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ДИНАМИКА НАКОПЛЕНИЯ ФЛАВОНОИДОВ, МАКРО-  
И МИКРОЭЛЕМЕНТОВ В ЛИСТЬЯХ ВОРОБЕЙНИКА ЛЕКАРСТВЕННОГО  

(LITHOSPERMUM OFFICINALE L.) В РАЗЛИЧНЫЕ ФЕНОЛОГИЧЕСКИЕ ФАЗЫ

Аннотация. В работе изучена динамика накопления флавоноидов в листьях воробейника лекарственного (Litho-
spermum officinale L.) второго года культивирования в различные фенологические фазы. Максимальное содержание 
флавоноидов наблюдалось в период цветения. Показано, что качественный состав экстрактов листьев воробейника 
лекарственного в различные фенологические фазы изменялся незначительно. На каждом этапе развития растения 
идентифицирован флавоноид изокверцитрин, максимальное его количество отмечалось в фазу цветения. 

При сравнительной оценке элементного состава листьев воробейника лекарственного в зависимости от феноло-
гической фазы отмечено высокое содержание кальция, калия и кремния во все фазы развития растения. Определено 
количественное содержание 11 макро- и микроэлементов. 
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during the flowering phase. It was shown that the qualