСТЕНИЙ ARABIDOPSIS THALIANA (L.) HEYNH.

Аннотация. Исследованы особенности водообмена листьев растений Arabidopsis thaliana, генетически модифи-
цированных по PIP аквапоринам, при разном водном потенциале субстрата. Показано, что аквапорины PIP1 под-
группы оказывают существенное влияние на скорость устьичной водоотдачи, a вклад аквапоринов подгруппы PIP2 
в поступление воды в клетки мезофилла более значим.

Показано, что модифицированные растения менее устойчивы к водному стрессу, чем растения дикого типа. Повы- 
шенная экспрессия PIP аквапоринов приводит к увеличению гигроморфности структуры листа, наименее устойчив 
к водному стрессу сверхэкспрессор pip2;2-23. В условиях водного стресса у растений knockout pip2;1-2 повышается 
устойчивость ткани мезофилла к обезвоживанию.

Ключевые слова: водообмен, PIP аквапорины, водный стресс, генетически модифицированные растения 
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
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IMPACT OF WATER DEFICIT ON THE PARAMETERS OF THE WATER EXCHANGE 
OF LEAVE MESOPHYLL OF MODIFIED ON THE PIP AQUAPORINS GENES 

ARABIDOPSIS THALIANA (L.) HEYNH. PLANTS

Abstract. The characteristics of water exchange of leaves of Arabidopsis thaliana plants, genetically modified on PIP 
aquaporins, at different substrate water potential. It is assumed that aquaporins PIP1 subgroup have a significant impact 
on the rate of stomatal water loss, the contribution of PIP2 aquaporins subgroup in a more significant flow of water into 
the mesophyll cells.

It is shown that the modified plants are less resistant to water stress than the wild-type plant. Increased expression of PIP 
aquaporins increases hygromorphic leaf structure, less resistant to water stress were overexpressor pip2; 2-23. Under the conditions 
of water stress in plants knockout pip2; 1-2 increases resistance to mesophyll tissue dehydration.7

Keywords: water exchange, PIP aquaporins, water stress, genetically modified plants Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
For citation: Zubei E. S., Reutskiy V. G. Impact of water deficit on the parameters of the water exchange of leave mesophyll 

of modified on the PIP aquaporins genes Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. plants. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk 
Belarusi. Seryya biyalagichnych navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 
2017, no. 4, pp. 88‒96.

Введение. Трансклеточный путь движения воды в растениях контролируется деятельностью 
водных каналов – аквапоринов, что позволяет растениям быстро и обратимо регулировать водную 
проницаемость. Это осуществляется путем изменения количества аквапоринов и их активности 
в мембране за счет посттрансляционных модификаций, регуляции открытия и закрытия каналов [1].

Растения с измененной экспрессией аквапоринов являются удобным инструментом для опре-
деления вклада этих структур в эффективность водного обмена ткани или органа растения. 

У растений Arabidopsis thaliana известно 35 гомологов аквапоринов. В группу аквапоринов плаз-
матической мембраны (the plasma membrane intrinsic proteins, PIPs) входит 5 белков PIP1 и 8 PIP2 [2]. 

© Зубей Е. С.,  Реуцкий В. Г., 20177
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Исследование генномодифицированных растений Arabidopsis показало участие аквапорина PIP2b 
в водопроницаемости клеточных мембран растения [3]. При помощи knockout-растений A. thaliana 
установлено, что три изоформы аквапоринов, экспрессируемые в сосудах листьев (PIP1;2, PIP2;1 
и PIP2;6) способствуют транспорту воды в розетке листьев, а PIP2;1 отвечает за регуляцию 
транспорта воды в условиях темноты [4]. Установлено, что нокаут AtPIP1;2 снижает водную про-
водимость розетки листьев примерно на 30 %, а осмотическую водную проницаемость прото-
пластов мезофилла – почти на 50 % [5].

Данные о стрессоустойчивости растений с генетически измененной экспрессией аквапори-
нов неоднозначны. Сообщается, что сверхэкспрессия аквапорина PIP2;5 снижает негативный 
эффект низкой температуры на гидравлическую проводимость клеток корня и рост растений 
Arabidopsis [6]. Сверхэкспрессия AtPIP1;2 (PIP1b) из Arabidopsis в трансгенных растениях табака 
увеличивала темпы роста растений в контрольных условиях, но в условиях водного стресса 
трансгенные растения табака теряли тургор быстрее, чем дикий тип [7]. Другие исследователи 
сообщают, что трансгенные растения табака с выключенным геном аквапорина NtAQP1 показа-
ли более высокую чувствительность к водному стрессу [8].

Цель данной работы – охарактеризовать параметры водообмена мезофилла листьев растений 
Arabidopsis thaliana с генетически модифицированной экспрессией PIP аквапоринов в условиях 
нормального водообеспечения и при воздействии водного стресса.

Материалы и методы исследования. Объектами служили растения Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh. (резуховидка Таля):

дикого типа (Wt);
knockout PIP1 (аллель pip1;4-2 и pip1;2-2) и PIP2 (аллель pip2;2-4 и pip2;1-2);
сверхэкспрессоры PIP1 (аллель pip1;1-1 и pip1;1-4) и PIP2 (аллель pip2;2-23 и pip2;2-33).
Семена Arabidopsis были любезно предоставлены Ботаническим институтом университета 

г. Кельна (Botanical Institute University of Cologne). Для исследования параметров водообмена ме-
зофилла листьев растения всех линий выращивали в почвогрунте на основе торфа при фотопе-
риоде 16 ч, температуре 22–24°С, освещенности 150 мкмоль/м2·с.

Для создания мягкого водного стресса семена дикого типа и 4 модифицированных линий вы-
севали на субстратах с пониженным водным потенциалом (ВП). В почвогрунт на основе торфа 
добавляли слабосшитый полиэлектролитный гидрогель Гисинар. Это осмотически активное ве-
щество обладает высокой водопоглощающей способностью, нерастворимо в воде и устойчиво 
к вымыванию [9].

Почвогрунт влажностью около 55 % смешивали с водными растворами гидрогеля с концент- 
рацией 6, 8, 10 % в соотношении 3:1 по массе. Влажность полученных субстратов составляла 
около 65 %, ВП – –16, –20, –30 кПа. Контролем служили растения, выращенные в почвогрунте 
без гидрогеля с величиной ВП около –4 кПа и аналогичной влажностью. Полив осуществляли 
водой в тарированных емкостях с целью сохранения уровня влажности. Величину ВП измеряли 
при помощи почвенного влагомера DM-8 производства кампании Nieuwkoop Aalsmeer (Нидерланды).

Водный обмен листьев оценивали по методике мониторинга водообмена в системе апопласт-
протопласт клеток мезофилла листа, разработанной в лаборатории водного обмена и фотосинте-
за растений Института экспериментальной ботаники им. В. Ф. Купревича НАН Беларуси [10, 11].

Для исследований использовали растения 6-й недели вегетации в стадии розетки из 10–11 
листьев. Высечки из листьев диаметром 9 мм под небольшим давлением насыщали водой с целью 
придания ткани максимального тургора и заполнения межклетников водой, затем помещали 
в электронно-измерительную компьютеризированную установку. Фиксировали динамику измене-
ний толщины и массы исследуемого образца в процессе его дегидратации (при температуре 25 °С 
и влажности воздуха 70 %). 

По кривым дегидратации вычисляли следующие параметры: толщину и влагосодержание тка-
ни мезофилла при максимальном тургоре; объем воды в ткани листа, связанный и не связанный 
с изменением тургора клеток мезофилла; показатели эластичности и жесткости ткани листа; объем 
межклетников; относительное содержание сухого вещества в ткани листа; время сохранения мак-
симального тургора клеток; скорость изменения массы образца в период сохранения максимального 
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тургора мезофилла (скорость устьичной водоотдачи); скорости изменения массы и объема образ-
ца в диапазоне от максимального тургора до начала циторриза. 

Измерения проводили в 6–9-кратной повторности, данные представлены как среднее ариф-
метическое и стандартная ошибка среднего. Достоверность различий оценивали по критерию 
Стьюдента [12].

Результаты и их обсуждение. Генетически модифицированные растения Arabidopsis thaliana 
не отличались от дикого типа по количеству листьев и размеру розетки, что согласуется с данны-
ми литературы [1, 13]. Сверхэкспрессоры PIP характеризовались более низкими темпами роста 
в начале вегетации, но к 5-й неделе вегетации по развитию не уступали контролю.

Согласно полученным данным, время сохранения максимального тургора мезофилла у всех 
модифицированных растений отличалось от дикого типа (табл. 1). У растений-сверхэкспрессоров 
этот параметр превышал контрольный на 12–78 %, максимальное его значение (10,7 ± 0,33 мин) 
наблюдалось у растений с повышенной экспрессией pip2;2-23. У knockout растений время сохра-
нения максимального тургора было ниже, чем у растений дикого типа, на 28–55 %, минимальное 
его значение (2,7 ± 0,33 мин) отмечалось у knockout pip2;1-2.

Т а б л и ц а  1.  Параметры дегидратации мезофилла листьев растений Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. 
с модифицированной экспрессией генов PIP аквапоринов

T a b l e  1.  Parameters of dehydration of leaf mesophyll Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. plants 
with modified expression of PIP aquaporin genes

Объект Название 
линии

Время сохранения 
максимального тургора 

мезофилла, мин

Скорость 
устьичной 

водоотдачи, 
мкг/мин

Скорость водоотдачи 
в диапазоне от макс. 

тургора до начала 
циторриза, мкг/мин

Скорость изменения объема 
мезофилла в диапазоне от макс. 
тургора до начала циторриза, 

×10–3 мм3/мин

Дикий тип Wt 6,0 ± 0,37 117,2 ± 6,60 55,1 ± 5,65 91,2 ± 3,31
Сверхэкспрессоры pip1;1-1 6,7 ± 0,33 88,6 ± 5,95* 54,6 ± 0,72 104,8 ± 8,26

pip1;1-4 8,0 ± 0,58* 65,7 ± 3,30* 47,0 ± 4,53 92,3 ± 7,58
pip2;2-33 9,1 ± 0,99* 108,3 ± 4,81 59,0 ± 5,89 90,5 ± 2,94
pip2;2-23 10,7 ± 0,33* 128,8 ± 5,05 53,6 ± 2,80 85,4 ± 8,07

Нокауты (knockout) pip1;4-2 3,3 ± 0,33* 87,5 ± 8,02* 49,7 ± 1,60 85,7 ± 2,45
pip1;2-2 4,3 ± 0,46* 114,2 ± 11,50 69,4 ± 4,57** 105,2 ± 6,53**

pip2;1-2 2,7 ± 0,33* 105,6 ± 8,22 53,4 ± 4,99 70,7 ± 2,15*

pip2;2-4 4,3 ± 0,33* 90,0 ± 5,77* 56,1 ± 1,02 74,2 ± 6,15*

П р и м е ч а н и е. Достоверность отличий параметра от контроля (Wt): * – при α = 0,05; ** – при α = 0,1. То же 
в табл. 2.

Время сохранения максимального тургора мезофилла листа в процессе дегидратации характе-
ризует период, в течение которого потоки воды из клеток и внутрь клеток из насыщенного водой 
апопласта равны, а объем мезофилла стабилен. Следовательно, чем дольше поддерживается пе-
риод стабильного тургора, тем выше активность аквапоринов, осуществляющих поступление 
воды из апопласта в клетки. Согласно полученным данным, вклад аквапоринов подгруппы PIP2 
в поступление воды в клетки мезофилла более значимый, чем вклад аквапоринов подгруппы PIP1.

Скорость устьичной водоотдачи у растений со сверхэкспрессией PIP1 была ниже, чем у дикого 
типа, на 24 и 44 %, наименьшей (65,7 ± 3,30 мкг/мин) она была у растений с повышенной экспрессией 
pip1;1-4. Для растений, сверхэкспрессирующих PIP2, отличия от дикого типа были статистиче-
ски не достоверны. Также более низкой скоростью устьичной водоотдачи обладали knockout-
растения pip1;4-2 и pip2;2-4.

Можно предположить, что активность PIP1 аквапоринов вносит наибольший вклад в регуля-
цию тургора замыкающих клеток устьиц, причем разные изоформы регулируют поступление 
либо выход воды. Согласно данным литературы, в листьях фасоли обыкновенной повышение ко-
личества белка PIP1 коррелировало со снижением скорости транспирации в условиях засухи [14]. 

Скорость водоотдачи в диапазоне от максимального тургора мезофилла до начала циторриза 
у растений-сверхэкспрессоров и knockout PIP2 отличалась несущественно от таковой у растений 
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дикого типа. У knockout-растений по PIP1 аквапоринам этот параметр изменился разнонаправленно, 
у knockout pip1;2-2 он статистически значимо превышал значение у дикого типа на 26 %. Можно 
предположить участие аквапорина pip1;2-2 в удержании воды в ткани при увядании (дегидратации).

Скорость изменения объема мезофилла в диапазоне от максимального тургора до начала ци-
торриза у мутантов с выключенной экспрессией PIP2 аквапоринов была достоверно ниже, чем 
у дикого типа: на 22 % у knockout pip2;1-2 и на 19 % у knockout pip2;2-4. У растений с выключенной 
экспрессией pip1;2-2 этот параметр возрастал на 15 % относительно дикого типа, однако сверх-
экспрессия другого гена, pip1;1-1, привела к аналогичному результату. 

Для второй серии экспериментов было отобрано по одному knockout-мутанту и сверхэкспрессору 
PIP1 и PIP2 аквапоринов, наиболее отличающихся от дикого типа по параметрам дегидратации 
мезофилла. Параметры морфоструктуры и водообмена листа этих растений, выращенных в усло-
виях нормального водообеспечения (при ВП субстрата –4 кПа), приведены в табл. 2. 

Т а б л и ц а  2.  Параметры морфоструктуры и водообмена мезофилла листьев растений 
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. с модифицированной экспрессией генов PIP аквапоринов

T a b l e  2.  Parameters of morphostructure and water exchange of leaf mesophyll 
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. plants with modified expression of PIP aquaporin genes

Параметр Wt (дикий тип) Knockout pip1;4-2 Knockout pip2;1-2 Сверхэкспрессор 
pip1;1-4

Сверхэкспрессор 
pip2;2-23

Влажность ткани мезофилла 
при максимальном тургоре, мг/мм3 0,76 ± 0,068 0,70 ± 0,045 0,73 ± 0,043 0,80 ± 0,051 0,87 ± 0,055

Содержание сухого вещества 
в ткани листа, мг/см2 1,2 ± 0,07 1,8 ± 0,10* 1,2 ± 0,07 1,2 ± 0,01 1,4 ± 0,08**

Эластичность ткани листа, % 75 ± 3,3 78 ± 1,8 78 ± 2,0 81 ± 3,6 83 ± 3,1
Объем воды, контролируемый 
тургором, мг/мм3 0,56 ± 0,037 0,58 ± 0,041 0,56 ± 0,049 0,78 ± 0,052* 0,85 ± 0,050*

Объем воды, не контролируемый 
тургором, мг/мм3 0,21 ± 0,015 0,13 ± 0,010** 0,17 ± 0,012 0,02 ± 0,001* 0,02 ± 0,001*

Объем межклетников, % 18,0 ± 1,45 14,2 ± 1,39** 14,3 ± 1,39** 17,6 ± 1,12 17,8 ± 1,81
Показатель жесткости ткани 
листа, отн. ед. 3,6 ± 0,33 2,9 ± 0,17** 3,1 ± 0,50 3,0 ± 0,27 2,6 ± 0,28**

Толщина листа при максимальном 
тургоре, мкм 221 ± 11,0 235 ± 16,4 223 ± 7,1 248 ± 11,6 232 ± 15,6

Растения-сверхэкспрессоры pip2;2-23 характеризовались самым высоким показателем влаж-
ности ткани листа при максимальном тургоре – 0,87 ± 0,055 мг/мм3, что на 14 % выше, чем у ди-
кого типа. У сверхэкспрессора pip1;1-4 этот параметр незначительно превышал, а у knockout-
растений был ниже, чем у дикого типа, на 4 и 8 %.

В ткани мезофилла knockout-растений доля воды, находящейся под контролем тургора, была 
идентичной таковой у растений дикого типа, однако снизилась доля воды, не контролируемой тур-
гором. У растений-сверхэкспрессоров доля воды, не контролируемой тургором, была в 10 раз меньше, 
чем у дикого типа. Такое распределение фракций воды характерно для ткани листа гигрофитов [15].

Эластичность ткани листа у knockout-растений была на 4 % выше, чем у растений дикого типа, 
а у растений-сверхэкспрессоров эластичность ткани у pip1;1-4 и pip2;2-23 возросла на 8 и 10 % 
соответственно. Этот параметр определяется диапазоном изменений толщины ткани мезофилла 
от состояния максимального до минимального тургора. При сверхэкспрессии PIP аквапоринов 
эластичность ткани мезофилла возрастала, для такого листа период установления осмотическо-
го равновесия снижался, ткань быстрее теряла и восстанавливала тургор.

Объем межклетников мезофилла у сверхэкспрессоров отличался от аналогичного показателя 
у растений дикого типа незначительно, в то время как у knockout-растений он был на 21 % ниже, 
чем у дикого типа, что характерно для более гигроморфной структуры ткани [15].

Отмечено также, что у растений с выключенной экспрессией pip1;4-2 количество сухого ве-
щества на единицу площади листа достоверно увеличивалось на 50 % по сравнению с таковым 
у растений дикого типа. При сверхэкспрессии pip2;2-23 этот показатель был выше контрольного 
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на 17 %. Вероятно, работа каналов аквапорина pip1;4-2 увеличивает оводненность ткани листа, 
либо увеличение доли аквапоринов подгруппы PIP2 по отношению к PIP1 приводит к снижению 
оводненности мезофилла.

Наибольшей толщиной листа в состоянии максимального тургора (248 ± 11,6 мкм) обла- 
дал сверхэкспрессор pip1;1-4 (на 12 % выше, чем у дикого типа), у сверхэкспрессора pip2;2-23 
и knockout pip1;4-2 толщина листа незначительно превышала этот параметр у дикого типа.

У модифицированных по аквапоринам растений показатель жесткости ткани листа был сни-
жен, минимальным он был у сверхэкспрессора pip2;2-23 (на 28 % ниже, чем у дикого типа).

В целом растения с измененной экспрессией аквапоринов обладали более гигроморфной струк-
турой мезофилла листа, наибольшая степень гигроморфности была у растений-сверхэкспрессоров 
PIP1 аквапоринов.

Как и следовало ожидать, согласно параметрам морфоструктуры и водообмена листа, модифи-
цированные растения показали различную толерантность к водному стрессу. При ВП субстрата 
–30 кПа развивались только растения дикого типа, семена мутантов теряли всхожесть. Растения 
сверхэкспрессора pip2;2-23 сохраняли жизнеспособность только в субстрате с ВП –16 кПа.

Выращивание в условиях пониженного ВП вызвало изменения параметров дегидратации 
ткани листа растений Arabidopsis. Время сохранения максимального тургора мезофилла ткани 
у растений дикого типа увеличивалось на 52–65 % с понижением ВП, причем максимального 
значения (13,2 ± 0,85 мин) этот показатель достиг при –20 кПа (рис. 1, а). 

У knockout-растений при выращивании в условиях водного стресса период сохранения мак-
симального тургора мезофилла был в 2–2,8 раза выше, чем в условиях контрольного режима. 
Наибольшим (14,8 ± 0,67 мин) этот параметр был у knockout pip2;1-2 при ВП –20 кПа, превышая 
показатель у дикого типа, выращенного при таком же ВП. Вероятно, в условиях водного дефици-
та отсутствие или снижение количества некоторых изоформ PIP аквапоринов приводит к увели-
чению водоудерживающей функции ткани листа либо к снижению оводненности ткани, что спо-
собствует большей устойчивости растений к водному стрессу.

У растений-сверхэкспрессоров период сохранения максимального тургора мезофилла при воз-
действии водного стресса сокращался на 32 и 34 % при ВП –16 кПа и на 52 % при ВП –20 кПа.

При понижении ВП скорость устьичной водоотдачи у растений дикого типа снижалась до 20 % 
(при –30 кПа), у knockout pip2;1-2 не изменялась, у knockout pip1;4-2 повышалась на 14 % при –20 кПа, 
однако разница статистически недостоверна (рис. 1, b). У растений-сверхэкспрессоров в условиях 

    
                                                   а                                                                                                  b

Рис. 1. Время сохранения максимального тургора мезофилла ткани (а) и скорость устьичной водоотдачи (b) листьев 
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. при выращивании на субстратах с различным водным потенциалом (Wt – дикий тип, 

knockout – растения с выключенной экспрессией гена аквапорина, over – сверхэкспрессоры)

Fig. 1. The time of maximum conservation mesophyll tissue turgor (a) and stomatal water loss rate (b) leaves Arabidopsis 
thaliana (L.) Heynh. when grown on substrates with different water potentials (Wt – wild type, knockout – plants with exclusion 

of aquaporin gene expression, over – overexpressors)
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водного стресса скорость устьичной водоотдачи увеличивалась. Максимально (на 60 %) по сравне-
нию с растениями, выращенными при контрольных условиях, этот параметр возрос у сверх- 
экспрессора pip1;1-4 при ВП –20 кПа. Это также свидетельствует в пользу участия PIP1 аквапо-
ринов в регуляции работы устьичного аппарата. 

Дифференцированно изменялся параметр скорости водоотдачи в диапазоне от максимального 
тургора до начала циторриза ткани мезофилла (рис. 2, а). У растений дикого типа, knockout pip1;4-2 
и сверхэкспрессора pip1;1-4 этот параметр возрастал при понижении ВП субстрата, у растений-
сверхэкспрессоров pip2;2-23 изменялся несущественно. У knockout pip2;1-2 скорость водоотдачи 
в диапазоне от максимального тургора до начала циторриза снижалась, а при ВП –20 кПа была 
на 26 % ниже, чем у растений, выращенных в контрольных условиях (ВП –4 кПа). Следовательно, 
у растений с выключенной экспрессией аквапорина pip2;1-2 в условиях водного стресса повыси-
лась устойчивость ткани мезофилла к обезвоживанию.

Скорость изменения объема мезофилла в диапазоне от максимального тургора до начала ци-
торриза ткани мезофилла при нарастании водного стресса снижалась как у растений дикого ти-
па, так и у генетически модифицированных (рис. 2, b). Это может быть связано с повышением 
жесткости ткани листа, которая закономерно возрастает при выращивании растений в условиях 
пониженного водного потенциала по мере ксерофитизации ткани мезофилла [15].

Заключение. В связи с множеством изоформ PIP аквапоринов и их способностью образовы-
вать гетеротетрамеры [1] идентифицировать роль одной изоформы белка в водообмене растения 
сложно. Модификация экспрессии единичных генов аквапоринов не приводит к появлению вы-
раженных фенотипов растений Arabidopsis thaliana, однако обнаружены различия в характере 
водообмена и в морфоструктуре мезофилла.

Изменение экспрессии аквапоринов подгруппы PIP1 играет роль в регуляции работы устьич-
ного аппарата, а вклад аквапоринов подгруппы PIP2 в поступление воды в клетки мезофилла 
более значимый.

Генетически модифицированные по PIP аквапоринам растения Arabidopsis thaliana менее 
устойчивы к низкому водному потенциалу субстрата, чем растения дикого типа. 

Сверхэкспрессия PIP аквапоринов увеличивает степень гигроморфности структуры листа, 
а наименее устойчивы к водному стрессу растения-сверхэкспрессоры pip2;2-23. 

Полагаем, что снижение количества аквапоринов PIP2 подгруппы при воздействии водного 
стресса у растений Arabidopsis дикого типа должно повышать их засухоустойчивость за счет 
интенсификации водоудерживающей функции ткани листа.

    
                                                 а                                                                                                    b

Рис. 2. Скорость водоотдачи (а) и скорость изменения объема (b) в диапазоне от максимального тургора до начала 
циторриза ткани листьев Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. при выращивании на субстратах с различным водным потен-
циалом (Wt – дикий тип, knockout – растения с выключенной экспрессией гена аквапорина, over – сверхэкспрессоры)

Fig. 2. The rate of fluid loss (a) and the rate of change in volume (b) in the range from the maximum turgor to the beginning 
of cytorrhiza of the leaf tissue of Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. when grown on substrates with different water potentials 

(Wt – wild type, knockout – plants with exclusion of aquaporin gene expression, over – overexpressors)
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CpG-ОЛИГОДЕЗОКСИНУКЛЕОТИДЫ И ИХ ПРАКТИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ

Аннотация. Бактериальные ДНК (в том числе плазмиды) и синтетические олиго-2ʹ-дезоксинуклеотиды, содер-
жащие неметилированные CpG-динуклеотиды (CpG-ОДН), при введении в организм человека и животных стимули-
руют как врожденные, так и адаптивные иммунные ответы. В связи с этим терапевтическое применение CpG-ОДН 
против инфекционных, онкологических и аллергических заболеваний является весьма перспективным. Однако мо-
лекулы CpG-ОДН заряжены отрицательно и поэтому с трудом проникают через клеточные мембраны, имеющие 
аналогичный поверхностный заряд. Кроме того, природные CpG-ОДН легко расщепляются нуклеазами. Одним 
из эффективных способов защиты CpG-ОДН от деградации нуклеазами является химическая модификация их саха-
рофосфатного скелета. В то же время известны случаи, когда введение таких модифицированных молекул приводи-
ло к серьезным побочным эффектам. Все эти обстоятельства существенно ограничивают терапевтическое примене-
ние CpG-ОДН и подогревают интерес к поиску эффективных систем доставки CpG-ОДН в ткани и клетки-мишени. 

Наблюдаемый в последние годы существенный прогресс в области нанобиотехнологий предоставил беспреце-
дентные возможности для инкапсулирования лекарственных субстанций (в том числе CpG-ОДН) в различные нано-
размерные транспортные системы, а также для синтеза из CpG-ОДН разнообразных по форме наноразмерных струк-
тур. При использовании таких систем доставки значительно повышается как стабильность CpG-ОДН, так и степень 
их интернализации в клетки-мишени. Кроме того, применение таких транспортных наносистем, возможно, позволит 
отказаться от вызывающей побочные эффекты химической модификации CpG-ОДН. 

Ключевые слова: CpG-олигодезоксинуклеотиды, иммуностимуляторные эффекты CpG-олигодезоксинуклеотидов, 
доставка лекарств в клетки-мишени, наночастицы, слоистые двойные гидроксиды
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CpG OLIGODEOXYNUCLEOTIDES AND THEIR PRACTICAL USAGE

Abstract. Bacterial DNA (including plasmids) and synthetic oligo-2ʹ-deoxynucleotides containing non-methylated CpG-
dinucleotides (CpG-ODN) upon introduction into human or animal body stimulate both innate and adaptive immune responses. 
In this regard bright prospects open up for therapeutic application of CpG-ODN to cope with infectious, allergic diseases and cancer. 
However, CpG-ODN molecules are negatively charged and hence can hardly penetrate through cell membrane bearing 
the equipolar surface charge. Moreover, native CpG-ODN are easily cleaved by nucleases. One of the effective methods 
to counter CpG-ODN nuclease attack is chemical modification of their sugar-phosphate skeleton. Yet some cases have been 
reported when supply of modified molecules caused grave side-effects. All these circumstances restrain considerably therapeutic 
prospects of CpG-ODN and spur-up the interest in search of efficient systems for CpG-ODN delivery to target tissues and cells. 
Lately progress of nanobiotechnologies provided unprecedented opportunities for encapsulation of active drug substances 
(including CpG-ODN) into various nanosize transport vehicles and synthesis of multiform nanostructures from CpG-ODN. 
The use of such delivery systems raises significantly both CpG-ODN stability and extent of their internalization into target 
cells. It is plausible that development of nanotransporters will enable to get rid of chemical CpG-ODN modification provoking 
adverse effects.
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Введение. Человек окружен бесчисленным количеством микроорганизмов, в том числе пато-
генных, которые непрерывно его атакуют. К счастью, наш организм снабжен мощными защит-
ными механизмами, составляющими систему иммунитета. В составе этой системы различают 
две линии защиты. На первом оборонительном рубеже вторгшиеся патогены останавливает так 
называемый врожденный иммунитет. Он защищает организм хозяина неспецифическим спосо-
бом. Для большинства микроорганизмов непреодолимым физическим препятствием служат наша 
кожа и слизистые оболочки. При проникновении микробов через этот барьер начинают действо-
вать лейкоциты – клетки белой крови. Лейкоциты, включая фагоциты, макрофаги и клетки NK 
(от англ. natural killer), являются самыми важными компонентами врожденного иммунитета. Эти 
клетки вызывают воспаление, которое, как правило, быстро устраняет угрозу со стороны патогенов.

Однако врожденный иммунитет не всегда обеспечивает полноценную защиту, и, если микро-
организмы прорываются через барьеры врожденного иммунитета, начинает функционировать 
адаптивный иммунитет. При участии В- и Т-лимфоцитов продуцируются высокоспецифичные 
антитела и клетки-киллеры, которые разрушают инфицированные клетки. После победы над инфек-
цией наша адаптивная иммунная система поддерживает иммунную память, которая позволяет 
более быстро мобилизовать силы обороны при последующих атаках таких же микроорганизмов. 

Первичное обнаружение вторгшихся микроорганизмов выполняют многочисленные белки-
рецепторы, которые расположены на клетках врожденного иммунитета и способны распозна-
вать так называемые патоген-ассоциированные молекулярные паттерны (ПАМП) [1, 2]. ПАМП 
представляют собой уникальные, не имеющие аналогов у макроорганизмов, консервативные мо-
лекулярные структуры. Наиболее известные ПАМП ‒ липополисахариды внешней мембраны 
грамотрицательных бактерий; липотейхоевые кислоты, которые входят в состав мембран преиму-
щественно грамположительных бактерий; пептидогликаны грамположительных и грамотрица-
тельных бактерий; липоарабиноманноза микобактерий; зимозан грибов; двуспиральные вирус-
ные РНК; бактериальные ДНК [3‒5].

Среди белков, которые распознают широкий спектр ПАМП, первым обнаружен и лучше всех 
охарактеризован рецептор TLR9 (от англ. toll-like receptor 9) [6, 7]. Этот рецептор реагирует 
на CpG-динуклеотиды, в большом количестве присутствующие в ДНК бактерий и других прокариот. 
Следует подчеркнуть, что ДНК эукариот иммунологически нейтральна, поскольку большинство 
динуклеотидов CpG в ее составе метилированы по пятому атому углерода остатка цитозина [8, 9]. 
Неметилированные CpG-динуклеотиды в составе бактериальной ДНК, высвобождающейся из бак-
териальной клетки во время инфекции, служат «сигналом опасности» для системы врожденного 
иммунитета человека и животных, вызывая защитный иммунный ответ [10‒12].

Биологические эффекты CpG-ОДН. Короткие синтетические одноцепочечные ОДН, содер-
жащие неметилированные CpG-динуклеотиды, имитируют бактериальную ДНК и проявляют 
сходные иммуностимулирующие эффекты [13] (рис. 1). 

Так, связывание CpG-ОДН с TLR9 инициирует каскад молекулярных событий, которые инду-
цируют созревание, дифференцировку и пролиферацию многочисленных иммуноцитов, вклю-
чая В- и Т-лимфоциты, клетки NK и моноциты/макрофаги [14, 15]. Затем включаются клеточные 
сигнальные пути, которые приводят к индукции синтеза многочисленных провоспалительных 
цитокинов и хемокинов и модулируют клеточный воспалительный ответ [11, 16]. Эти свойства 
позволяют CpG-ОДН выступать в качестве многообещающих вакцинных адъювантов, а также 
иммунотерапевтических средств против инфекций, рака и аллергии [7, 16‒18].

Следует отметить, что в то время, как большинство TLR распознают ПАМП на поверхности 
клеток, рецептор TLR9, распознающий CpG-ОДН, обнаруживается внутри клеток (в частности, 
в эндосoмах [19, 20]). Следовательно, для стимуляции иммунного ответа CpG-ОДН должны проник-
нуть в клетку и попасть в эндосому. Механизмы такой интернализации еще не до конца поняты. 
Известно только, что CpG-ОДН захватываются клеткой посредством рецептор-опосредованного 
эндоцитоза.

Основными типами клеток человека, которые экспрессируют TLR9 и непосредственно отвечают 
на стимуляцию CpG-ОДН, являются В-лимфоциты и плазмоцитоидные дендритные клетки (pDC). 
CpG-ОДН побуждают В-лимфоциты входить в фазу G1 клеточного цикла и секретировать 
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интерлейкины IL-6, IL-10 и IL-12 уже спустя считанные часы [6, 21‒23]. В результате продуциро-
вание антител значительно увеличивается [24, 25].

Активация pDC повышает секрецию ими цитокинов, вовлеченных во врожденный иммунный 
ответ, включая интерфероны типа I и TNF-α [26]. Эти pDC также улучшают функцию профессио- 
нальных антигенпрезентирующих клеток [12]. Кроме того, pDC, активированные CpG-ОДН, секре-
тируют IL-12 и способствуют дифференцировке клеток-хелперов Th0 в Th1 [27, 28]. 

Как указывалось выше, CpG-ОДН имитируют бактериальную ДНК и активируют не только 
врожденную, но и адаптивную иммунную систему. Иммуностимулирующие эффекты CpG-ОДН 
дают возможность для применения их в качестве разнообразных иммуностимуляторов [12, 29, 30]. 
Так, при объединении с аллергеном CpG-ОДН селективно стимулируют антиген-специфический 
невоспалительный Th1-ответ, который ингибирует развитие аллергического Th2-ответа, замет-
но смягчая симптомы аллергии [12, 13].

CpG-ОДН «заставляет» pDC секретировать интерфероны типа I, которые подавляют размно-
жение широкого спектра вирусов и бактерий. Поэтому CpG-ОДН могут быть использованы в ка-
честве автономных терапевтических средств против инфекционных болезней [5, 12]. Введение 
в организм CpG-ОДН приводит к активации клеток NK и цитотоксических Т-лимфоцитов (CTL), 
что помогает (особенно в сочетании с другими терапевтическими методами) лечить рак [11, 12, 31]. 
В этом случае особое значение имеет способ введения CpG-ОДН в организм. Так, A. F. Carpentier 
с соавт. [32] показали, что только внутриопухолевая инъекция мышам и крысам CpG-ОДН в ка-
честве монотерапии индуцировала отторжение опухолей и обеспечивала долговременную защи-
ту при последующей пересадке опухоли. Здесь уместно вспомнить, что более 100 лет назад аме-
риканский врач Уильям Коули весьма успешно излечивал неоперабельные формы рака, используя 
именно такой способ введения так называемого токсина Коули. Этот препарат представлял собой 

Рис. 1. Иммуностимуляторные эффекты CpG-ОДН

Fig. 1. Immunostimulatory effects of CpG ODNs
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смесь двух инактивированных нагреванием бактерий, в которой ключевым активным компонен-
том выступала бактериальная ДНК [33, 34].

Следует отметить, что выбор и очистка подходящего, специфического для опухоли антигена 
в большинстве случаев является лимитирующей стадией процесса создания противораковых вак-
цин. Учитывая это, A. F. Carpentier и соавт. [32] предложили вводить CpG-ОДН непосредственно 
в опухоль, ожидая, что иммунная система сама произведет отбор наиболее подходящих антигенов. 
Такая локальная иммуностимуляция с помощью CpG-ОДН эффективно активировала NK-клетки 
и макрофаги (которые, как известно, способны напрямую уничтожать опухолевые клетки), при-
водила к отторжению у крыс пересаженной опухоли глиомы и обеспечивала долговременную 
защиту от последующей инокуляции опухолевых клеток [32].

Проблемы применения CpG-ОДН. Исследования in vitro и in vivo показали, что CpG-ОДН 
представляют собой мощные активаторы иммунной системы у многочисленных видов животных. 
Это позволило приступить к серии клинических испытаний, чтобы оценить практическую воз-
можность применения CpG-ОДН в качестве вакцинных адъювантов и средств для лечения рака, 
аллергии и астмы. Однако исследователи столкнулись с рядом трудностей. Например, CpG-ОДН 
отрицательно заряжены и не могут легко проникать через клеточную мембрану. Как полагают, 
электростатическое отталкивание ограничивает эффективность захвата CpG-ОДН иммунными 
клетками. Кроме того, природные CpG-ОДН нестабильны и быстро расщепляются нуклеазами, 
о чем свидетельствует короткий период их полуинактивации в русле крови. Все это сильно сни-
жает потенциал клинического применения CpG-ОДН.

Экспериментальные подходы к повышению эффективности CpG-ОДН. В литературе 
обсуждаются несколько подходов к усилению иммуностимулирующих эффектов CpG-ОДН.

Увеличение периода полуинактивации CpG-ОДН. Фосфодиэфирные CpG-ОДН нестабиль-
ны и после введения в русло крови быстро деградируют с периодом полуинактивации порядка 
5 мин [35]. Поэтому увеличение стабильности CpG-ОДН является перспективным подходом к по-
вышению их эффективности. Опытным путем установлено, что химическая модификация фос-
фатной группы посредством замены атома кислорода серой приводит к образованию фосфотио-
атной межнуклеотидной связи, что значительно снижает деградацию нуклеазами и повышает 
время полуинактивации в плазме до 30‒60 мин [35, 36]. Более сложные модификации структу-
ры, заключающиеся во введении поперечных сшивок между различными CpG-мотивами, обес- 
печивают устойчивость от деградации в плазме крови в течение 24 ч [37].

Замена фосфодиэфирных связей на фосфотиоатные приводит к повышению иммуностимули-
рующих эффектов, индуцируемых CpG-ОДН. Однако было сообщено, что системное введение мо-
дифицированных CpG-ОДН вызывает такие серьезные побочные эффекты, как разрушение лим-
фатических фолликулов и увеличение органов [38]. В связи с этим имеется настоятельная необ-
ходимость в разработке новых, более эффективных систем доставки CpG-ОДН в клетки-мишени.

Повышение эффективности проникновения CpG-ОДН в клетку. CpG-ОДН способны акти-
вировать рецепторы TLR9 только после эндоцитоза. Поэтому для проявления биологической актив-
ности CpG-ОДН очень важна стадия интернализации. Поскольку молекулы CpG-ОДН отрицатель-
но заряжены, это создает определенные трудности для их связывания с отрицательно заряженной 
поверхностью клетки. Одной из причин, почему CpG-ОДН, адсорбированные на наночастицы 
или инкапсулированные в них, проявляют активность более высокую, чем свободные CpG-ОДН, 
является то, что облегчается процесс проникновения этих соединений в клетки [39, 40].

Рекрутирование и активация иммунных клеток. Иммуностимулирующие эффекты CpG-ОДН 
могут быть повышены также, если их вводить совместно с цитокинами и хемокинами, которые 
рекрутируют иммуноциты (например, дендритные клетки) к сайтам, где они могут быть активи-
рованы под действием CpG-ОДН [41, 42].

Наносистемы для доставки CpG-ОДН в клетки-мишени. Развитие нанобиотехнологий в по-
следнее время привело к созданию эффективных нанотранспортных систем, которые можно исполь-
зовать для доставки CpG-ОДН в клетки. Для этой цели уже испробованы такие наноматериалы, 
как желатин [43], липосомы [44, 45], углеродные нанотрубки [46, 47], наночастицы золота [48‒50], 
нитрида бора [40, 51], кварца [39, 52‒54], биоразлагаемые полилактиды [55], полисахариды [56, 57]. 
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С целью повышения иммуностимулирующего эффекта CpG-ОДН на их основе сконструированы 
самособирающиеся наноразмерные структуры, такие как ДНК-нанотрубки [58], ДНК-дендримеры 
[59], гидрогели [60] и «наноцветы» [61], а также ДНК-оригами [58]. У этих нанотранспортных 
систем имеется много преимуществ. В частности, они могут защищать CpG-ОДН от деградации 
нуклеазами, повышать эффективность проникновения в клетки, изменять характер индукции 
цитокинов [51, 62‒64]. По причине перечисленных уникальных особенностей у этих систем до-
ставки имеется многообещающий иммунотерапевтический потенциал [65, 66].

Транспорт CpG-ОДН с помощью Mg,Al-слоистых двойных гидроксидов (СДГ). По хими-
ческой природе СДГ представляют собой класс анионных глин. Их структуру описывают в виде 
металл-гидроксидных слоев, в которых часть двухвалентных катионов изоморфно замещена 
на трехвалентные, что приводит к возникновению на этих слоях положительных зарядов [67, 68], 
которые частично компенсируются за счет встраивания в галерейное пространство гидратиро-
ванных анионов (рис. 2).

Наночастицы на основе СДГ сравнительно легко синтезируются, как правило, одним из двух ме-
тодов: соосаждением [69, 70] и ионным обменом [71]. Особая «сэндвич-подобная» структура и анионо-
обменные свойства СДГ дают возможность их использования для транспортировки анионных 
биомолекул и лекарств, таких как олигонуклеотиды [72], ДНК [73], противоопухолевые средства 
(например, метотрексат [74]). Кроме того, положительный заряд наночастиц на основе СДГ облег-
чает их проникновение в клетки-мишени.

Важно подчеркнуть, что СДГ имеют ряд преимуществ перед другими соединениями, являясь 
частицами-переносчиками. Они обладают рядом полезных свойств, среди которых особое значе-
ние имеет хорошая биодоступность и низкая токсичность. Согласно данным литературы, синтез 
различных по качественному и количественному составу катионов СДГ при определенных усло-
виях обеспечивает получение частиц, размер которых варьируется в диапазоне от 50 до 500 нм [75]. 
При этом структура вещества, помещенного в межслоевое (галерейное) пространство, надежно 
защищена от воздействия разрушающих его агентов [73].

СДГ имеют небольшой положительный заряд, что обеспечивает эффективное включение в их 
состав отрицательно заряженных соединений, а также необходимое электростатическое притя-
жение к отрицательно заряженной поверхности клеток [67]. При этом частицы СДГ обладают 
свойством быстро распадаться в среде с низкими значениями рН на сравнительно безопасные, вы-
водимые почками ионы металлов (например, ионы магния и алюминия). Важно, что при нейтраль-
ных значениях рН среды СДГ стабильны.

Способы получения CpG-ДНК. Наиболее распространенным способом получения CpG-ОДН 
является многостадийный химический синтез. По нашему мнению, более перспективным спосо-
бом получения СpG-ОДН является метод, предложенный группой канадских и немецких иссле-
дователей [76]. Суть этого метода – конструирование рекомбинантных штаммов бактерий, спо-
собных к репликации и поддержанию плазмид, обогащенных CpG-ОДН (штаммов-продуцентов 
CpG-плазмид). Такой способ биотехнологического получения CpG-ДНК имеет ряд преимуществ 

Рис. 2. Схема структуры Mg,Al-СДГ

Fig. 2. Schematic structure of Mg,Al-LDH
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перед химическим синтезом: процесс получения более прост и не требует использования эколо-
гически небезопасных растворителей и реагентов [77].

В настоящее время проходит клинические испытания комплекс CpG-плазмиды с катионными 
липидами (коммерческое название JVRS-100). Показана высокая эффективность такого комплек-
са для терапии острого миелобластного лейкоза [78]. Кроме того, в опытах на животных получе-
ны положительные результаты применения препарата JVRS-100 в качестве адъюванта для вак-
цин против вируса простого герпеса [79], гепатита B [80] и вируса гриппа [81, 82].

В развитие этого направления нами сконструирован рекомбинантный штамм Escherichia сoli, 
который способен продуцировать плазмиду (CpG-плазмиду) с наибольшим среди известных ана-
логов числом CpG-ОДН (104 повтора нуклеотидной последовательности GTCGTT) [83].

Нами также впервые синтезированы комплексы CpG-плазмиды с наноразмерными частица-
ми Mg,Al-СДГ. При изучении динамики элюции CpG-плазмиды из комплексов с Mg,Al-СДГ 
установлено, что скорость высвобождения CpG-плазмиды из СДГ-комплекса варьируется в за-
висимости от рН среды (при кислых значениях рН более высокая, чем при нейтральных) (рис. 3). 

Кроме того, показано, что СДГ не влияет на химическую структуру иммобилизованной плаз-
мидной ДНК и обеспечивает частичную защиту ДНК от действия нуклеаз. Полученные результа-
ты свидетельствуют о возможности использования комплексов Mg,Al-СДГ с CpG-плазмидой в ка-
честве рН-контролируемой пассивной системы доставки данных соединений в клетки-мишени [84].

Заключение. CpG-OДН распознаются иммунной системой человека и животных как «сигнал 
опасности» и индуцируют врожденные и адаптивные иммунные ответы. Показано, что приме-
нение CpG-OДН в качестве адъювантов или иммунотерапевтических средств эффективно при ле-
чении инфекционных заболеваний, раковых образований и аллергии. Но из-за таких недостат-
ков, как низкая эффективность проникновения в клетки, слабая устойчивость против деградации 
нуклеазами и относительно высокая цитотоксичность, возникла серьезная потребность в разра-
ботке более совершенных систем доставки, которые могли бы устранить эти проблемы. 

С целью обеспечения устойчивости к деградации под действием ДНКаз все CpG-OДН, клини-
ческие испытания которых были проведены или проводятся в настоящее время, содержали фосфо-
тиоатные межнуклеотидные связи [85]. Однако побочные эффекты, выявляющиеся при использова-
нии CpG-OДН с такими неприродными межнуклеотидными связями, дают повод для беспокой-
ства. Так, недавно сообщено о повреждении печени и селезенки у мышей, которым инъецировали 
фосфотиоатные CpG-OДН (ODN1826) [86]. Ранее, в ходе III фазы клинических испытаний, в ко-
торых CpG-OДН (ODN2006) применялись совместно со стандартной химиотерапией, выявилась 
высокая вероятность развития неблагоприятных эффектов [87, 88]. Результаты этих доклиниче-
ских и клинических исследований указывают на то, что предпочтение следует отдавать CpG-OДН 
с фосфодиэфирным сахарофосфатным скелетом, а не фосфотиоатным аналогам.

Рис. 3. Динамика элюции CpG-плазмиды из комплекса с Mg,Al-СДГ в воду (1), 0,05 М фосфатно-цитратный буфер 
с рН 7,5 (2) и буфер с рН 4,5 (3)

Fig. 3. Dynamics of CpG-plasmids releasing from complex with Mg,Al-LDH in H2O (1), 0.05 M phosphate-citrate buffer 
at pH 7.5 (2) and pH 4.5 (3)
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Результаты многочисленных доклинических исследований показали, что CpG-ОДН в составе 
разнообразных наноразмерных препаративных форм (другими словами, в виде «нанолекарств») 
при онкологических, инфекционных и аллергических заболеваниях проявляют более выражен-
ные профилактические и терапевтические эффекты по сравнению со «свободными» CpG-OДН.

В данном обзоре нами выборочно рассмотрены текущие достижения по разработке новых нано-
транспортных систем для доставки CpG-OДН в ткани и клетки-мишени. Эти транспортные си-
стемы имеют много преимуществ. Они могут предохранять CpG-ОДН от деградации ДНКазами 
и таким образом увеличивать период их полураспада в организме, повышать эффективность 
проникновения CpG-ОДН в клетку и изменять их внутриклеточную локализацию, доставлять 
CpG-ОДН непосредственно в ткани-мишени и изменять виды индукции цитокинов. В целом, 
эти наносистемы доставки значительно усиливают иммунотерапевтический эффект CpG-ОДН. 
Однако терапевтический потенциал CpG-ОДН еще далеко не исчерпан.

Одним из многообещающих направлений может служить применение CpG-ОДН совместно 
с другими химиопрепаратами. Наблюдающийся при этом синергизм дает возможность снижать 
дозу особо токсичных лекарственных средств и, соответственно, понижать уровень вызываемых 
ими побочных эффектов [89, 90]. Так, Y. Mizuno с соавт. [91] сообщили, что комплекс плазмид-
ной CpG-ДНК с доксорубицином эффективно доставлялся в опухоль печени мыши и проявлял 
увеличенный антипролиферативный эффект по сравнению со свободным доксорубицином, 
плазмидной CpG-ДНК или комплексом доксорубицина с плазмидой без CpG-ОДН.

Еще одной многообещающей терапевтической стратегией в онкологии является так называ- 
емая вакцинация in situ, которая заключается в комбинации низкодозной радиации (или химио-
терапии) с введением CpG-ОДН непосредственно внутрь опухоли [92, 93]. При этом CpG-ОДН, 
выступая в роли ПАМП, обеспечивает подачу «сигнала опасности», что приводит к активации 
антигенпрезентирующих клеток и высвобождению (в результате гибели раковых клеток) всего 
спектра опухоль-ассоциированных антигенов. Таким образом, при вакцинации in situ отпадает 
необходимость подбирать потенциальный терапевтический антиген или набор антигенов для кон-
кретного пациента.

Вакцинация in situ вызывает мощный Т-клеточный ответ, который необходим для эффектив-
ного антиопухолевого иммунитета. Дополнительной важной особенностью вакцинации in situ 
является присущая ей безопасность из-за пониженных доз системных воздействий (химиотера-
певтических или радиационных) на пациентов.

Имеются веские основания предполагать, что в скором времени вакцинация in situ пополнит 
арсенал терапевтического инструментария клиницистов в борьбе с раком [94, 95].

Список использованных источников

1. Medzhitov, R. Innate immunity: the virtues of a nonclonal system of recognition / R. Medzhitov, C. A. Janeway // Cell. – 
1997. – Vol. 91. – P. 295–298.

2. Janeway, C. A. Innate immune recognition / C. A. Janeway, R. Medzhitov // Annu. Rev. Immunol. – 2002. – Vol. 20. – 
P. 197–216.

3. Aderem, A. Toll-like receptors in the induction of the innate immune response / A. Aderem, R. J. Ulevitch // Nature. – 
2000. – Vol. 406. – P. 782–787.

4. Hobohm, U. Pathogen-associated molecular pattern in cancer immunotherapy / U. Hobohm, J. L. Stanford, J. M. Grange // 
Crit. Rev. Immunol. – 2008. – Vol. 28, N 2. – P. 95–107.

5. Pathogen-associated molecular patterns induced crosstalk between dendritic cells, T helper cells, and natural killer 
helper cells can improve dendritic cell vaccination / T. Oth [et al.] // Mediat. Inflam. – 2016. – Vol. 2016:5740373. 

6. CpG motifs in bacterial DNA trigger direct B-cell activation / A. M. Krieg [et al.] // Nature. – 1995. – Vol. 374. – 
P. 546–549.

7. Krieg, A. M. Therapeutic potential of toll-like receptor 9 activation / A. M. Krieg // Nat. Rev. Drug Discov. – 2006. – 
Vol. 5. – P. 471–484.

8. Krieg, A. M. Mechanisms and applications of immune stimulatory CpG oligodeoxynucleotides / A. M. Krieg // BBA-
Gene Struct. Expr. – 1999. – Vol. 1489. – P. 107–116. 

9. Jain, V. V. CpG DNA and immunotherapy of allergic airway diseases / V. V. Jain, K. Kitagaki, J. N. Kline // Clin. Exp. 
Allergy. – 2003. – Vol. 33, N 10. – P. 1330–1335.

10. Human TLR9 confers responsiveness to bacterial DNA via species-specific CpG motif recognition / S. Bauer [et al.] // 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. – 2001. – Vol. 98, N 16. – P. 9237–9242.



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2017. № 4. С. 96–109 103

11. Krieg, A. M. CpG motifs in bacterial DNA and their immune effects / A. M. Krieg // Annu. Rev. Immunol. – 2002. – 
Vol. 20. – P. 709–760.

12. Klinman, D. M. Immunotherapeutic uses of CpG oligodeoxynucleotides / D. M. Klinman // Nat. Rev. Immunol. – 
2004. – Vol. 4, N 4. – P. 249–258.

13. Immune mechanisms and therapeutic potential of CpG oligodeoxynucleotides / H. L. Wilson [et al.] // Int. Rev. 
Immunol. – 2006. – Vol. 25, N 3/4. – P. 183–213.

14. Stacey, K. J. Macrophages ingest and are activated by bacterial DNA / K. J. Stacey, M. J. Sweet, D. A. Hume // 
J. Immunol. – 1996. – Vol. 157, N 5. – P. 2116–2122.

15. Type I interferon-mediated stimulation of T cells by CpG DNA / S. Q. Sun [et al.] // J. Exp. Med. – 1998. – Vol. 188. – 
P. 2335–2342.

16. Fonseca, D. E. Use of CpG oligodeoxynucleotides in treatment of asthma and allergic disease / D. E. Fonseca, 
J. N. Kline // Adv. Drug Delivery. Rev. – 2009. – Vol. 61. – P. 256–262.

17. CpG oligonucleotides as adjuvants for vaccines targeting infectious diseases / D. M. Klinman [et al.] // Adv. Drug 
Delivery. Rev. – 2009. – Vol. 61, N 3. – P. 248–255.

18. Murad, Y. M. CpG oligodeoxynucleotides as TLR9 agonists: therapeutic applications in cancer / Y. M. Murad, 
T. M. Clay // BioDrugs. – 2009. – Vol. 23, N 6. – P. 361–375.

19. CpG-DNA-specific activation of antigen-presenting cells requires stress kinase activity and is preceded by non-specific 
endocytosis and endosomal maturation / H. Hacker [et al.] // EMBO J. – 1998. – Vol. 17, N 21. – P. 6230–6240.

20. Toll-like receptor 9 binds single-stranded CpG-DNA in a sequence- and pH-dependent manner / M. Rutz [et al.] // 
Eur. J. Immunol. – 2004. – Vol. 34, N 9. – P. 2541–2550.

21. Rapid immune activation by CpG motifs in bacterial DNA: systemic induction of IL-6 transcription through 
an antioxidant-sensitive pathway / A. K. Yi [et al.] // J. Immunol. – 1996. – Vol. 157, N 12. – P. 5394–5402.

22. Cyclosporin A enhances IL-12 production by CpG motifs in bacterial DNA and synthetic oligodeoxynucleotides / 
T. W. Redford [et al.] // J. Immunol. – 1998. – Vol. 161, N 8. – P. 3930–3935.

23. Akira, S. Pathogen recognition and innate immunity / S. Akira, S. Uematsu, O. Takeuchi // Cell. – 2006. – Vol. 124, 
N 4. – P. 783–801.

24. Distinct response of human B cell subpopulations in recognition of an innate immune signal, CpG DNA / J. Jung 
[et al.] // J. Immunol. – 2002. – Vol. 169, N 5. – P. 2368–2373.

25. Bernasconi, N. L. Maintenance of serological memory by polyclonal activation of human memory B cells / 
N. L. Bernasconi, E. Traggiai, A. Lanzavecchia // Science. – 2002. – Vol. 298. – P. 2199–2202.

26. Type I interferon dependence of plasmacytoid dendritic cell activation and migration / C. Asselin-Paturel [et al.] // 
J. Exp. Med. – 2005. – Vol. 201, N 7. – P. 1157–1167.

27. CpG oligodeoxynucleotides stimulate IFN-gamma-inducible protein-10 production in human B cells / J. Vollmer 
[et al.] // J. Endotoxin Res. – 2004. – Vol. 10, N 6. – P. 431–438. 

28. Selected TLR agonist combinations synergistically trigger a TH1 polarizing program in dendritic cells / G. Napolitani 
[et al.] // Nat. Immunol. – 2005. – Vol. 6. – P. 769–776.

29. Klinman, D. M. Use of CpG oligodeoxynucleotides as immunoprotective agents / D. M. Klinman // Expert Opin. 
Biol. Ther. – 2004. – Vol. 4, N 6. – P. 937–946.

30. Use of CpG oligodeoxynucleotides as immune adjuvants / D. M. Klinman [et al.] // Immunol. Rev. – 2004. – Vol. 199. – 
P. 201–216.

31. Combination therapy targeting toll like receptors 7, 8 and 9 eliminates large established tumors / B. G. Zhao [et al.] // 
J. Immunother. Cancer. – 2014. – Vol. 2. – Mode of access: http://www.immunotherapyofcancer.org/content/2/1/12. – Date 
of access: 15.06.2017.

32. Carpentier, A. F. CpG-oligonucleotides for cancer immunotherapy: review of the literature and potential applications 
in malignant glioma / A. F. Carpentier, G. Auf, J. Y. Delattre // Front. Biosci. – 2003. – Vol. 8. – P. 115–127.

33. Tokunaga, T. How BCG led to the discovery of immunostimulatory DNA / T. Tokunaga, T. Yamamoto, S. Yamamoto // 
Jpn J. Infect. Dis. – 1999. – Vol. 52, N 1. – P. 1–11.

34. Krieg, A. M. CpG motifs: the active ingredient in bacterial extracts? / A. M. Krieg // Nat. Med. – 2003. – Vol. 9, N 7. – 
P. 831–835.

35. Biodistribution and metabolism of internally H-3 labeled oligonucleotides. 2. 3 ,́5ʹ-blocked oligonucleotides / H. Sands 
[et al.] // Mol. Pharmacol. – 1995. – Vol. 47. – P. 636–646. 

36. Agrawal, S. Antisense therapeutics / S. Agrawal, Q. Y. Zhao // Curr. Opin. Chem. Biol. – 1998. – Vol. 2, N 4. – 
P. 519–528.

37. Nuclease-resistant immunostimulatory phosphodiester CpG oligodeoxynucleotides as human toll-like receptor 
9 agonists / W. J. Meng [et al.] // BMC Biotechnol. – 2011. – Vol. 11.: 88.

38. Zhang, H. Nanodelivery systems for enhancing the immunostimulatory effect of CpG oligodeoxynucleotides / 
H. Zhang, X. D. Gao // Mat. Sci. Eng.: C. – 2017. – Vol. 70, pt. 2. – P. 935–946.

39. Design of mesoporous silica/cytosine—phosphodiester—guanine oligodeoxynucleotide complexes to enhance 
delivery efficiency / Y. Zhu [et al.] // J. Phys. Chem. C. – 2011. – Vol. 115, N 2. – P. 447–452.

40. BN nanospheres as CpG ODN carriers for activation of toll-like receptor 9 / C. Y. Zhi [et al.] // J. Materials Chem. – 
2011. – Vol. 21, N 14. – P. 5219–5222.

41. Ahlers, J. D. Cytokine, chemokine, and costimulatory molecule modulation to enhance efficacy of HIV vaccines / 
J. D. Ahlers, I. M. Belyakov, J. A. Berzofsky // Curr. Mol. Med. – 2003. – Vol. 3, N 3. – P. 285–301.



104 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2017, no. 4, pp. 96–109 

42. CpG oligodeoxynucleotide induction of antiviral effector molecules in sheep / A. K. Nichani [et al.] // Cell. Immunol. – 
2004. – Vol. 227, N 1. – P. 24–37.

43. Towards an inhalative in vivo application of immunomodulating gelatin nanoparticles in horse-related preformulation 
studies / S. Fuchs [et al.] // J. Microencapsul. – 2012. – Vol. 29, N 7. – P. 615–625.

44. Kwong, B. Induction of potent anti-tumor responses while eliminating systemic side effects via liposome-anchored 
combinatorial immunotherapy / B. Kwong, H. Liu, D. J. Irvine // Biomaterials. – 2011. – Vol. 32. – P. 5134–5147.

45. Encapsulating immunostimulatory CpG oligonucleotides in Listeriolysin O-liposomes promotes a Th1-type response 
and CTL activity / C. D. Andrews [et al.] // Mol. Pharm. ‒ 2012. ‒ Vol. 9, N 5. ‒ P. 1118–1125.

46. Preparation of immunostimulatory single-walled carbon nanotube/CpG DNA complexes and evaluation of their po-
tential in cancer immunotherapy / S. Zhou [et al.] // Int. J. Pharm. ‒ 2014. ‒ Vol. 471, N 1/2. ‒ P. 214–223.

47. Uniform small graphene oxide as an efficient cellular nanocarrier for immunostimulatory CpG oligonucleotides / 
J. Sun [et al.] // ACS Appl. Mater. Interfaces. ‒ 2014. ‒ Vol. 6, N 10. ‒ P. 7926–7932.

48. Gold nanoparticle delivery of modified cpg stimulates macrophages and inhibits tumor growth for enhanced immuno-
therapy / A.Y. Lin [et al.] // PLoS One. – 2013. – Vol. 8, N 5.: e63550.

49. Tao, W. Gold nanoparticle-M2e conjugate coformulated with CpG induces protective immunity against influenza A virus / 
W. Tao, K. S. Ziemer, H. S. Gill // Nanomedicine. ‒ 2014. ‒ Vol. 9, N 2. ‒ P. 237‒252.

50. Self-assembly of poly-adenine-tailed CpG oligonucleotide-gold nanoparticle nanoconjugates with immunostimulatory 
activity / N. Chen [et al.] // Small. ‒ 2014. ‒ Vol. 10, N 2. ‒ P. 368–375.

51. Polyethyleneimine-functionalized boron nitride nanospheres as efficient carriers for enhancing the immunostimulatory 
effect of CpG oligodeoxynucleotides / H. Zhang [et al.] // Int. J. Nanomedicine. – 2015. – Vol. 10. – P. 5343–5353.

52. Organosilane and polyethylene glycol functionalized magnetic mesoporous silica nanoparticles as carriers for CpG 
immunotherapy in vitro and in vivo / H. Zheng [et al.] // PLoS One. ‒ 2015. ‒ Vol. 10, N 10.: e0140265.

53. Effect of amino groups of mesoporous silica nanoparticles on CpG oligodexynucleotide delivery / Y. Xu [et al.] // 
Sci. Technol. Adv. Mater. ‒ 2015. ‒ Vol. 16, N 4.: 045006. 

54. Binding of CpG oligodeoxynucleotides to mesoporous silica nanoparticles for enhancing delivery efficiency / C. Tao 
[et al.] // Micropor. Mesopor. Mater. ‒ 2015. ‒ Vol. 204. ‒ P. 91‒98. 

55. Coencapsulation of tumor lysate and CpG-ODN in PLGA-microspheres enables successful immunotherapy of prostate 
carcinoma in TRAMP mice / M. Mueller [et al.] // J. Control. Rel. – 2012. – Vol. 162. – P. 159–166.

56. Immunization with antigenic peptides complexed with β-glucan induces potent cytotoxic T-lymphocyte activity 
in combination with CpG-ODNs / S. Mochizuki [et al.] // J. Control. Rel. ‒ 2015. ‒ Vol. 220, N 1. ‒ P. 495–502.

57. Adjuvant activity enhanced by cross-linked CpG-oligonucleotides in β-glucan nanogel and its antitumor effect / 
N. Miyamoto [et al.] // Bioconjug. Chem. ‒ 2017. ‒ Vol. 28, N 2. ‒ P. 565‒573. 

58. Cellular immunostimulation by CpG-sequence-coated DNA origami structures / V. J. Schuller [et al.] // ACS Nano. ‒ 
2011. ‒ Vol. 5. ‒ P. 9696–9702.

59. Self-assembling DNA dendrimer for effective delivery of immunostimulatory CpG DNA to immune cells / K. Mohri 
[et al.] // Biomacromolecules. ‒ 2015. ‒ Vol. 16, N 4. ‒ P. 1095–1101.

60. Biodegradable CpG DNA hydrogels for sustained delivery of doxorubicin and immunostimulatory signals in tumor-bearing 
mice / M. Nishikawa [et al.] // Biomaterials. ‒ 2011. ‒ Vol. 32, N 2. ‒ P. 488–494. 

61. Self-assembled multifunctional DNA nanoflowers for the circumvention of multidrug resistance in targeted anticancer 
drug delivery / L. Mei [et al.] // Nano. Res. ‒ 2015. ‒ Vol. 8, N 11. ‒ P. 3447–3460.

62. Strategies for enhancing the immunostimulatory effects of CpG oligodeoxynucleotides / G. K. Mutwiri [et al.] // 
J. Control. Rel. – 2004. – Vol. 97, N 1. – P. 1–17.

63. Mutwiri, G. S. Approaches to enhancing immune responses stimulated by CpG oligodeoxynucleotides / G. S. Mut-
wiri, S. van Drunen Littel-van den Hurk,  L. A. Babiuk // Adv. Drug Delivery. Rev. – 2009. – Vol. 61, N 3. – P. 226–232.

64. Demoulins, P. Alginate-coated chitosan nanogels differentially modulate class-A and class-B CpG-ODN targeting 
of dendritic cells and intracellular delivery / T. Demoulins, P. Milona, K. C. McCullough // Nanomedicine. ‒ 2014. ‒ Vol. 10, 
N 8. ‒ P. 1739‒1749. 

65. Hanagata, N. Structure-dependent immunostimulatory effect of CpG oligodeoxynucleotides and their delivery system / 
N. Hanagata // Int. J. Nanomed. – 2012. – Vol. 7. – P. 2181–2195.

66. DNA-inorganic hybrid nanovaccine for cancer immunotherapy / G. Zhu [et al.] // Nanoscale. – 2016. – Vol. 8, N 12. – 
P. 6684–6692.

67. Xu, Z. P. Layered double hydroxide nanomaterials as potential cellular drug delivery agents / Z. P. Xu, G. Q. Lu // 
Pure Appl. Chem. – 2006. – Vol. 78, N 9. – P. 1771–1779.

68. Rives, V. Layered double hydroxides as drug carriers and for controlled release of non-steroidal antiinflammatory 
drugs (NSAIDs): a review / V. Rives, M. del Arco, C. Martin // J. Control. Rel. – 2013. – Vol. 169. – P. 28–39.

69. Comparison of different synthesis routes for Mg–Al layered double hydroxides (LDH): Characterization of the structural 
phases and anion exchange properties / H. W. Olfs [et al.] // Appl. Clay Sci. – 2009. – Vol. 43, N 3/4. – P. 459–464.

70. Theiss, F. L. Synthesis of layered double hydroxides containing Mg2+, Zn2+, Ca2+ and Al3+ layer cations by co-precipitation 
methods / F. L. Theiss, G. A. Ayoko, R. L. Frost // Appl. Surf. Sci. – 2016. – Vol. 383. – P. 200–213.

71. Intercalation of nucleotides into layered double hydroxides by ion-exchange reaction / S. Aisawa [et al.] // Appl. Clay 
Sci. – 2005. – Vol. 28, N 1/4. – P. 137–145.

72. Bio-LDH nanohybrid for gene therapy / S. Y. Kwak [et al.] // Solid State Ionics. ‒ 2002. ‒ Vol. 151. ‒ P. 229–234.
73. Layered double hydroxide nanoparticles as cellular delivery vectors of supercoiled plasmid DNA / Z. P. Xu [et al.] // 

Int. J. Nanomed. – 2007. – Vol. 2, N 2. – P. 163–174.



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2017. № 4. С. 96–109 105

74. Anticancer drug-inorganic nanohybrid and its cellular interaction / J. Y. Kim [et al.] // J. Nanosci. Nanotechnol. ‒ 
2007. ‒ Vol. 7, N 11. ‒ P. 3700‒3705.

75. The effects of intralayer metal composition of layered double hydroxides on glass transition, dispersion, thermal and fire 
properties of their PMMA nanocomposites / C. Manzi-Nshuti [et al.] // Thermochim. Acta. – 2009. – Vol. 495, N 1/2. – P. 63–71.

76. Augmentation of cellular immune responses to bovine herpesvirus-1 glycoprotein D by vaccination with CpG-enhanced 
plasmid vectors / R. A. Pontarollo [et al.] // J. Gen. Virol. – 2002. – Vol. 83. – P. 2973–2981.

77. Adjuvant effect of multi-CpG motifs on an HIV-1 DNA vaccine / Y. Kojima [et al.] // Vaccine. – 2002. – Vol. 20, 
N 23/24. – P. 2857–2865.

78. Juvaris BioTherapeutics announces positive data from clinical trial of JVRS-100 adjuvanted flu vaccine [Electronic 
resource] // Juvaris BioTherapeutics, Inc. – Mode of access: http://www.juvaris.com/news/press/09_01_08.html. – Date of access: 
18.05.2017.

79. Effects of herpes simplex virus type 2 glycoprotein vaccines and CLDC adjuvant on genital herpes infection 
in the guinea pig / D. I. Bernstein [et al.] // Vaccine. – 2011. – Vol. 29, N 11. – P. 2071–2078.

80. Breaking B and T cell tolerance using cationic lipid-DNA complexes (CLDC) as a vaccine adjuvant with hepatitis B virus 
(HBV) surface antigen in transgenic mice expressing HBV / J. D. Morreya [et al.] // Antiviral Res. – 2011. – Vol. 90, N 3. – P. 227–230.

81. Cationic liposome–DNA complexes (CLDC) adjuvant enhances the immunogenicity and cross-protective efficacy 
of a pre-pandemic influenza A H5N1 vaccine in mice / L. Dong [et al.] // Vaccine. – 2012. – Vol. 30. – P. 254–264.

82. Efficacy of influenza vaccination of elderly Rhesus Macaques is dramatically improved by addition of a cationic 
lipid/DNA adjuvant / T. D. Carroll [et al.] // J. Infect. Dis. – 2014. – Vol. 209, N 1. – P. 24–33.

83. Zinchenko, A. I. Construction of plasmid enriched with immunostimulatory CpG motifs / A. I. Zinchenko, S. V. Kvach, 
A. S. Shchokolova // East. Eur. Sci. J. – 2014. – N 3. – P. 10–13.

84. Щеколова, А. С. Разработка биотехнологических способов получения иммуностимуляторов нуклеиновой 
природы – CpG-ДНК и цикло-диГМФ : автореф. … дис. канд. биол. наук : 03.01.06 / А. С Щеколова ; Нац. акад. наук 
Беларуси, Ин-т микробиологии. – Минск, 2014. – 24 с.

85. Hanagata, N. CpG oligodeoxynucleotide nanomedicines for the prophylaxis or treatment of cancers, infectious diseases, 
and allergies / N. Hanagata // Int. J. Nanomed. – 2017. – Vol. 12. – P. 515–531.

86. Design and structural requirements of the potent and safe TLR-9 agonistic immunomodulator MGN1703 / M. Schmidt 
[et al.] // Nucleic Acid Ther. ‒ 2015. ‒ Vol. 25, N 3. ‒ P. 130–140.

87. Randomized phase III trial of paclitaxel/carboplatin with or without PF-3512676 (Toll-like receptor 9 agonist) as first-line 
treatment for advanced non-small-cell lung cancer / V. Hirsh [et al.] // J. Clin. Oncol. ‒ 2011. ‒ Vol. 29, N 19. ‒ P. 2667–2674. 

88. A phase III randomized study of gemcitabine and cisplatin with or without PF-3512676 (TLR9 agonist) as first-line 
treatment of advanced non-small-cell lung cancer / C. Manegold [et al.] // Ann. Oncol. ‒ 2012. ‒ Vol. 23, N 1. ‒ P. 72–77.

89. Co-delivery of drug and DNA from cationic dual-responsive micelles derived from poly(DMAEMA-co-PPGMA) / 
X. J. Loh [et al.] // Mater. Sci. Eng. C Mater. Biol. Appl. – 2013. – Vol. 33, N 8. – P. 4545–4550. 

90. Biodegradable microparticles loaded with doxorubicin and CpG ODN for in situ immunization against cancer / 
A. Makkouk [et al.] // AAPS J. – 2015. – Vol. 17, N 1. – P. 184–193.

91. Simultaneous delivery of doxorubicin and immunostimulatory CpG motif to tumors using a plasmid DNA/doxorubicin 
complex in mice / Y. Mizuno [et al.] // J. Control. Rel. – 2010. – Vol. 141, N 2. – P. 252–259.

92. In situ vaccination with a TLR9 agonist induces systemic lymphoma regression: a phase I/II study / J. D. Brody [et al.] // 
J. Clin. Oncol. ‒ 2010. ‒ Vol. 28, N 28. ‒ P. 4324–4332. 

93. Intratumoral immunization: a new paradigm for cancer therapy / A. Marabelle [et al.] // Clin. Cancer Res. ‒ 2014. ‒ 
Vol. 20, N 7. ‒ P. 1747‒1756. 

94. In-situ tumor vaccination: bringing the fight to the tumor / R. H. Pierce [et al.] // Hum. Vaccines Immunother. – 2015. – 
Vol. 11, N 8. – P. 1901–1909. 

95. Nanotechnology based therapeutic modality to boost anti-tumor immunity and collapse tumor defense / X. Hu [et al.] // 
J. Control. Rel. ‒ 2017. ‒ Vol. 256. ‒ P. 26‒45. 

References

1. Medzhitov R., Janeway C. A. Innate immunity: the virtues of a nonclonal system of recognition. Cell, 1997, vol. 91, 
pp. 295–298.

2. Janeway C. A., Medzhitov R. Innate immune recognition. Annual Review of Immunology, 2002, vol. 20, pp. 197–216. 
DOI: 10.1146/annurev.immunol.20.083001.084359

3. Aderem A., Ulevitch R. J. Toll-like receptors in the induction of the innate immune response. Nature, 2000, vol. 406, 
pp. 782–787.

4. Hobohm U., Stanford J. L., Grange J. M. Pathogen-associated molecular pattern in cancer immunotherapy. Critical 
Review of Immunology, 2008, vol. 28, no. 2, pp. 95–107.

5. Oth T., Vanderlocht J., Van Elssen C. H., Bos G. M., Germeraad W. T. Pathogen-associated molecular patterns induced 
crosstalk between dendritic cells, T helper cells, and natural killer helper cells can improve dendritic cell vaccination. Media-
tors of Inflammation, 2016, vol. 2016: 5740373. DOI: 10.1155/2016/5740373

6. Krieg A. M., Yi A. K., Matson S., Waldschmidt T. J., Bishop G. A., Teasdale R., Koretzky G. A., Klinman D. M. CpG 
motifs in bacterial DNA trigger direct B-cell activation. Nature, 1995, vol. 374, pp. 546–549. DOI: 10.1038/374546a0

7. Krieg A. M. Therapeutic potential of toll-like receptor 9 activation. Nature Review Drug Discovery, 2006, vol. 5, 
pp. 471–484. DOI: 10.1038/nrd2059



106 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2017, no. 4, pp. 96–109 

8. Krieg A. M. Mechanisms and applications of immune stimulatory CpG oligodeoxynucleotides. Biochimica et Biophysica 
Acta (BBA) – Gene Structure and Expression, 1999, vol. 1489, pp. 107–116.

9. Jain V. V., Kitagaki K., Kline J. N. CpG DNA and immunotherapy of allergic airway diseases. Clinical and Experimental 
Allergy, 2003, vol. 33, no. 10, pp. 1330–1335. DOI: 10.1046/j.1365-2222.2003.01763.x

10. Bauer S., Kirschning C. J., Hacker H., Redecke V., Hausmann S., Akira S., Wagner H., Lipford G. B. Human TLR9 
confers responsiveness to bacterial DNA via species-specific CpG motif recognition. Proceedings of the National Academy 
of Sciences of the United States of America, 2001, vol. 98, no. 16, pp. 9237–9242. DOI: 10.1073/pnas.161293498

11. Krieg A. M. CpG motifs in bacterial DNA and their immune effects. Annual Review of Immunology, 2002, vol. 20, 
pp. 709–760. DOI: 10.1146/annurev.immunol.20.100301.064842

12. Klinman D. M. Immunotherapeutic uses of CpG oligodeoxynucleotides. Nature Reviews. Immunology, 2004, vol. 4, 
no. 4, pp. 249–258. DOI: 10.1038/nri1329

13. Wilson H. L., Dar A., Napper S. K., Marianela Lopez A., Babiuk L. A., Mutwiri G. K. Immune mechanisms and 
therapeutic potential of CpG oligodeoxynucleotides. International Review of Immunology, 2006, vol. 25, no. 3/4, pp. 183–213. 
DOI: 10.1080/08830180600785868

14. Stacey K. J., Sweet M. J., Hume D. A. Macrophages ingest and are activated by bacterial DNA. Journal of Immunology, 
1996, vol. 157, no. 5, pp. 2116–2122.

15. Sun S. Q., Zhang X., Tough D., Sprent J. Type I interferon-mediated stimulation of T cells by CpG DNA. Journal 
of Experimental Medicine, 1998, vol. 188, pp. 2335–2342.

16. Fonseca D. E., Kline J. N. Use of CpG oligodeoxynucleotides in treatment of asthma and allergic disease. Advances 
of Drug Delivery. Reviews, 2009, vol. 61, pp. P. 256–262.

17. Klinman D. M., Klaschik S., Sato T., Tross D. CpG oligonucleotides as adjuvants for vaccines targeting infectious 
diseases. Advanced Drug Delivery Reviews, 2009, vol. 61, no. 3, pp. 248–255. DOI: 10.1016/j.addr.2008.12.012

18. Murad Y. M., Clay T. M. CpG oligodeoxynucleotides as TLR9 agonists: therapeutic applications in cancer. BioDrugs, 
2009, vol. 23, no. 6, pp. 361–375. DOI: 10.2165/11316930-000000000-00000

19. Hacker H., Mischak H., Miethke T., Liptay S., Schmid R., Sparwasser T., Heeg K., Lipford G. B., Wagner H. CpG-
DNA-specific activation of antigen-presenting cells requires stress kinase activity and is preceded by non-specific endocytosis 
and endosomal maturation. The EMBO Journal, 1998, vol. 17, no. 21, pp. 6230–6240. DOI: 10.1093/emboj/17.21.6230

20. Rutz M., Metzger J., Gellert T., Luppa P., Lipford G. B., Wagner H., Bauer S. Toll-like receptor 9 binds single-stranded 
CpG-DNA in a sequence- and pH-dependent manner. European Journal of Immunology, 2004, vol. 34, no. 9, pp. 2541–2550. 
DOI: 10.1002/eji.200425218

21. Yi A. K., Klinman D. M., Martin T. L., Matson S., Krieg A. M. Rapid immune activation by CpG motifs in bacterial DNA: 
systemic induction of IL-6 transcription through an antioxidant-sensitive pathway. Journal of Immunology, 1996, vol. 157, 
no. 12, pp. 5394–5402.

22. Redford T. W., Yi A. K., Ward C. T., Krieg A. M. Cyclosporin A enhances IL-12 production by CpG motifs in bacterial 
DNA and synthetic oligodeoxynucleotides. Journal of Immunology, 1998, vol. 161, no. 8, pp. 3930–3935.

23. Akira S., Uematsu S., Takeuchi O. Pathogen recognition and innate immunity. Cell, 2006, vol. 124, no. 4, pp. 783–801. 
DOI: 10.1016/j.cell.2006.02.015

24. Jung J., Yi A. K., Zhang X., Choe J., Li L., Choi Y. S. Distinct response of human B cell subpopulations in recognition 
of an innate immune signal, CpG DNA. Journal of Immunology, 2002, vol. 169, no. 5, pp. 2368–2373.

25. Bernasconi N. L., Traggiai E., Lanzavecchia A. Maintenance of serological memory by polyclonal activation of human 
memory B cells. Science, 2002, vol. 298, pp. 2199–2202. DOI: 10.1126/science.1076071

26. Asselin-Paturel C., Brizard G., Chemin K., Boonstra A., O’Garra, A., Vicari A., Trinchieri G. Type I interferon 
dependence of plasmacytoid dendritic cell activa-tion and migration. Journal of Experimental Medicines, 2005, vol. 201, 
no. 7, pp. 1157–1167. DOI: 10.1084/jem.20041930

27. Vollmer J., Jurk M., Samulowitz U., Lipford G., Forsbach A., Wüllner M., Tluk S., Hartmann H., Kritzler A., Müller C., 
Schetter C., Krieg A. M. CpG oligodeoxynucleotides stimulate IFN-gamma-inducible protein-10 production in human B cells. 
Journal of Endotoxin Research, 2004, vol. 10, no. 6, pp. 431–438. DOI: 10.1179/096805104225006534

28. Napolitani G., Rinaldi A., Bertoni F., Sallusto F., Lanzavecchia A. Selected TLR agonist combinations synergistically 
trigger a TH1 polarizing program in dendritic cells. Nature. Immunology, 2005, vol. 6, no. 8, pp. 769–776.

29. Klinman D. M. Use of CpG oligodeoxynucleotides as immunoprotective agents. Expert Opinion on Biological Therapy, 
2004, vol. 4, no. 6, pp. 937–946. DOI: 10.1517/14712598.4.6.937 

30. Klinman D. M., Currie D., Gursel I., Verthelyi D. Use of CpG oligodeoxynucleotides as immune adjuvants. Immuno-
logical Reviews, 2004, vol. 199, pp. 201–216. DOI: 10.1111/j.0105-2896.2004.00148.x

31. Zhao B. G., Vasilakos J. P., Tross D., Smirnov D., Klinman D. M. Combination therapy targeting toll like recep- 
tors 7, 8 and 9 eliminates large established tumors. Journal for Immunotherapy of Cancer, 2014, vol. 2. Available at: 
http://www.immunotherapyofcancer.org/content/2/1/12 (accessed 15.06.2017).

32. Carpentier A. F., Auf G., Delattre J. Y. CpG-oligonucleotides for cancer immunotherapy: review of the literature 
and potential applications in malignant glioma. Frontiers in Bioscience, 2003, vol. 8, pp. 115–127.

33. Tokunaga T., Yamamoto T., Yamamoto S. How BCG led to the discovery of immunostimulatory DNA. Japan Journal 
of Infection Diseases, 1999, vol. 52, no. 1, pp. 1–11.

34. Krieg A. M. CpG motifs: the active ingredient in bacterial extracts? Nature Medicine, 2003, vol. 9, no. 7, pp. 831–835. 
DOI: 10.1038/nm0703-831

35. Sands H., Gorey-Feret L. J., Ho S. P., Bao Y., Cocuzza A. J., Chidester D., Hobbs F.W.  Biodistribution and metabolism 
of internally H-3 labeled oligonucleotides. II. 3 ,́5ʹ-blocked oligonucleotides. Molecular Pharmacology, 1995, vol. 47, pp. 636–646. 



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2017. № 4. С. 96–109 107

36. Agrawal S., Zhao Q. Y. Antisense therapeutics. Current Opinion in Chemical Biology, 1998, vol. 2, no. 4, pp. 519–528.
37. Meng W., Yamazaki T., Nishida Y., Hanagata N.  Nuclease-resistant immunostimulatory phosphodiester CpG oligo-

deoxynucleotides as human toll-like receptor 9 agonists. BMC Biotechnology, 2011, vol. 11. DOI: 10.1186/1472-6750-11-88
38. Zhang H., Gao X. D. Nanodelivery systems for enhancing the immunostimulatory effect of CpG oligodeoxynucleotides. 

Materials Science and Engineering: C, 2017, vol. 70, pt. 2, pp. 935–946.
39. Zhu Y., Meng W., Li X., Gao H., Hanagata N. Design of mesoporous silica/cytosine‒phosphodiester‒guanine oligo-

deoxynucleotide complexes to enhance delivery efficiency. Journal of Physical Chemistry, 2011, vol. 115, no. 2, pp. 447–452. 
DOI: 10.1021/jp109535d

40. Zhi C., Meng W., Yamazaki T., Bando Y., Golberg D., Tang C., Hanagata N. BN nanospheres as CpG ODN carriers 
for activation of toll-like receptor 9. Journal of Materials Chemistry, 2011, vol. 21, no. 14, pp. 5219–5222.

41. Ahlers J. D., Belyakov I. M., Berzofsky J. A. Cytokine, chemokine, and costimulatory molecule modulation to enhance 
efficacy of HIV vaccines. Current Molecular Medicine, 2003, vol. 3, no. 3, pp. 285–301.

42. Nichani A. K., Kaushik R. S., Mena A., Popowych Y., Dent D., Townsend H. G., Mutwiri G., Hecker R., Babiuk L. A., 
Griebel P. J. CpG oligodeoxynucleotide induction of antiviral effector molecules in sheep. Cellular Immunology, 2004, 
vol. 227, no. 1, pp. 24–37. DOI: 10.1016/j.cellimm.2004.01.004

43. Fuchs S., Klier J., May A., Winter G., Coester C., Gehlen H. Towards an inhalative in vivo application of immuno-
modulating gelatin nanoparticles in horse-related preformulation studies. Journal of Microencapsulation, 2012, vol. 29, no. 7, 
pp. 615–625.

44. Kwong B., Liu H., Irvine D. J. Induction of potent anti-tumor responses while eliminating systemic side effects via liposome-
anchored combinatorial immunotherapy. Biomaterials, 2011, vol. 32, pp. 5134–5147. DOI: 10.1016/j.biomaterials.2011.03.067.

45. Andrews C. D., Huh M. S., Patton K., Higgins D., Van Nest G., Ott G., Lee K. D. Encapsulating immunostimulatory 
CpG oligonucleotides in Listeriolysin O-liposomes promotes a Th1-type response and CTL activity. Molecular Pharmaceutics, 
2012, vol. 9, no. 5, pp. 1118–1125. DOI: 10.1021/mp2003835

46. Zhou S., Hashida Y., Kawakami S., Mihara J., Umeyama T., Imahori H., Murakami T., Yamashita F., Hashida M. Preparation 
of immunostimulatory single-walled carbon nanotube/CpG DNA complexes and evaluation of their potential in cancer immuno-
therapy. International Journal of Pharmaceutics, 2014, vol. 471, no. 1/2, pp. 214–223. DOI: 10.1016/j.ijpharm.2014.05.037

47. Sun J., Chao J., Huang J., Yin M., Zhang H., Peng C., Zhong Z., Chen N. Uniform small graphene oxide as an efficient 
cellular nanocarrier for immunostimulatory CpG oligonucleotides. ACS Applied Materials and Interfaces, 2014, vol. 6, no. 10, 
pp. 7926–7932. DOI: 10.1021/am5012595

48. Lin A. Y., Almeida J. P., Bear A., Liu N., Luo L., Foster A. E., Drezek R. A. Gold nanoparticle delivery of modified 
CpG stimulates macrophages and inhibits tumor growth for enhanced immunotherapy. PLoS One, 2013, vol. 8, no. 5, e63550. 

49. Tao W., Ziemer K. S., Gill H. S. Gold nanoparticle-M2e conjugate coformulated with CpG induces protective immu-
nity against influenza A virus. Nanomedicine, 2014, vol. 9, no. 2, pp. 237‒252. DOI: 10.2217/nnm.13.58

50. Chen N., Wei M., Sun Y., Li F., Pei H., Li X., Su S., He Y., Wang L., Shi J., Fan C., Huang Q. Self-assembly of polyadenine-
tailed CpG oligonucleotide-gold nanoparticle nanoconjugates with immunostimulatory activity. Small, 2014, vol. 10, no. 2, 
pp. 368–375. DOI: 10.1002/smll.201300903

51. Zhang H., Feng S., Yan T., Zhi C., Gao X. D., Hanagata N. Polyethyleneimine-functionalized boron nitride nanospheres 
as efficient carriers for enhancing the immunostimulatory effect of CpG oligodeoxynucleotides. International Journal 
of Nanomedicine, 2015, vol. 10, pp. 5343–5353. DOI: 10.2147/IJN.S88774

52. Zheng H., Wen S., Zhang Y., Sun Z. Organosilane and polyethylene glycol functionalized magnetic mesoporous silica 
nanoparticles as carriers for CpG immunotherapy in vitro and in vivo. PLoS One, 2015, vol. 10, no. 10, e0140265. DOI: 
10.1371/journal.pone.0140265

53. Xu Y., Claiden P., Zhu Y., Morita H., Hanagata N. Effect of amino groups of mesoporous silica nanoparticles on CpG 
oligodexynucleotide delivery. Science and Technology of Advanced Materials, 2015, vol. 16, no. 4, 045006. DOI: 10.1088/1468-
6996/16/4/045006 

54. Tao C., Zhu Y., Li X., Hanagata N. Binding of CpG oligodeoxynucleotides to mesoporous silica nanoparticles for enhancing 
delivery efficiency. Microporous and Mesoporous Materials, 2015, vol. 204, pp. 91‒98. DOI: 10.1016/j.micromeso.2014.11.007 

55. Mueller M., Reichardt W., Koerner J., Groettrup M. Coencapsulation of tumor lysate and CpG-ODN in PLGA-microspheres 
enables successful immunotherapy of prostate carcinoma in TRAMP mice. Journal of Controlled Release, 2012, vol. 162, no. 1, 
pp. 159–166. DOI: 10.1016/j.jconrel.2012.06.015

56. Mochizuki S., Morishita H., Kobiyama K., Aoshi T., Ishii K. J., Sakurai K. Immunization with antigenic peptides 
complexed with β-glucan induces potent cytotoxic T-lymphocyte activity in combination with CpG-ODNs. Journal of Controlled 
Release, 2015, vol. 220, pp. 495–502.

57. Miyamoto N., Mochizuki S., Fujii S., Yoshida K., Sakurai K. Adjuvant activity enhanced by cross-linked CpG-oligo-
nucleotides in β-glucan nanogel and its antitumor effect. Bioconjugate Chemistry, 2017, vol. 28, no. 2, pp. 565‒573. DOI: 
10.1021/acs.bioconjchem.6b00675

58. Schüller V. J., Heidegger S., Sandholzer N., Nickels P. C., Suhartha N. A.  Endres S., Bourquin C., Liedl T. Cellular 
immunostimulation by CpG-sequence-coated DNA origami structures. ACS Nano, 2011, vol. 5, pp. 9696–9702.

59. Mohri K., Kusuki E., Ohtsuki S., Takahashi N., Endo M., Hidaka K., Sugiyama H., Takahashi Y., Takakura Y., 
Nishikawa M. Self-assembling DNA dendrimer for effective delivery of immunostimulatory CpG DNA to immune cells. Bio-
macromolecules, 2015, vol. 16, no. 4, pp. 1095–1101. DOI: 10.1021/bm501731f

60. Nishikawa M., Mizuno Y., Mohri K., Matsuoka N., Rattanakiat S., Takahashi Y., Funabashi H., Luo D., Takakura Y. 
Biodegradable CpG DNA hydrogels for sustained delivery of doxorubicin and immunostimulatory signals in tumor-bearing 
mice. Biomaterials, 2011, vol. 32, no. 2, pp. 488–494. DOI: 10.1016/j.biomaterials.2010.09.013



108 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2017, no. 4, pp. 96–109 

61. Mei L., Zhu G., Qiu L., Wu C., Chen H., Liang H., Cansiz S., Lv Y., Zhang X., Tan W. Self-assembled multifunctional 
DNA nanoflowers for the circumvention of multidrug resistance in targeted anticancer drug delivery. Nano Research, 2015, 
vol. 8, no. 11, pp. 3447–3460.

62. Mutwiri G. K., Nichani A. K., Babiuk S., Babiuk L. A. Strategies for enhancing the immunostimulatory effects 
of CpG oligodeoxynucleotides. Journal of Controlled Release, 2004, vol. 97, no. 1, pp. 1–17. DOI: 10.1016/j.jconrel.2004.02.022

63. Mutwiri G. S., van Drunen Littel-van den Hurk S., Babiuk L. A. Approaches to enhancing immune responses stimulated 
by CpG oligodeoxynucleotides. Advanced Drug Delivery Reviews, 2009, vol. 61, no. 3, pp. 226–232. DOI: 10.1016/j.addr.2008.12.004

64. Demoulins T., Milona P., McCullough K. C. Alginate-coated chitosan nanogels differentially modulate class-A 
and class-B CpG-ODN targeting of dendritic cells and intracellular delivery. Nanomedicine, 2014, vol. 10, no. 8, pp. 1739‒1749. 
DOI: 10.1016/j.nano.2014.06.003

65. Hanagata N. Structure-dependent immunostimulatory effect of CpG oligodeoxynucleotides and their delivery system. 
International Journal of Nanomedicine, 2012, vol. 7, pp. 2181–2195. DOI: 10.2147/IJN.S30197

66. Zhu G., Liu Y., Yang X., Kim Y. H., Zhang H., Jia R., Liao H. S., Jin A., Lin J., Aronova M., Leapman R., Nie Z., 
Niu G., Chen X. DNA-inorganic hybrid nanovaccine for cancer immunotherapy. Nanoscale, 2016, vol. 8, no. 12, pp. 6684–6692. 
DOI: 10.1039/c5nr08821f

67. Xu Z. P., Lu G. Q. Layered double hydroxide nanomaterials as potential cellular drug delivery agents. Pure and Applied 
Chemistry, 2006, vol. 78, no. 9, pp. 1771–1779. DOI: 10.1351/pac200678091771

68. Rives V., del Arco M., Martin C. Layered double hydroxides as drug carriers and for controlled release of non-steroidal 
antiinflammatory drugs (NSAIDs): a review. Journal of Controlled Release, 2013, vol. 169, pp. 28–39.

69. Olfs H. W., Torres-Dorantea L. O., Eckeltc R., Kosslickc H. Comparison of different synthesis routes for Mg–Al layered 
double hydroxides (LDH): Characterization of the structural phases and anion exchange properties. Applied Clay Science, 
2009, vol. 43, no. 3/4, pp. 459–464.

70. Theiss F. L., Ayoko G. A., Frost R. L. Synthesis of layered double hydroxides containing Mg2+, Zn2+, Ca2+ and Al3+ layer 
cations by co-precipitation methods. Applied Surface Science, 2016, vol. 383, pp. 200–213. DOI: 10.1016/j.apsusc.2016.04.150

71. Aisawa S., Ohnuma Y., Hirose K., Takahashi S., Hirahara H., Narita E. Intercalation of nucleotides into layered double 
hydroxides by ion-exchange reaction. Applied Clay Science, 2005, vol. 28, no. 1/4, pp. 137–145.

72. Kwak S.-Y., Jeong Y.-Joo, Park J.-S., Choy J.-Ho. Bio-LDH nanohybrid for gene therapy. Solid State Ionics, 2002, 
vol. 151, pp. 229–234.

73. Xu Z. P., Walker T. L., Liu K., Cooper H. M., Lu G. M., Bartlett P. F. Layered double hydroxide nanoparticles as cellular 
delivery vectors of supercoiled plasmid DNA. International Journal of Nanomedicine, 2007, vol. 2, no. 2, pp. 163–174.

74. Kim J. Y., Choi S. J., Oh J. M., Park T., Choy J. H. Anticancer drug-inorganic nanohybrid and its cellular interaction. 
Journal of Nanoscience and Nanotechnology, 2007, vol. 7, no. 11, pp. 3700‒3705.

75. Manzi-Nshuti C., Chen D., Su S., Wilkie C. A. The effects of intralayer metal composition of layered double hydroxides 
on glass transition, dispersion, thermal and fire properties of their PMMA nanocomposites. Thermochimica Acta, 2009, vol. 495, 
no. 1/2, pp. 63–71.

76. Pontarollo R. A., Babiuk L. A., Hecker R., van Drunen Littel-van den Hurk S. Augmentation of cellular immune 
responses to bovine herpesvirus-1 glycoprotein D by vaccination with CpG-enhanced plasmid vectors. Journal of General 
Virology, 2002, vol. 83, pp. 2973–2981.

77. Kojima Y., Xin K. Q., Ooki T., Hamajima K., Oikawa T., Shinoda K., Ozaki T., Hoshino Y., Jounai N., Nakazawa M., 
Klinman D. Adjuvant effect of multi-CpG motifs on an HIV-1 DNA vaccine. Vaccine, 2002, vol. 20, pp. 2857–2865.

78. Juvaris BioTherapeutics announces positive data from clinical trial of JVRS-100 adjuvanted flu vaccine. Juvaris Bio-
Therapeutics, Inc. Available at: http://www.juvaris.com/news/press/09_01_08.html (accessed 18 May 2017).

79. Bernstein D. I., Earwood J. D., Bravo F. J., Cohen G. H., Eisenberg R. J., Clark J. R., Fairman J., Cardin R. D. Effects 
of herpes simplex virus type 2 glycoprotein vaccines and CLDC adjuvant on genital herpes infection in the guinea pig. Vaccine, 
2011, vol. 29, no. 11, pp. 2071–2078.

80. Morreya J. D., Motter N. E., Chang S., Fairman J. Breaking B and T cell tolerance using cationic lipid-DNA 
complexes (CLDC) as a vaccine adjuvant with hepatitis B virus (HBV) surface antigen in transgenic mice expressing HBV. 
Antiviral Research, 2011, vol. 90, no. 3, pp. 227–230.

81. Dong L., Liu F., Fairman J., Hong D. K., Lewis D. B., Monath T., Warner J. F., Belser J. A., Patel J., Hancock K., Katz J. M., 
Lu X. Cationic liposome–DNA complexes (CLDC) adjuvant enhances the immunogenicity and cross-protective efficacy 
of a pre-pandemic influenza A H5N1 vaccine in mice. Vaccine, 2012, vol. 30, pp. 254–264. DOI: 10.10.16/j.vaccine.2011.10.103

82. Carroll T. D., Matzinger S. R., Barry P. A., McChesney M. B., Fairman J., Miller C. J. Efficacy of influenza vaccination 
of elderly Rhesus Macaques is dramatically improved by addition of a cationic lipid/DNA adjuvant. Journal of Infection Diseases, 
2014, vol. 209, no. 1, pp. 24–33.

83. Zinchenko A. I., Kvach S. V., Shchokolova A. S. Construction of plasmid enriched with immunostimulatory CpG 
motifs. Eastern European Scientific Journal, 2014, no. 3, pp. 10–13.

84. Shchekolova A. S. Elaboration of biotechnological methods of obtaining nucleic immunostimulants – CpG-DNA 
and cyclic di-GMP, Abstract of Ph. D. diss. Minsk, 2014. 24 p. (in Russian).

85. Hanagata N. CpG oligodeoxynucleotide nanomedicines for the prophylaxis or treatment of cancers, infectious diseases, 
and allergies. International Journal of Nanomedicine, 2017, vol. 12, pp. 515–531. DOI: 10.2147/IJN.S114477

86. Schmidt M., Hagner N., Marco A., König-Merediz S. A., Schroff M., Wittig B. Design and structural requirements 
of the potent and safe TLR-9 agonistic immunomodulator MGN1703. Nucleic Acid Therapeutics, 2015, vol. 25, no. 3, pp. 130–140. 
DOI: 10.1089/nat.2015.0533



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2017. № 4. С. 96–109 109

87. Hirsh V., Paz-Ares L., Boyer M., Rosell R., Middleton G., Eberhardt W. E., Szczesna A., Reiterer P., Saleh M., Arrieta O., 
Bajetta E., Webb R. T., Raats J., Benner R. J., Fowst C., Meech S. J., Readett D., Schiller J. H. Randomized phase III trial 
of paclitaxel/carboplatin with or without PF-3512676 (Toll-like receptor 9 agonist) as first-line treatment for advanced non-
small-cell lung cancer. Journal of Clinical Oncology, 2011, vol. 29, no. 19, pp. 2667–2674. DOI: 10.1200/JCO.2010.32.8971

88. Manegold C., van Zandwijk N., Szczesna A., Zatloukal P., Au J. S., Blasinska-Morawiec M., Serwatowski P., 
Krzakowski M., Jassem J., Tan E. H., Benner R. J., Ingrosso A., Meech S. J., Readett D., Thatcher N. A phase III randomized 
study of gemcitabine and cisplatin with or without PF-3512676 (TLR9 agonist) as first-line treatment of advanced non-small-
cell lung cancer. Annals of Oncology, 2012, vol. 23, no. 1, pp. 72–77. DOI: 10.1093/annonc/mdr030

89. Loh X. J., Ong S. J., Tung Y. T., Choo H. T. Co-delivery of drug and DNA from cationic dual-responsive micelles 
derived from poly(DMAEMA-co-PPGMA). Material Science and Engineering, 2013, vol. 33, no. 8, pp. 4545–4550. DOI: 
10.1016/j.msec.2013.07.011

90. Makkouk A., Joshi V. B., Wongrakpanich A., Lemke C. D., Gross B. P., Salem A. K., Weiner G. J. Biodegradable 
microparticles loaded with doxorubicin and CpG ODN for in situ immunization against cancer. AAPS Journal, 2015, vol. 17, 
no. 1, pp. 184–193. DOI: 10.1208/s12248-014-9676-6

91. Mizuno Y., Naoi T., Nishikawa M., Rattanakiat S., Hamaguchi N., Hashida M., Takakura Y. Simultaneous delivery 
of doxorubicin and immunostimulatory CpG motif to tumors using a plasmid DNA/doxorubicin complex in mice. Journal 
of Controlled Release, 2010, vol. 141, no. 2, pp. 252–259. DOI: 10.1016/j.jconrel.2009.09.014

92. Brody J. D., Ai W. Z., Czerwinski D. K., Torchia J. A., Levy M., Advani R. H., Kim Y. H., Hoppe R. T., Knox S. J., 
Shin L. K., Wapnir I., Tibshirani R. J., Levy R. In situ vaccination with a TLR9 agonist induces systemic lymphoma regression: 
a phase I/II study. Journal of Clinical Oncology, 2010, vol. 28, no. 28, pp. 4324–4332. DOI: 10.1200/JCO.2010.28.9793

93. Marabelle A., Kohrt H., Caux C., Levy R. Intratumoral immunization: a new paradigm for cancer therapy. Clinical 
Cancer Research, 2014, vol. 20, no. 7, pp. 1747‒1756. DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-13-2116

94. Pierce R. H., Campbell J. S., Pai S. I., Brody J. D., Kohrt H. E. In-situ tumor vaccination: bringing the fight to the tumor. 
Human Vaccines and Immunotherapeutics, 2015, vol. 11, no. 8, pp. 1901–1909. DOI: 10.1080/21645515.2015.1049779

95. Hu X., Wu T., Bao Y., Zhang Z. Nanotechnology based therapeutic modality to boost anti-tumor immunity and collapse 
tumor defense. Journal of Controlled Release, 2017, vol. 256, pp. 26‒45. DOI: 10.1016/j.jconrel.2017.04.026

Информация об авторах

Зинченко Анатолий Иванович – член-корреспондент, 
д-р биол. наук, профессор, заведующий лабораторией. 
Институт микробиологии НАН Беларуси (ул. Купре- 
вича, 2, 220141, г. Минск, Республика Беларусь). E-mail: 
zinch@mbio.bas-net.by.

Щеколова Анастасия Сергеевна – канд. биол. наук, 
ст. науч. сотрудник. Институт микробиологии НАН Бе-
ларуси (ул. Купревича, 2, 220141, г. Минск, Республика 
Беларусь). E-mail: nastindeathnote@gmail.com.

Information about the authors

Anatoliy I. Zinchenko – Corresponding Member, D. Sc. 
(Biol.), Professor, Head of the Laboratory. Institute of Micro-
biology of the National Academy of Sciences of Belarus 
(2, Kuprevich Str., 220141, Minsk, Republic of Belarus). 
E-mail: zinch@mbio.bas-net.by.

Anastasiya S. Schokolova – Ph. D. (Biol.), Senior re-
searcher. Institute of Microbiology of the National Academy 
of Sciences of Belarus (2, Kuprevich Str., 220141, Minsk, 
Republic of Belarus). E-mail: nastindeathnote@gmail.com.



110 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2017, no. 4, pp. 110–119 

ISSN 1029-8940 (print)
УДК 577.241 Поступила в редакцию 20.06.2017

Received 20.06.2017

Н. А. Балашенко, С. Е. Дромашко 

Институт генетики и цитологии НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь

ДЛИННЫЕ НЕКОДИРУЮЩИЕ РНК И ИХ ФУНКЦИИ

Аннотация. В обзоре рассматривается роль длинных некодирующих РНК (lncRNA) в регуляции генных сетей 
с высокой степенью сложности. Приводится классификация всех не кодирующих белок РНК (вовлеченных в синтез 
белка, участвующих в посттранскрипционном изменении мРНК либо репликации ДНК, регуляторных). Обсуждается 
роль различных lncRNA в регуляции геноспецифической транскрипции, посттранскрипционной регуляции, инакти-
вации Х-хромосомы (такова, например, HOTAIR – перепрограммирующая состояние хроматина или Xist РНК, кото-
рая связывается с белковым комплексом PRC2, обусловливая инактивацию генов Х-хромосомы). Рассматривается 
роль lncRNA, в частности TelRNA, в регуляции длины теломер и в репликативном старении. Обсуждается также 
характер экспрессии lncRNA в тканях нервной системы на примере такого эволюционно консервативного транс-
крипта, как TUNA. Кроме того, приводятся литературные данные о возможном участии различных типов lncRNA 
в развитии ряда заболеваний, в том числе онкологических и сердечно-сосудистых.
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генные сети 
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LONG NON-CODING RNAS AND THEIR FUNCTIONS

Abstract. The review examines the role of long non-coding RNAs (lncRNAs) in the regulation of gene networks with a high 
degree of complexity. There are such divisions as the role of lncRNAs in: the genome and transcriptome organization; 
the regulation of a gene specific transcription; the post-transcriptional regulation; X chromosome inactivation; the development 
of oncopathology and some other diseases; the regulation of telomere length; the expression in tissues of the nervous system. 
We discuss the literature data on several kinds of non-coding RNA, the participation of lncRNAs in the transmission and coordination 
of information flows in the epigenetic, transcriptional and post-transcriptional processes. For example, there is a list of non-
coding RNAs including both long non-coding RNAs (lncRNAs) and other RNA types (micro RNAs (miRNA), small interfering 
RNAs (siRNA), piwi-interacting RNAs (piRNA), small nucleolar RNAs (snoRNA), etc.) Our article also deals with the role 
of such RNAs as HOTAIR – RNA reprogramming chromatin state, Xist, which causes an inactivation of X chromosome 
genes, or TelRNA involved in replicative aging. Some features of lncRNA expression in tissues of the nervous system 
are discussed on example of such an evolutionary conservative molecule as TUNA, probably involved in the development 
of Huntington’s disease. In addition, we consider the probable role of lncRNAs in the development of a number of diseases, 
including cancer and cardiovascular ones (PCGEM1 – prostate tumor, MALAT1 – non-small cell lung cancer; Miat – myocardial 
infarction, ANRIL – atherosclerosis, etc.).

Keywords: long non-coding RNAs (lncRNAs), regulation of genetic and epigenetic processes, gene networks9
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Введение. На протяжении многих лет считалось, что основная функция РНК – выступать в ка-
честве посредника в процессе считывания белковой последовательности с кодирующего ее гена. 
Поэтому одной из самых больших неожиданностей в современной биологии стало открытие, что 
белок-кодирующие последовательности составляют менее 2 % от всего генома; затем было уста-
новлено, что по крайней мере 90 % генома человека активно транскрибируются [1]. Таким образом, 
было установлено, что транскриптом человека имеет более сложную организацию. Хотя раньше 
полагали, что эти 90 % – транскрипционный «шум» или «эволюционный мусор», возникающий 
из-за вставки мобильных генетических элементов, последние данные свидетельствуют о том, 
что некодирующие РНК (нкРНК) могут играть важную биологическую роль в развитии организ-
мов, их физиологии и патологии [1]. 
© Балашенко Н. А., Дромашко С. Е., 20179
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В последние годы малые нкРНК (микроРНК) изучались наиболее активно, однако сейчас идет 
интенсивное накопление данных о молекулярных механизмах функционирования широкого спектра 
новых классов РНК, что обеспечивает понимание их роли в клеточной биологии и развитии за-
болеваний человека. В данном обзоре внимание сконцентрировано в основном на длинных не-
кодирующих РНК (long non-coding RNA, lncRNA), их функциях в клетке и в развитии онкозабо-
леваний, а также на потенциальной возможности использования их в качестве биомаркеров. 

Значение lncRNA, организация генома и транскриптома. Следует отметить, что lncRNA – 
это транскрипты, не кодирующие белок и имеющие длину более 200 нуклеотидов [2]. Это позволяет 
их отличать от других видов нкРНК, таких как микроРНК (miRNA) – коротких интерферирующих 
РНК (siRNA), взаимодействующих с белком piwiРНК (piRNA), малых ядерных РНК (snoRNAs) 
и некоторых других коротких РНК (см. таблицу).

Классификация РНК, не кодирующих белок

Classification of RNA, non-coding a protein

Тип РНК Аббревиатура 
на английском Функция Распространенность

РНК, вовлеченные в синтез белка
Рибосомальные РНК [3] rRNA Входят в состав рибосом Все организмы
Сигнал-распознающие РНК [4] 7SL RNA 

or SRP RNA
Распознавание сигнала на мембране Все организмы

Транспортные РНК [5] tRNA Трансляция Все организмы 
Транспортно-матричные РНК [6] tmRNA Трансляция Бактерии

РНК, вовлеченные в посттранскрипционное изменение мРНК либо репликацию ДНК
Малые ядерные РНК [7] snRNA Сплайсинг и др. Эукариоты и археи
Малые ядрышковые РНК [8, 9] snoRNA Нуклеотидные модификации РНК Эукариоты и археи
SmY рибонуклеиновая кислота [10] SmY Транс-сплайсинг мРНК Нематоды
Малые Cajal-специфичные РНК [9, 11] scaRNA Нуклеотидные модификации РНК Животные
Гидовые РНК  [12] gRNA Нуклеотидные модификации мРНК Митохондрии и пластиды
Рибонуклеаза Р [13] RNase P Созревание транспортной РНК Все организмы
Рибонуклеаза MRP [14] RNase MRP Созревание рибосомной РНК, репли-

кация ДНК 
Эукариоты

Y РНК [15] Y RNA Процессинг РНК, репликация ДНК Животные
Теломеразные РНК [16] TERC Синтез теломер Большинство эукариот
Сплайсинговые лидерные РНК [17] SL RNA Транс-сплайсинг мРНК, процессинг 

РНК
Низшие эукариоты

Регуляторные РНК
Арнтисмысловые РНК [18] aRNA, 

asRNA
Деградация/стабилизация мРНК, 
трансляция

Все организмы

Цис-природный антисмысловой 
транскрипт [19]

cis-NAT Регуляция экспрессии генов Некоторые эукариоты

Кластерные регулярные короткие 
палиндромные повторы РНК [20]

crRNA Устойчивость к паразитам, вероятно, 
таргетинг их ДНК

Бактерии и археи

Длинные некодирующие РНК [21] lncRNA Эпигенетическое регулирование 
транскрипции генов

Эукариоты

МикроРНК [22] miRNA, 
microRNA

Регуляция экспрессии генов Большинство эукариот

Взаимодействующие с белком 
Piwi РНК [23]

piRNA Защита от транспозонов Большинство 
животных

Малые интерферирующие РНК [24] siRNA Регуляция экспрессии генов Большинство эукариот
Транс-активирующие малые 
интерферирующие РНК [25, 26]

tasiRNA Регуляция экспрессии генов Растения

Ассоциированные с повторами малые 
интерферирующие РНК [27]

rasiRNA Защита от транспозонов Насекомые

7SK РНК [28] 7SK Негативно регулирует CDK9/cyclin T 
(регулирует клеточный цикл)

Эукариоты
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Геном имеет модульную структуру из транскрибируемых локусов и участков некодирующих 
транскриптов. Крупномасштабные проекты, такие как FANTOM (определение функций кДНК 
млекопитающих), выявили примерно 35 000 некодирующих транскриптов, причем неожиданным 
оказалось обилие длинных нкРНК. Геном млекопитающих кодирует множество длинных, не ко-
дирующих белки РНК (lncRNAs), которые играют важную роль в различных биологических 
процессах. Обычно lncRNA обнаруживаются в ядре и, в частности, в ассоциированных с хрома-
тином фракциях [29]. В соответствии с их локализацией многие lncRNA связывают с регуляцией 
экспрессии генов и формированием трехмерной организации ядра. Многие lncRNA могут взаи-
модействовать с различными регуляторными белками и связывать их с определенными сайтами 
ДНК, регулируя экспрессию генов [30]. Хотя некоторые lncRNA обнаружены в интронах, боль-
шинство из них транскрибируются, захватывая участки смысловых и некодирующих последова-
тельностей генов [31]. 

Роль lncRNA в регуляции геноспецифической транскрипции. Существует множество 
подтверждений того, что lncRNA участвуют в регуляции экспрессии различных генов. Первые 
доказательства этого получены благодаря исследованиям инактивации Х-хромосомы млекопи-
тающих, вследствие которой выключается одна из Х-хромосом. В этот процесс вовлечена длин-
ная нкРНК под названием Xist (X-inactive specific transcript), причем генетическая делеция Xist 
предотвращает инактивацию Х-хромосомы, а индукции Xist достаточно, чтобы инициировать 
инактивацию именно той Х-хромосомы, с которой Xist транскрибируется [32].

Классическим примером является также lncRNA, которая отвечает за регуляцию гена Igfr2, 
контролируя генетический импринтинг [33–35]. Кроме того, еще одна lncRNA – HOTAIR влияет 
на экспрессию генов кластера HoxD и других генов, имеющих разную локализацию в геноме [36, 37]. 
Недавние исследования показали, что большой процент lncRNA в клетке влияет на экспрессию 
генов, в том числе тех, которые участвуют в эмбриональном развитии [38–41], функционирова-
нии сердечной мышцы [42, 43], иммунном ответе [44], развитии онкопатологии [45–48]. На осно-
вании этих исследований были предложены различные модели регулирующих стратегий lncRNA, 
в том числе активации и репрессии генов в цис- [49] и транс-положении [50]. 

Показано, что длинные нкРНК могут взаимодействовать с некоторыми белками, в том числе 
участвующими в транскрипции. Что будет, если удалить часть этих белков? Ответ на этот воп- 
рос напрямую связан с белковым комплексом под названием Mediator [51]. Длинные нкРНК свя-
зываются с этим комплексом в нескольких местах, и вместе они уже могут активировать другие 
гены. Некодирующие РНК с помощью Mediator влияют на активность ферментов, взаимодей-
ствующих с гистонами. При этом выстраивается такая цепочка: РНК связывается с Mediator, затем 
они вместе помогают раскрыть гистоновую упаковку ДНК и ДНК становится доступной для бел-
ков аппарата транскрипции. Интересно, что сам Mediator может связываться даже с удаленными 
энхансерными последовательностями в ДНК, которые располагаются на расстоянии в 100 тыс. ну-
клеотидов от активируемого гена. Таким образом, длинные нкРНК образуют что-то наподобие 
информационного мостика или петли между энхансером и нужным геном. 

Роль lncRNA в посттранскрипционной регуляции. Кроме регуляции транскрипции lncRNA 
также контролируют различные этапы посттранскрипционного процессинга мРНК. Как и у микроРНК, 
эти функции часто связаны с присоединением к комплементарной последовательности мРНК-мишени. 
Формирование РНК-дуплексов между комплементарными lncRNA и мРНК может рассматри-
ваться как ключевой момент, необходимый для связывания транс-действующих факторов, влия-
ющих на трансляцию мРНК (в том числе на сплайсинг, транспорт и деградацию).

Роль lncRNA в инактивации Х-хромосомы. В инактивации одной из двух Х-хромосом у мле-
копитающих участвует длинная нкРНК – Xist (молекула РНК, состоящая из 17 тыс. нуклеотид-
ных остатков) [52]. Распределяясь по хромосоме, эта РНК одним из своих доменов связывается 
с белковым комплексом PRC2, обуславливая его взаимодействие с участками, где гены должны 
быть инактивированы. Этот комплекс, в свою очередь, модифицирует гистоны: присоединяет 
к ним в определенных местах метильные группы, инактивируя таким образом гены. В ряде работ 
показано, что для распределения по Х-хромосоме Xist использует несколько разных доменов [53–55]. 
Кроме того, для распределения нужно, чтобы эта РНК взаимодействовала с белками, ассоцииро-
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ванными с ядерным матриксом. Авторы также решили выяснить, в каких местах Х-хромосомы 
оказывается Xist, когда хромосома инактивируется. Оказалось, что Xist распределена по всей 
Х-хромосоме, за исключением генов, работающих при ее инактивации. В участках нахождения 
Xist есть следы работы белкового комплекса, используемого Xist для выключения генов путем 
метилирования гистонов.

Молекулы РНК Xist распределяются по хромосоме спустя некоторое время после начала 
транскрипции: через 1 ч молекулы Xist находятся лишь в области кодирующего ее гена, через 3 ч 
они уже распределены по всей Х-хромосоме, а через 6 ч окутывают хромосому почти целиком. 
Обнаружено также, что через какое-то время после начала транскрипции большая часть молекул 
Xist сосредотачивается в определенных участках хромосомы, скапливаясь там перед тем, как 
распространиться по всей хромосоме. При этом последовательность ДНК в этих участках хро-
мосом не содержит каких-либо специфических элементов. 

Эти факты позволили успешно провести важный эксперимент: исследователи встроили ген 
Xist в 21-ю хромосому (лишняя хромосома, встречающаяся при синдроме Дауна), и она инакти-
вировалась. Пока результат получен только на культуре клеток, что, однако, не исключает воз-
можности применения данного открытия в практической медицине [56].

Роль lncRNA в развитии онкопатологии и некоторых других заболеваний. Анализ экспрессии 
генов опухолевых и нормальных клеток выявил изменения в экспрессии lncRNA при нескольких 
формах рака. Например, при опухоли простаты одной из двух сверхэкспрессирующихся РНК 
была lncRNA – PCGEM1, коррелирующая с повышенной пролиферацией и образованием колоний, 
что предполагает ее участие в регуляции роста клеток [57]. MALAT1 (известный так же как NEAT2) 
был впервые обнаружен как lncRNA, активирующаяся во время метастазирования на ранних 
стадиях немелкоклеточного рака легкого, и его избыточная экспрессия является ранним прогно-
стическим маркером для пациентов [57]. Несмотря на то что ряд lncRNA аномально экспресси-
руются при раке, их функции и потенциальная роль в опухолеобразовании почти не изучены. 
Например, lncRNA His-1 вовлечена в процесс онкогенеза и контроля роста, но их функция в нор-
мальных клетках неизвестна. В дополнение к роли при развитии онкологических заболеваний 
lncRNA также демонстрируют аномальную экспрессию при других болезненных состояниях. 
Избыточная экспрессия PRINS связана с восприимчивостью к псориазу: в участках эпидермиса, 
пораженных псориазом, по сравнению с участками, не имеющими признаков поражения, экспрессия 
PRINS повышается [58]. Изучение их экспрессии показало, что многие расшифрованные участки 
ДНК, которые не кодируют белки, по-разному экспрессируются на различных стадиях онкоза-
болеваний у человека [59]. Анализ хронического лимфолейкоза, колоректального рака и гепато-
целлюлярной карциномы выявил, что все три типа рака имеют похожие профили экспрессии 
lncRNA по сравнению с нормальными клетками. Дальнейший анализ одной из lncRNA показал, 
что она вела себя как онкоген, блокируя апоптоз и приводя к увеличению числа злокачественных 
клеток [59]. Вполне вероятно, что эти lncRNA, проявляющие аномальный уровень экспрессии 
при онкотрансформации, выполняют важные функции на ранних этапах эмбриогенеза.

Исследования одиночных нуклеотидных полиморфизмов (SNP), ассоциированных с болез-
ненными состояниями, показали, что локус восприимчивости к инфаркту миокарда связан 
с lncRNA, названной Miat [60]. Кроме того, геномные исследования выявили ассоциированный 
с болезнью коронарной артерии вариант lncRNA – ANRIL, который также экспрессируется в тка-
нях, пораженных атеросклерозом, и с изменением его экспрессии связан гаплотип высокого риска 
ишемической болезни сердца. Аналогичным образом антисмысловая lncRNA, регулирующая 
экспрессию смысловой цепи гена BACE1, важного фермента этиологии болезни Альцгеймера, 
имеет повышенную экспрессию в нескольких областях мозга у лиц с указанным заболеванием.

Роль lncRNA в регуляции длины теломер. Теломеры – участки нуклеопротеинового комп- 
лекса на концах хромосом млекопитающих. Они имеют важное значение для поддержания стабиль-
ности генома, участвуют в репликативном старении и играют центральную роль при таких забо-
леваниях, как рак. Теломеры уже давно считались транскрипционно инертными ДНК-белковыми 
комплексами, пока не было установлено, что с них могут транскрибироваться теломерные РНК [61] 
или содержащие теломерные повторы РНК [62]. Эти нкРНК неоднородны по длине, транскриби-
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руются с нескольких субтеломерных локусов. Образование комплекса их с хроматином подав- 
ляется SMG белками, которые защищают концы хромосом от укорачивания. Это предполагает 
участие SMG в регуляции длины теломер [62]. Кроме того, TelRNA подавляют активность теломе-
разы в опытах in vitro и, следовательно, могут участвовать в регуляции активности теломеразы [61]. 

Роль lncRNA в тканях нервной системы. Во время выполнения проекта GENCODE прове-
дены сопоставление и анализ последовательностей lncRNA человека и их локализации в геноме, 
модификации и разницы   профилей экспрессии в тканях. В результате обнаружено, что в тканях 
мозга и центральной нервной системы экспрессируется большее количество lncRNA, чем в тка-
ни любого другого типа [63].

Другое исследование выявило, что конститутивно экспрессирующихся lncRNA не так много, 
и их меньше, чем конститутивно экспрессирующихся мРНК, а также что экспрессия lncRNA бо-
лее разнообразна в разных областях мозга [64].

Одним из примеров lncRNA, участвующей в регуляции работы нервной системы, является 
TUNA – эволюционно консервативный транскрипт, способствующий поддержанию пролифера-
тивной способности нейрональных стволовых клеток. TUNA расположен на 12-й хромосоме, 
транскрибируется в противоположном направлении к Tcl1 и локализуется в ядре и цитоплазме. 
TUNA повышенно экспрессируется в центральной нервной системе позвоночных и играет роль 
во время дифференциации нейрональной ткани. Нокдаун TUNA приводит к неспособности эмбрио-
нальных клеток мыши к дифференцировке. Следует отметить, что TUNA экспрессируется на вы-
соком уровне в таламусе и полосатом теле в человеческом мозге и может играть определенную 
роль в патофизиологии болезни Хантингтона. TUNA активирует транскрипцию генов плюрипо-
тентности и играет важную роль в нейральной дифференцировке эмбриональных стволовых 
клеток у позвоночных животных [65].

Заключение. Таким образом, lncRNA лежат в основе тонкой регуляции сложных генных се-
тей на уровне эпигенетических изменений, транскрипции и посттранскрипционных преобразо-
ваний, передавая и координируя информационные потоки, необходимые для функционирования 
сигнальных путей эукариотических клеток.
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Endogenous trans-acting siRNAs regulate the accumulation of Arabidopsis mRNAs. Molecular Cell, 2004, vol. 16, no. 1, 
pp. 69–79. DOI: 10.1016/j.molcel.2004.09.028

26. Peragine A., Yoshikawa M., Wu G., Albrecht H. L., Poethig R. S. SGS3 and SGS2/SDE1/RDR6 are required for juvenile 
development and the production of trans-acting siRNAs in Arabidopsis. Genes and Development, 2004, vol. 18, no. 19, 
pp. 2368–2379. DOI: 10.1101/gad.1231804

27. Aravin A. A., Naumova N. M., Tulin A. V., Vagin V. V., Rozovsky Y. M., Gvozdev V. A. Double-stranded RNA- 
mediated silencing of genomic tandem repeats and transposable elements in the D. melanogaster germline. Current Biology: 
CB, 2001, vol. 11, no. 13, pp. 1017–1027.

28. Diribarne G., Bensaude O. 7SK RNA, a non-coding RNA regulating P-TEFb, a general transcription factor. RNA Biology, 
2009, vol. 6, no. 2, pp. 122–128.

29. Francia S. Non-coding RNA: Sequence-specific guide for chromatin modification and DNA damage signaling. Frontiers 
in Genetics, 2015, vol. 6, p. 320. DOI: 10.3389/fgene.2015.00320

30. Quinodoz S., Guttman M. Long non-coding RNAs: An emerging link between gene regulation and nuclear organization. 
Trends in Cell Biology, 2014, vol. 24, no. 11, pp. 651–663. DOI: 10.1016/j.tcb.2014.08.009

31. Kapranov P., Willingham A. T., Gingeras T. R. Genome-wide transcription and the implications for genomic organization. 
Nature reviews. Genetics, 2007, vol. 8, no. 6, pp. 413–423. DOI: 10.1038/nrg2083

32. Rasmussen T. P., Wutz A. P., Pehrson J. R., Jaenisch R. R. Expression of Xist RNA is sufficient to initiate macrochromatin 
body formation. Chromosoma, 2001, vol. 110, no. 6, pp. 411–420. DOI: 10.1007/s004120100158

33. Klattenhoff C. A., Scheuermann J. C., Surface L. E., Bradley R. K., Fields P. A., Steinhauser M. L., Ding H., Butty V. L., 
Torrey L., Haas S., Abo R., Tabebordbar M., Lee R. T., Burge C. B., Boyer L. A. Braveheart, a long noncoding RNA required 
for cardiovascular lineage commitment. Cell, 2013, vol. 152, no. 3, pp. 570–583. DOI: 10.1016/j.cell.2013.01.003

34. Nagano T., Mitchell J. A., Sanz L. A., Pauler F. M., Ferguson-Smith A. C., Feil R., Fraser P. The Air noncoding RNA 
epigenetically silences transcription by targeting G9a to chromatin. Science, 2008, vol. 322, no. 5908, pp. 1717–1720. DOI: 
10.1126/science.1163802

35. Yamasaki Y., Kayashima T., Soejima H., Kinoshita A., Yoshiura K., Matsumoto N., Ohta T., Urano T., Masuzaki H., 
Ishimaru T., Mukai T., Niikawa N., Kishino T. Neuron-specific relaxation of Igf2r imprinting is associated with neuron- 
specific histone modifications and lack of its antisense transcript Air. Human Molecular Genetics, 2005, vol. 14, no. 17, 
pp. 2511–2520. DOI: 10.1093/hmg/ddi255

36. Gupta R. A., Shah N., Wang K. C., Kim J., Horlings H. M., Wong D. J., Tsai M. C., Hung T., Argani P., Rinn J. L., 
Wang Y., Brzoska P., Kong B., Li R., West R. B., van de Vijver M. J., Sukumar S., Chang H. Y. Long non-coding RNA reprograms 
chromatin state to promote cancer metastasis. Nature, 2010, vol. 464, no. 7291, pp. 1071–1076. : DOI 10.1038/nature08975

37. Chu C., Qu K., Zhong F. L., Artandi S. E., Chang H. Y. Genomic maps of long noncoding RNA occupancy reveal 
principles of RNA-chromatin interactions. Molecular Cell, 2011, vol. 344, no. 4, pp. 667–678. DOI: 10.1016/j.mol-
cel.2011.08.027

38. Guttman M., Donaghey J., Carey B. W., Garber M., Grenier J. K., Munson G., Young G., Lucas A. B., Ach R., Bruhn L., 
Yang X., Amit I., Meissner A., Regev A., Rinn J. L., Root D. E., Lander E. S. LincRNAs act in the circuitry controlling pluripotency 
and differentiation. Nature, 2011, vol. 477, no. 7364, pp. 295–300. DOI: 10.1038/nature10398

39. Sauvageau M., Goff L. A., Lodato S., Bonev B., Groff A. F., Gerhardinger C., Sanchez-Gomez D. B., Hacisuleyman E., 
Li E., Spence M., Liapis S. C., Mallard W., Morse M., Swerdel M. R., D’Ecclessis M. F., Moore J. C., Lai V., Gong G., 



118 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2017, no. 4, pp. 110–119 

Yancopoulos G. D., Frendewey D., Kellis M., Hart R. P., Valenzuela D. M., Arlotta P., Rinn J. L. Multiple knockout mouse 
models reveal lincRNAs are required for life and brain development. Elife, 2013, vol. 2, e01749. DOI: 10.7554/eLife.01749

40. Ulitsky I., Shkumatava A., Jan C. H., Sive H., Bartel D. P. Conserved function of lincRNAs in vertebrate embryonic 
development despite rapid sequence evolution. Cell, 2011, vol. 147, no. 7, pp. 1537–1550. DOI: 10.1016/j.cell.2011.11.055

41. Kulinski T. M., Barlow D. P., Hudson Q. J. Imprinted silencing is extended over broad chromosomal domains in mouse 
extra-embryonic lineages. Current Opinion in Cell Biology, 2013, vol. 25, no. 3, pp. 297–304. DOI: 10.1016/j.ceb.2013.02.012

42. Carpenter S., Aiello D., Atianand M. K., Ricci E. P., Gandhi P., Hall L. L., Byron M., Monks B., Henry-Bezy M., 
Lawrence J. B., O’Neill L. A., Moore M. J., Caffrey D. R., Fitzgerald K. A. A long noncoding RNA mediates both activation 
and repression of immune response genes. Science, 2013, vol. 341, no. 6147, pp. 789–792. DOI: 10.1126/science.1240925

43. Han P., Li W., Lin C. H., Yang J., Shang C., Nurnberg S. T., Jin K. K., Xu W., Lin C. Y., Lin C. J., Xiong Y., Chien H. C., 
Zhou B., Ashley E., Bernstein D., Chen P. S., Chen H. S., Quertermous T., Chang C. P. A long noncoding RNA protects 
the heart from pathological hypertrophy. Nature, 2014, vol. 514, no. 7520, pp. 102–106. DOI: 10.1038/nature13596 

44. Wang P., Xue Y., Han Y., Lin L., Wu C., Xu S., Jiang Z., Xu J., Liu Q., Cao X. The STAT3-binding long noncoding RNA 
lnc-DC controls human dendritic cell differentiation. Science, 2014, vol. 344, no. 6181, pp. 310–313. DOI: 10.1126/science.1251456

45. Gutschner T., Hämmerle M., Eissmann M., Hsu J., Kim Y., Hung G., Revenko A., Arun G., Stentrup M., Gross M., 
Zörnig M., MacLeod A. R., Spector D. L., Diederichs S. The noncoding RNA MALAT1 is a critical regulator of the metastasis 
phenotype of lung cancer cells. Cancer Research, 2013, vol. 73, no. 3, pp. 1180–1189. DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-12-2850 

46. Huarte M., Guttman M., Feldser D., Garber M., Koziol M. J., Kenzelmann-Broz D., Khalil A. M., Zuk O., Amit I., 
Rabani M., Attardi L. D., Regev A., Lander E. S., Jacks T., Rinn J. L. A large intergenic noncoding RNA induced by p53 
mediates global gene repression in the p53 response. Cell, 2010, vol. 142, no. 3, pp. 409–419. DOI: 10.1016/j.cell.2010.06.040

47. Trimarchi T., Bilal E., Ntziachristos P., Fabbri G., Dalla-Favera R., Tsirigos A., Aifantis I. Genome-wide mapping 
and characterization of notch-regulated long noncoding RNAs in acute leukemia. Cell, 2014, vol. 158, no. 3, pp. 593–606. 
DOI: 10.1016/j.cell.2014.05.049

48. Yang L., Lin C., Jin C., Yang J. C., Tanasa B., Li W., Merkurjev D., Ohgi K. A., Meng D., Zhang J., Evans C. P., 
Rosenfeld M. G. LncRNA-dependent mechanisms of androgen-receptor-regulated gene activation programs. Nature, 2013, 
vol. 500, no. 7464, pp. 598–602. DOI: 10.1038/nature12451

49. Wang K. C., Yang Y. W., Liu B., Sanyal A., Corces-Zimmerman R., Chen Y., Lajoie B. R., Protacio A., Flynn R. A., 
Gupta R. A., Wysocka J., Lei M., Dekker J., Helms J. A., Chang H. Y. A long noncoding RNA maintains active chromatin 
to coordinate homeotic gene expression. Nature, 2011, vol. 472, no. 7341, pp. 120–124. DOI: 10.1038/nature09819

50. Rinn J. L., Kertesz M., Wang J. K., Squazzo S. L., Xu X., Brugmann S. A., Goodnough L. H., Helms J. A., Farnham 
P. J., Segal E., Chang H. Y. Functional demarcation of active and silent chromatin domains in human HOX loci by noncoding 
RNAs. Cell, 2007, vol. 129, no. 7, pp. 1311–1323. DOI: 10.1016/j.cell.2007.05.022

51. Lai F., Orom U. A., Cesaroni M., Beringer M., Taatjes D. J., Blobel G. A., Shiekhattar R. Activating RNAs associate 
with mediator to enhance chromatin architecture and transcription. Nature, 2013, vol. 494, no. 7438, pp. 497–501. DOI: 
10.1038/nature11884

52. Plath K., Mlynarczyk-Evans S., Nusinow D. A., Panning B. Xist RNA and the mechanism of X chromosome inactivation. 
Annual Review of Genetics, 2002, vol. 36, pp. 233–278. DOI: 10.1146/annurev.genet.36.042902.092433

53. Beletskii A., Hong Y. K., Pehrson J., Egholm M., Strauss W. M. PNA interference mapping demonstrates functional 
domains in the noncoding RNA Xist. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 2001, 
vol. 98, no. 16, pp. 9215–9220. DOI: 10.1073/pnas.161173098

54. Wutz A., Rasmussen T. P., Jaenisch R. Chromosomal silencing and localization are mediated by different domains 
of Xist RNA. Nature Genetics, 2002, vol. 30, no. 2, pp. 167–174. DOI: 10.1038/ng820

55. Senner C. E., Nesterova T. B., Norton S., Dewchand H., Godwin J., Mak W., Brockdorff N. Disruption of a conserved 
region of Xist exon 1 impairs Xist RNA localisation and X-linked gene silencing during random and imprinted X chromosome 
inactivation. Development, 2011, vol. 138, no. 8, pp. 1541–1550. DOI: 10.1242/dev.056812

56. Jiang J., Jing Y., Cost G. J., Chiang J. C., Kolpa H. J., Cotton A. M., Carone D. M., Carone B. R., Shivak D. A., 
Guschin D. Y., Pearl J. R., Rebar E. J., Byron M., Gregory P. D., Brown C. J., Urnov F. D., Hall L. L., Lawrence J. B. Translating 
dosage compensation to trisomy 21. Nature, 2013, vol. 500, no. 7462, pp. 296–300. DOI: 10.1038/nature12394

57. Fu X., Ravindranath L., Tran N., Petrovics G., Srivastava S. Regulation of apoptosis by a prostate-specific and prostate 
cancer-associated noncoding gene, PCGEM1. DNA and Cell Biology, 2006, vol. 25, no. 3, pp. 135–141. DOI: 10.1089/dna.2006.25.135

58. Sonkoly E., Bata-Csorgo Z., Pivarcsi A., Polyanka H., Kenderessy-Szabo A., Molnar G., Szentpali K., Bari L, 
Megyeri K., Mandi Y., Dobozy A., Kemeny L., Szell M. Identification and characterization of a novel, psoriasis susceptibility-
related noncoding RNA gene, PRINS. The Journal of Biological Chemistry, 2005, vol. 280, no. 25, pp. 24159–24167. DOI: 
10.1074/jbc.M501704200

59. Calin G. A., Liu C. G., Ferracin M., Hyslop T., Spizzo R., Sevignani C., Fabbri M., Cimmino A., Lee E. J., Wojcik S. E., 
Shimizu M., Tili E., Rossi S., Taccioli C., Pichiorri F., Liu X., Zupo S., Herlea V., Gramantieri L., Lanza G., Alder H., 
Rassenti L., Volinia S., Schmittgen T. D., Kipps T. J., Negrini M., Croce C. M. Ultraconserved regions encoding ncRNAs 
are altered in human leukemias and carcinomas. Cancer Cell, 2007, vol. 12, no. 3, pp. 215–229. DOI: 10.1016/j.ccr.2007.07.027

60. Ishii N., Ozaki K., Sato H., Mizuno H., Saito S., Takahashi A., Miyamoto Y., Ikegawa S., Kamatani N., Hori M., Saito S., 
Nakamura Y., Tanaka T. Identification of a novel non-coding RNA, MIAT, that confers risk of myocardial infarction. Journal 
of Human Genetics, 2006, vol. 51, no. 12, pp. 1087–1099. DOI: 10.1007/s10038-006-0070-9

61. Schoeftner S., Blasco M. A. Developmentally regulated transcription of mammalian telomeres by DNA-dependent 
RNA polymerase II. Nature cell Biology, 2008, vol. 10, no. 2, pp. 228–236. DOI: 10.1038/ncb1685



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2017. № 4. C. 110–119 119

62. Azzalin C. M., Reichenbach P., Khoriauli L., Giulotto E., Lingner J. Telomeric repeat containing RNA and RNA surveillance 
factors at mammalian chromosome ends. Science, 2015, vol. 318, no. 5851, pp. 798–801. DOI: 10.1126/science.1147182

63. Derrien T., Johnson R., Bussotti G., Tanzer A., Djebali S., Tilgner H., Guernec G., Martin D., Merkel A., Knowles D. G., 
Lagarde J., Veeravalli L., Ruan X., Ruan Y., Lassmann T., Carninci P., Brown J. B., Lipovich L., Gonzalez J. M., Thomas M., 
Davis C. A., Shiekhattar R., Gingeras T. R., Hubbard T. J., Notredame C., Harrow J., Guigó R. The GENCODE v7 catalog 
of human long noncoding RNAs: analysis of their gene structure, evolution, and expression. Genome Research, 2012, vol. 22, 
no. 9, pp. 1775–1789. DOI: 10.1101/gr.132159.111

64. Webb A., Papp A. C., Curtis A., Newman L. C., Pietrzak M., Seweryn M., Handelman S. K., Rempala G. A., Wang D., 
Graziosa E., Tyndale R. F., Lerman C., Kelsoe J. R., Mash D. C., Sadee W. RNA sequencing of transcriptomes in human 
brain regions: protein-coding and non-coding RNAs, isoforms and alleles. BMC Genomics, 2015, vol. 16, p. 990. DOI: 
10.1186/s12864-015-2207-8

65. Lin N., Chang K. Y., Li Z., Gates K., Rana Z. A., Dang J., Zhang D., Han T., Yang C. S., Cunningham T. J., Head S. R., 
Duester G., Dong P. D., Rana T. M. An evolutionarily conserved long noncoding RNA TUNA controls pluripotency and neural 
lineage commitment. Molecular Cell, 2014, vol. 53, no. 6, pp. 1005–1019. DOI: 10.1016/j.molcel.2014.01.021

Информация об авторах

Балашенко Нина Александровна – магистр биол. наук, 
аспирант. Институт генетики и цитологии НАН Беларуси 
(ул. Академическая, 27, 220072, Минск, Республика Бе-
ларусь). E-mail: ninabalashenko@tut.by. 

Дромашко Сергей Евгеньевич – д-р биол. наук, про-
фессор, заведующий лабораторией. Институт генетики 
и цитологии НАН Беларуси (ул. Академическая, 27, 220072, 
Минск, Республика Беларусь). E-mail: s.dromashko@igc.by. 

Information about the authors

Nina A. Balashenko – Master of Biology, Postgraduate 
student. Institute of Genetics and Cytology of the National Aca- 
demy of Sciences of Belarus (27, Akademicheskaya Str., 220072, 
Minsk, Republic of Belarus). E-mail: ninabalashenko@tut.by. 

Sergey E. Dromashko – D. Sc. (Biol.), Professor, Head 
of the Laboratory. Institute of Genetics and Cytolog 
of the National Academy of Sciences of Belarus (27, Aka-
demicheskaya Str., 220072, Minsk, Republic of Belarus). 
E-mail: s.dromashko@igc.by.



120 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2017, no. 4, pp. 120–128 

ISSN 1029-8940 (print)
УДК 582.29 Поступила в редакцию 30.03.2017

Received 30.03.2017

А. П. Яцына

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

ИНВЕНТАРИЗАЦИЯ И ИНСЕРАЦИЯ БЕЛОРУССКИХ ОБРАЗЦОВ 
ЛИШАЙНИКОВ ПЕРВОЙ ЧЕТВЕРТИ XX в. В ГЕРБАРИИ 

БОТАНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА им. В. Л. КОМАРОВА РАН (LE)

Аннотация. Гербарий является основным инструментом изучения биологического разнообразия и надежным 
источником информации при систематической обработке видов любой территории. В связи с этим инвентаризация 
белорусских гербарных образцов первой четверти XX в. позволит дополнить фундаментальный труд «Флора ли-
шайников Беларуси».

Объектами исследования служили белорусские гербарные образцы, хранящиеся в коллекции лишайников лабо-
ратории лихенологии и бриологии Ботанического института им. В. Л. Комарова Российской академии наук. В ре-
зультате ревизии белорусских образцов в лихенологическом гербарии (LE) установлено общее количество гербар-
ных пакетов – 1502, относящихся к 260 видам лишайников и близкородственных грибов. На территории Беларуси 
виды собраны из 67 локалитетов, 4 областей и 31 административного района. Наибольшее число гербарных пакетов 
собрал В. П. Савич – 839. Впервые для лихенобиоты Беларуси приводятся 4 новых вида: лишайники Biatora helvola 
и Leptogium teretiusculum, лихенофильные грибы Abrothallus peyritschii и Plectocarpon lichenum. В ходе инвентариза-
ции гербарных сборов лишайников первой четверти XX в. выявлено 25 новых локалитетов 11 видов лишайников, 
занесенных в 4-е издание Красной книги Беларуси. Полученные сведения позволят уточнить и дополнить данные 
о распространении видов в пределах Беларуси.
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Abstract. Herbarium is the main tool in the study of biological diversity and reliable source of information for systematic 
processing species of any territory. In this regard, the inventory Belarusian herbarium specimens of the first quarter 
of the 20th century, will allow to start and complement the fundamental work «Flora of lichens Belarus»
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Введение. История лихенологических исследований в Беларуси начинается с конца XVIII в. 
В период с 1901 по 1925 г. на территории современной республики работали известные российские 
ученые В. П. Савич, К. Г. Крейер, Л. И. Любицкая, А. Н. Данилов и др. Собранные ими гербарные 
образцы хранятся в гербарии лишайников лаборатории лихенологии и бриологии Ботанического 
института им. В. Л. Комарова РАН (LE). В белорусских коллекциях количество гербарных образ-
цов лишайников первой четверти ХХ в. исчисляется несколькими десятками. Часть белорусских 
гербарных материалов по лишайникам в гербарии (LE) представляли собой не обработанные 
учеными коллекции. Предварительный просмотр образцов показал, что они представляют значи-
тельный интерес для лихенобиоты республики. Так как гербарные образцы являются надежным 
источником информации о виде, инвентаризация гербарных образцов из Беларуси в гербарии (LE) 
позволит расширить и дополнить сведения о распространении лишайников в республике.

Цель работы – инвентаризация белорусских образцов лишайников, собранных в первой чет-
верти XX в. и хранящихся в гербарии Ботанического института им. В. Л. Комарова РАН (LE), 
как части лихенологических исследований в Беларуси.

Объекты и методы исследования. Работа по определению и инсерации гербарных образцов 
проходила по общепринятым методикам. При определении видов лишайников использовали бино-
кулярный микроскоп с 16–20-кратным увеличением, при изучении микроанатомических призна-
ков объекта – микроскоп проходящего света с основным набором объективов (×10, ×40, ×60, ×100). 
Изучение биохимических характеристик осуществляли с помощью ряда химических реактивов, 
в частности 10 %-ного раствора КОН. Гербарные образцы вводили в базу данных, которая раз-
работана автором в Access, и каждому из них присваивали индивидуальный номер.

Результаты и их обсуждение. В результате ревизии белорусских образцов лишайников и близ-
кородственных грибов в лихенологическом гербарии (LE) установлено общее количество гер-
барных пакетов – 1502, которые относятся к 260 видам лишайников и близкородственных грибов. 
Все обнаруженные нами гербарные пакеты, помещенные в основной фонд гербария (LE), имеют 
этикетки. В ходе инвентаризации и восстановления сведений белорусских образцов первой чет-
верти ХХ в. установлены современные административные структуры (область, район, населенный 
пункт) их распространения в Беларуси – 4 области и 31 административный район. Наибольшее 
число образцов отмечено для Могилевской области – 507, Витебской – 381, Минской – 349 и Го- 
мельской – 264. Один образец лишайника, найденный на территории НП «Беловежская пуща», 
идентифицировать по административным районам и областям не удалось, так как на его этикетке 
населенный пункт не был указан. Наибольшее число видов лишайников первой четверти XX в. 
выявлено в следующих районах: Осиповичский – 145 видов, Оршанский – 134, Минский – 97, 
Мозырский – 75, Речицкий – 46, Солигорский – 42. По одному виду обнаружено в Бобруйском, 
Городокском, Климовичском, Костюковичском, Крупском, Лиозненском, Пуховичском, Червен- 
ском и Шумилинском районах. Более 100 образцов собрано лихенологами в следующих годах: 
в 1923 г. – 366 образцов, в 1924 г. – 284, в 1925 г. – 213, в 1910 г. – 180, в 1909 г. – 150. 

В результате обработки информации о современных местонахождениях видов лишайников 
и близкородственных грибов, собранных различными коллекторами в Беларуси в первой чет-
верти ХХ в., установлено, что виды были собраны из 67 локалитетов. 

Витебская область, Городокский район, окр. д. Веречье – 1; Лепельский район, окр. д. Пострежье – 
2; Лиозненский район, окр. д. Заверино – 3; Оршанский район, окр. д. Бобромыновичи – 4, 
окр. д. Вязьмичи – 5, окр. д. Копысь – 6, окр. г. Орша – 7, окр. д. Новоселки – 8, окр. д. Репухово – 9, 
окр. д. Смоляны – 10, окр. д. Спасское – 11, окр. д. Субочево – 12, окр. д. Тюльпин – 13, окр. д. Ши- 
беки – 14; Сенненский район, окр. д. Завожанье – 15, окр. д. Каковчино – 16, окр. д. Некращёво – 17, 
окр. д. Шупляки – 18; Толочинский район, окр. д. Комли – 19, окр. д. Лесино – 20; Шумилинский район, 
окр. д. Красомай – 21; Ушачский район, окр. д. Завечелье – 22.

Гомельская область, Гомельский район, г. Гомель – 23; Добрушский район, окр. г. Добруш – 
24; Калинковичский район, окр. г. Калинковичи – 25; Мозырский район, окр. д. Булавки – 26, 
окр. г. Мозырь – 27, окр. д. Пеньки – 28; Петриковский район, окр. д. Дорошевичи – 29, 
окр. д. Петриков – 30; Речицкий район, окр. д. Василевичи – 31, окр. г. Речица – 32; Рогачев- 
ский район, окр. д. Озераны – 33, окр. г. Рогачев – 34, окр. д. Стрельники – 35, окр. д. Турск – 36.
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Минская область, Борисовский район, окр. д. Дедиловичи – 37; Крупский район, окр. д. Ко- 
ролево – 38; Минский район, окр. д. Банцеровщина – 39, окр. д. Дворище – 40, окр. д. Заболотье – 41, 
окр. г. Минск – 42, окр. д. Прилуки – 43, окр. д. Самуэлево – 44, окр. д. Сёмково – 45; Пухо- 
вичский район, окр. г. Марьина Горка – 46; Солигорский район, окр. д. Листопадовичи – 47, 
окр. д. Старобин – 48; Узденский район, окр. д. Магильно – 49; Червенский район, окр. д. Заборье – 50.

Могилевская область, Бобруйский район, окр. г. Бобруйск – 51; Быховский район, окр. д. Гру- 
диновка – 52; Кировский район, окр. д. Харлаповичи – 53; Климовичский район, окр. д. Тимоново – 
54; Костюковичский район, окр. д. Большая Крапивня – 55; Осиповичский район, окр. д. Ами- 
новичи – 56, окр. д. Дуброва – 57, окр. д. Корытное – 58, окр. д. Лапичи – 59, окр. д. Погорелое – 60, 
окр. д. Жорновка – 61, окр. д. Цель – 62, окр. д. Уборок – 63; Могилевский район, окр. г. Могилев – 64; 
Чечерский район, окр. д. Пильня – 65; Шкловский район, окр. д. Александрия – 66, окр. г. Шклов – 67.

Гербарные пакеты собраны 18 коллекторами, более 50 гербарных пакетов собрали В. П. Савич – 
839, Г. К. Крейер – 382, Л. И. Любицкая – 149 и А. И. Беляева – 57. Далее приводится аннотиро-
ванный список видов лишайников и близкородственных грибов, выявленных в ходе ревизии 
в гербарии (LE), после каждого таксона указано место сбора согласно перечню локалитетов. 
Новые виды для Беларуси обозначены (!), нелихенизированные грибы – (#), лихенофильные 
грибы – (*). Названия видов приводятся согласно [1].

(!*) Abrothallus peyritschii (Stein) Kotte 
Беларусь, Могилевская область, Осиповичский район, окр. д. Погорелое. 29.07.1924 г. Сoll. 

Савич В. П. 24.08.2016 г. Det. Яцына А. П. В лесу. Сухая ветка ели на талломе Vulpicida pinastri. 
Herbarium LE.

Acarospora fuscata (Nyl.) Arnold – 22, 27.
Acrocordia gemmata (Ach.) A. Massal. – 48, 60, 61, 63.
Alyxoria varia (Pers.) Ertz & Tehler – 10, 43, 47, 59, 61.
Amandinea punctata (Hoffm.) Coppins & Scheid. – 7, 10, 23, 24, 43, 47, 60.
Anaptychia ciliaris (L.) Körb. ex A. Massal. – 22, 27, 43, 45, 47, 60.
Arthonia arthonioides (Ach.) A. L. Sm. – 47, 60, 61.
Arthonia byssacea (Weigel) Almq. – 31, 47, 56, 61.
Arthonia dispersa (Schrad.) Nyl. – 44.
Arthonia punctiformis Ach. – 10, 27, 44.
Arthonia radiata (Pers.) Ach. – 10, 16, 27, 43, 44, 60, 61.
Arthonia vinosa Leight. – 47.
Arthrosporum populorum A. Massal. – 10.
Aspicilia cinerea (L.) Körb. – 16, 22.
Athallia cerinella (Nyl.) Arup, Frödén & Søchting – 27, 56, 61.
Athallia pyracea (Ach.) Arup et al. – 13, 22, 27, 61.
Bacidia bagliettoana (A. Massal. & De Not.) Jatta – 26.
Bacidia herbarum (E. Hepp) Arnold – 66.
Bacidia laurocerasi (Delise ex Duby) Zahlbr. – 10, 12, 13, 16, 22.
Bacidia polychroa (Th. Fr.) Körb. – 3, 61.
Bacidia rubella (Hoffm.) A. Massal. – 10, 25, 32, 33, 47, 60, 61.
Bacidia vermifera (Nyl.) Th. Fr. – 27.
Bacidina inundata (Fr.) Vězda – 10.
Bacidina phacodes (Körb.) Vězda – 66.
Bactrospora dryina (Ach.) A. Massal. – 60.
Baeomyces rufus (Huds.) Rabent. – 10, 42, 43.
(!) Biatora helvola Hellb. 
Беларусь, Витебская область, Оршанский район, окр. д. Смольяны. 1910 г. Сoll. Крейер Г. К. 

28.07.2016 г. Det. Яцына А. П. На коре Picea abies (L.) Karst. Herbarium LE; окр. д. Субочево. 
03.09.1909 г. Сoll. Крейер Г. К. 28.07.2016 г. Det. Яцына А. П. На коре Alnus incana (L.) Moench. 
Herbarium LE.

Biatora ocelliformis (Nyl.) Arnold – 63.
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Bilimbia sabuletorum (Schreb.) Arnold. – 10.
Brianaria sylvicola (Flot. ex Korb.) S. Ekman & M. Svensson – 6.
Brianaria tuberculata (Sommerf.) S. Ekman & M. Svensson – 27.
Bryoria capillaris (Ach.) Brodo & D. Hawksw. – 5, 9, 10, 27.
Bryoria fuscescens (Gyeln. ) Brodo & D. Hawksw. – 9, 16, 27, 43.
Buellia disciformis (Fr.) Mudd – 60.
Buellia griseovirens (Turner & Borrer ex Sm) Alnb. – 31, 48.
Calicium adspersum Pers. – 60.
Calicium salicinum Pers. – 60, 61.
Calicium viride Pers. – 10, 43.
Calogaya decipiens (Arnold) Arup, Frödén & Søchting – 10, 23.
Caloplaca albolutescens (Nyl.) H.Olivier – 10.
Caloplaca cerina (Ehrh. ex Hedw.) Th. Fr. – 10, 26, 27, 47, 48, 56, 61.
Candelaria concolor (Dicks.) Stein – 27, 42.
Candelariella aurella (Hoffm.) Zahlbr. – 27, 44, 61.
Candelariella vitellina (Hoffm.) Müll. Arg. – 6, 10, 22, 27, 34, 57, 60.
Candelariella xanthostigma (Ach.) Lettau – 10, 31, 43, 59, 60, 61.
Catinaria atropurpurea (Schaer.) Vězda & Poelt – 27.
Cetraria aculeata (Schrad.) Fr. – 42.
Cetraria ericetorum Opiz – 6, 42, 64.
Cetraria islandica (L.) Ach. – 7, 8, 42, 47, 48, 51.
Cetraria sepincola (Ehrh.) Ach. – 10, 47, 48.
Cetrelia olivetorum (Nyl.) W. L. Culb. & C. F. Culb. – 10, 32, 43, 60, 61.
Chaenotheca chlorella (Ach.) Müll. Arg. – 60.
Chaenotheca chrysocephala (Turner ex Ach.) Th. Fr. – 10, 43, 60, 62.
Chaenotheca ferruginea (Turner ex Sm.) Mig. – 5, 42, 47, 60.
Chaenotheca furfuraceae (L.) Tibell – 11, 60.
Chaenotheca stemonea (Ach.) Müll. Arg. – 13, 60.
Chaenotheca trichialis (Ach.) Th. Fr. – 7, 14, 60, 62.
(#)Chaenothecopsis nana Tibell – 61.
Chrysothrix candelaris (L.) J.R. Laundon – 47, 60, 61.
Cladonia arbuscula (Wallr.) Hale & W. L. Culb. – 4, 16, 21, 31, 35, 42, 53, 60, 64, 65.
Cladonia botrytis (K. G. Hagen) Willd. – 10, 16, 31, 42, 61, 63.
Cladonia cariosa (Ach.) Spreng. – 42, 60.
Cladonia carneola (Fr.) Fr. – 42.
Cladonia cenotea (Ach.) E. A. Schaerer – 5, 13, 31, 42.
Cladonia cervicornis subsp. verticillata (Hoffm.) Ahti – 27, 42, 60.
Cladonia pyxidata (L.) Fr. – 60.
Cladonia coccifera (L.) Willd. – 2, 6, 25, 27, 42, 60.
Cladonia coniocraea (Flörke) Vain. – 6, 10, 16, 31, 42, 53, 60, 61, 64.
Cladonia cornuta (L.) Hoffm. – 13, 31, 42, 49, 61.
Cladonia crispata (Ach.) Flot. – 10, 13, 42, 31.
Cladonia deformis (L.) Hoffm. – 10, 31, 42, 64.
Cladonia digitata (L.) Hoffm. – 13, 16, 18, 42, 53, 61.
Cladonia floerkeana (Fr.) Sommerst. – 4, 31, 42.
Cladonia furcata (Huds.) Schrad. – 7, 10, 27, 31, 39, 42, 60.
Cladonia gracilis (L.) Willd. – 2, 10, 16, 25, 29, 31, 39, 42, 49, 55, 60.
Cladonia incrassata Flörke – 42.
Cladonia macilenta Hoffm. – 16, 17, 27, 31, 42, 60, 61.
Cladonia norvegica Tønsberg & Holien – 60.
Cladonia parasitica (Hoffm.) Hoffm. – 31, 60, 61.
Cladonia phyllophora Hoffm. – 10, 32, 42, 61.
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Cladonia rangiferina (L.) Weber ex F. H. Wigg. – 2, 10, 16, 29, 30, 31, 42, 53, 60, 64.
Cladonia rei E. A. Schaerer – 16.
Cladonia stellaris (Opiz) Pouzar & Vezda – 16, 42, 50, 58.
Cladonia stygia (Fr.) Ruoss. – 1, 42.
Cladonia subulata (L.) F. Weber ex F. H. Wigg. – 60.
Cladonia turgida Ehrh. ex Hoffm. – 4, 65, 67.
Cladonia uncialis (L.) F. Weber ex F. H. Wigg – 31.
Cliostomum corrugatum (Ach.) Fr. – 47.
Collema limosum (Ach.) Ach. – 43.
Collema tenax (Sw.) Ach. em. Degel. – 7, 10, 43.
Cresponea chloroconia (Tuck.) Egea & Torrente. – 7.
Cyphelium tigillare (Ach.) Ach. – 34.
Dibaeis baeomyces (L.) Rambold & Hertel – 42.
Diploschistes scruposus (Schreb.) Norman – 27.
Evernia divaricata (L.) Ach. – 10, 12, 60, 66.
Evernia mesomorpha Nyl. – 13, 25, 32, 61.
Evernia prunastri (L.) Ach. – 10, 12, 22, 24, 27, 28, 32, 42, 61, 64.
Fellhanera bouteillei (Desm.) Vězda – 43, 44, 61.
Fellhanera gyrophorica Sérus., Coppins, Diederich & Scheid. – 61.
Flavoparmelia caperata (L.) Hale – 10, 24, 27, 32, 47, 60, 61.
Flavoplaca citrina (Hoffm.) Arup et al. – 23.
Graphis scripta (L.) Ach. – 10, 16, 27, 33, 43, 44, 47, 60, 61.
Gyalolechia flavovirescens (Wulfen) Søchting, Frödén & Arup – 10.
Heterodermia speciosa (Wulfen) Trevis. – 10.
Hypocenomyce friesii (Ach.) P. James & Gotth. Schneid. – 42.
Hypocenomyce scalaris (Ach.) M. Choisy – 16, 42, 43, 47, 48, 60.
Hypogymnia physodes (L.) Nyl. – 6, 10, 13, 24, 25, 32, 42, 43, 52, 60, 61, 66.
Hypogymnia tubulosa (E. A. Schaerer) Hav. – 27, 60.
Hypogymnia vittata (Ach.) Parrique – 61.
Icmadophila ericetorum (L.) Zahlbr. – 42, 47, 60, 61.
Imshaugia aleurites (Ach.) S.L.F. Mey. – 16, 42, 47.
Lecania cyrtella (Ach.) Th. Fr. – 10, 27, 44.
Lecania dubitans (Nyl.) A. L. Sm. – 10, 27, 60.
Lecania fuscella (Schaer.) A. Massal. – 10, 27.
Lecania koerberiana J. Lahm – 22, 27, 28, 60.
Lecania naegelii (Hepp) Diederich & Van den Boom – 27, 67.
Lecania prasinoides Elenkin – 42.
Lecanora albella (Pers.) Ach. – 10, 16, 28, 47, 60, 61.
Lecanora allophana Nyl. – 10, 25, 27, 32, 42, 43, 47, 56, 60, 61.
Lecanora carpinea (L.) Vain. – 10, 24, 27, 32, 36, 42, 43, 44, 47, 48, 60, 61.
Lecanora chlarotera Nyl. – 10, 16, 60, 61.
Lecanora crenulata Hook. – 10.
Lecanora dispersa (Pers.) Sommerst. – 28.
Lecanora glabrata (Ach.) Malme – 47, 60, 61.
Lecanora polytropa (Ehrh. ex Hoffm.) Rabenh. – 16, 60.
Lecanora populicola (DC. in. Lam. & DC.) Duby – 10, 25, 27, 60, 61.
Lecanora pulicaris (Pers.) Ach. – 10, 16, 19, 24, 27, 28, 41, 42, 47, 60, 61.
Lecanora saligna (Schrad.) Zahlbr. – 43.
Lecanora sambuci (Pers.) Nyl. – 10.
Lecanora symmicta (Ach.) Ach. – 16, 24, 27, 31, 42, 47, 60, 61.
Lecanora thysanophora R. C. Harris – 60, 61.
Lecanora umbrina (Ach.) A. Massal. – 6, 10, 26, 56, 60.
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Lecanora varia (Hoffm.) Ach. – 10, 27, 34, 42, 43, 47, 57, 60, 61.
Lecidella elaeochroma (Ach.) M. Choisy – 31, 60.
Lecidella euphorea (Floerke) Hertel – 10, 24, 27, 60.
Lepraria incana (L.) Ach. – 60.
Leptogium saturninum (Dicks.) Nyl. – 4, 10, 12, 43, 61.
Leptogium tenuissimum (Dicks.) Körb. – 6, 43.
(!) Leptogium teretiusculum (Flörke ex Wallr.) Arnold
Беларусь, Могилевская область, Осиповичский район, окр. д. Жорновка. 13.09.1924 г. Сoll. 

Савич В. П. 27.08.2016 г. Det. Яцына А. П. На древесине. Herbarium LE.
(#) Leptorhaphis epidermidis (Ach.) Th. Fr. – 10, 27, 43, 61, 67.
Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm. – 2, 4, 20, 38, 43, 61.
Lobaria scrobiculata (Scop.) P. Gaertn. – 60, 61.
Montanelia sorediata (Ach.) Divakar, A. Crespo, Wedin & Essl. – 6, 16, 60.
Melanelixia glabratula (Lamy) Sandler & Arup – 43, 60.
Melanelixia subargentifera (Nyl.) O. Blanco, et al. – 42, 44, 60.
Melanelixia subaurifera (Nyl.) O. Blanco et al. – 7, 10, 24, 27, 42, 44, 48, 60, 61.
Melanohalea exasperata (De Not.) O. Blanco et al. – 10, 24, 27, 60.
Melanohalea exasperatula (Nyl.) O. Blanco et al. – 10, 24, 27, 32, 42, 43, 44, 60.
Melanohalea olivacea (L.) O. Blanco et al. – 13, 27, 31, 32, 46.
Menegazzia terebrata (Hoffm.) A. Massal. – 60.
Micarea nitschkeana (J. Lahm. in Rabenh.) Harm. – 42.
Micarea prasina Fr. – 66.
Microcalicium disseminatum (Ach.) Vain. – 61.
(*) Muellerella hospitans Stizenb. – 47.
Mycobilimbia carneoalbida (Mull. Arg.) Hafellner – 6.
(#) Mycocalicium subtile (Pers.) Szatala – 66.
Nephroma parile Ach. – 43.
Ochrolechia arbopea (Kreyer) Almb – 24.
Ochrolechia pallescens (L.) A. Massal. – 28.
Opegrapha rufescens Pers. – 61.
Pachyphiale fagicola (Hepp) Zwackh. – 61.
Parmelia sulcata Taylor – 7, 10, 13, 16, 24, 27, 32, 42, 43, 47, 52, 60, 64, 66.
Parmelina tiliacea (Hoffm.) Hale – 10, 42.
Parmeliopsis ambigua (Wulff) Nyl. – 16, 42, 60, 61.
Peltigera aphthosa (L.) Willd. – 18.
Peltigera canina (L.) Willd. – 18, 32, 42.
Peltigera didactyla (Wirt.) J. R. Laundon – 4, 10, 27, 42, 54.
Peltigera extenuata (Nyl. ex Vain.) Lojka – 47.
Peltigera lepidophora (Nyl. ex Vainio) Bitter – 10, 27.
Peltigera malacea (Ach.) Funck – 2, 4, 6, 10, 25, 30.
Peltigera membranacea (Ach.) Nyl. – 10.
Peltigera neopolydactyla (Gyeln.) Gyeln. – 2, 10, 33.
Peltigera polydactylon (Neck.) Hoffm. – 2, 10, 13, 27, 30, 33, 60.
Peltigera praetextata (Flörke ex. Sommerf.) Zopf – 34, 43, 64.
Peltigera rufescens (Weiser) Humber – 2, 5, 6, 10, 26, 27, 32, 42, 64, 66.
Peltigera venosa (L.) Hoffm. – 64.
Pertusaria albescens (Huds.) M. Choisy & Werner – 10, 27, 47, 60.
Pertusaria alpina E. Hepp ex Ahles – 8, 61.
Pertusaria amara (Ach.) Nyl. – 5, 10, 12, 16, 25, 27, 32, 60, 61, 64.
Pertusaria coronata (Ach.) Th. Fr. – 60.
Pertusaria leioplaca (Ach.) DC. – 10, 13.
Pertusaria multipuncta (Turner) Nyl. – 60.
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Pertusaria pertusa (Weigel) Tucker – 27, 60.
Phaeophyscia ciliata (Hoffm.) Moberg – 10, 27.
Phaeophyscia nigricans (Flörke) Moberg – 10, 27, 31, 44, 59.
Phaeophyscia orbicularis (Neck.) Moberg – 10, 22, 42, 56.
Phaeophyscia pusilloides (Zahlbr.) Essl. – 60.
Phaeophyscia sciastra (Ach.) Moberg – 6.
Phlyctis agelaea (Ach.) Flot. – 33, 60, 61.
Phlyctis argena (Spreng.) Flot. – 42, 60, 61.
Physcia adscendens (Fr.) H. Olivier – 10, 24, 27, 42, 44, 47, 56, 60.
Physcia aipolia (Ehrh. ex Humber) Fürnr. – 4, 10, 27, 42, 60.
Physcia caesia (Hoffm.) Fürnr. – 10, 27, 60, 66.
Physcia dubia (Hoffm.) Lettau – 34, 40.
Physcia stellaris (L.) Nyl. – 10, 24, 27, 34, 42, 44, 61.
Physcia tenella (Scop.) DC. – 60.
Physconia detersa (Nyl.) Poelt – 47, 60.
Physconia distorta (V. Wirth.) J. R. Laundon – 10, 24, 27, 32, 42, 44, 56, 60, 61, 64.
Physconia enteroxantha (Nyl.) Poelt – 32, 40, 42, 43, 60.
Physconia perisidiosa (Erichsen) Moberg – 60.
Placynthiella dasaea (Stirt.) Tonsberg – 6.
Placynthiella hyporhoda (Th. Fr.) Coppins – 6.
Placynthiella icmalea (Ach.) Coppins et P. James – 31, 42, 62, 63.
Placynthiella uliginosa (Schrad.) Coppins – 6, 42, 61, 62.
Platismatia glauca (L.) W. L. Culb. & C. F. Culb. – 10, 25, 27, 43, 47.
(!*) Plectocarpon lichenum (Sommerf.) D. Hawksw. 
Беларусь, Минская область, Минский район, окр. д. Прилуки. 04.08.1925 г. Сoll. Савич В. П. 

28.08.2016 г. Det. Яцына А. П. На талломе Lobaria pulmonaria. Herbarium LE.
Pleurosticta acetabulum (Neck.) Elix & Lumbsch – 10, 24, 27.
Polycauliona candelaria (L.) Frödén et al. – 10, 42.
Polycauliona polycarpa (Hoffm.) Frödén et al. – 10, 36, 44, 47.
Polycauliona ucrainica (S.Y.Kondr.) Frödén et al. – 44, 61.
Porpidia crustulata (Ach.) Hertel & Knoph – 6, 16, 27.
Protoparmeliopsis muralis (Schreb.) M. Choisy – 6, 16, 22, 27.
Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf – 10, 22, 25, 27, 60, 32, 64.
Pycnora sorophora (Vain.) Hafellner – 31.
Pyrenula coryli A. Massal. – 10.
Pyrenula laevigata (Pers.) Arnold – 15.
Pyrenula nitida (Wiegel) Ach. – 47, 60, 63.
Pyrenula nitidella (Flörke ex Schaer.) Müll. Arg. – 47, 60, 61, 63.
Ramalina dilacerata (Hoffm.) Hoffm. – 10, 12.
Ramalina farinacea (L.) Ach. – 10, 22, 43, 45, 60, 61.
Ramalina fraxinea (L.) Ach. – 10, 27, 61.
Ramalina pollinaria (Westr.) Ach. – 5, 10, 24, 27, 47, 56, 59, 64.
Ramalina sinensis Jatta – 10, 64.
Ramalina thrausta (Ach.) Nyl. – 10, 60.
Reichlingia leopoldii Diederich & Scheid. – 60.
Rhizocarpon distinctum Th. Fr. – 16.
Rhizocarpon grande (Flörke) Arnold – 16, 60.
Rhizocarpon lavatum (Ach.) Hazsl. – 27.
Rhizocarpon obscuratum (Ach.) A. Massal. – 6, 16.
Rinodina polyspora Th. Fr. – 27, 67.
Rinodina sophodes (Ach.) A. Massal. – 10, 27.
Rinodina turfacea (Wahlenb.) Körb. – 10.
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Rinodina vezdae H. Mayrhofer – 7.
Sarcogyne regularis Körb. – 7.
(#) Sarea difformis (Fr.) Fr. – 61.
(#) Sarea resinae (Fr.) Kuntze. – 61.
Schismatomma periceleum (Ach.) Branth & Rostr. – 62.
Sclerophora amabilis (Tibell) Tibell – 60.
Sclerophora pallida (Pers.) Y. J. Yao & Spooner – 61.
(*) Sphinctrina turbinatа (Pers.) De Not. – 61.
Stereocaulon condensatum Hoffm. – 6.
Stereocaulon tomentosum Fr. – 4, 6, 16, 27, 32, 42.
Tephromela atra (Huds.) Hafellner – 16.
Thelocarpon laureri (Flot.) Nyl. – 10.
Thelotrema lepadium Ach. – 60.
Trapelia coarctata (Sm.) M. Choisy – 6, 27.
Trapeliopsis flexuosa (Fr.) Coppins & P. James – 31, 63.
Trapeliopsis granulosa (Hoffm.) Lumbsch – 31, 60, 61, 62.
Trapeliopsis viridescens (Schrad.) Copp. & P. James – 60, 61.
Tuckermanopsis chlorophylla (Willd.) Hale – 10, 27, 43, 66.
Usnea filipendula Stirt. – 60.
Usnea florida (L.) F. C. Weber ex F. H. Wigg. – 61, 62.
Usnea glabrescens (Nyl. ex Vain.) Vain. – 10.
Usnea subforidana Stirt. – 60.
Verrucaria muralis Ach. – 6, 7, 10.
Verrucaria sylvana Kreyer – 7.
Vulpicida pinastri (Scop.) Mattson & M. J. Lai – 10, 13, 27, 32, 60, 61.
Xanthoparmelia conspersa (Ehrh. ex Ach.) Hale – 6, 7, 60.
Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. – 10, 24, 27, 32, 42, 56, 61, 64.
Xylographa abietina (Pers.) Zahlbr. – 10.
В ходе ревизии белорусских образцов в гербарии LE обнаружены новые, редкие и слабо- 

изученные виды. Впервые для лихенобиоты Беларуси приводятся два новых вида лишайников ‒
Biatora helvola и Leptogium teretiusculum и два вида лихенофильных грибов ‒ Abrothallus peyritschii 
и Plectocarpon lichenum. Такие виды, как Arthonia arthonioides, A. vinosa, Bactrospora dryina, 
Caloplaca albolutescens, Chaenothecopsis nana, Cladonia norvegica, C. stygia, Muellerella hospitans, 
Pachyphiale fagicola, Phaeophyscia pusilloides, Pycnora sorophora и Reichlingia leopoldii, являют- 
ся редкими для республики и впервые приводятся для лихенобиоты Беларуси только в ХХI в. 
Кроме новых видов лишайников и лихенофильных грибов в лихенологическом гербарии (LE) 
обнаружен ряд видов лишайников из Беларуси, известных только из гербария (LE) и не представ-
ленных в гербариях республики: Brianaria sylvicola, Brianaria tuberculata, Cresponea chloroconia, 
Lecania prasinoides, Lobaria scrobiculata, Nephroma parile, Peltigera venosa, Rinodina vezdae и Verrucaria 
sylvanа. Большинство из вышеперечисленных видов лишайников найдены в начале ХХ в. и не упо-
минались для территории республики.

В ходе инвентаризации гербарных сборов лишайников первой четверти ХХ в. выявлено 
25 новых локалитетов 11 видов лишайников, занесенных в 4-е издание Красной книги Беларуси: 
Calicium adspersum – Осиповичский р-н.; Cetrelia olivetorum – Минский, Оршанский, Осипович- 
ский и Речицкий р-ны; Chaenotheca chlorella – Осиповичский р-н; Evernia divaricata – Оршанский, 
Осиповичский и Шкловский р-ны; Lobaria pulmonaria – Крупский, Лепельский, Минский, 
Оршанский и Осиповичский р-ны; Montanelia sorediata – Оршанский и Осиповичский р-ны; 
Menegazzia terebrata – Осиповичский р-н; Peltigera aphthosa. – Сенненский р-н; P. lepidophora – 
Оршанский и Мозырский р-ны; Ramalina thrausta – Оршанский и Осиповичский р-ны и Usnea 
florida – Осиповичский р-н. Новые локалитеты охраняемых видов лишайников будут учтены 
при подготовке нового издания Красной книги Беларуси, а их местонахождения – при подготов-
ке многотомного издания «Флора лишайников Беларуси».
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Заключение. Таким образом, в ходе инвентаризации и инсерации белорусских образцов ли-
шайников первой четверти ХХ в. в гербарии Ботанического института им. В. Л. Комарова РАН 
установлено, что в коллекции (LE) представлено 1502 гербарных пакетов, относящихся к 260 ви- 
дам лишайников и близкородственных грибов. Впервые для лихенобиоты Беларуси приводятся 
два новых вида лишайников и два вида лихенофильных грибов. Полученные сведения позволят 
уточнить и дополнить данные о распространении видов в пределах Беларуси и Восточной Европы.
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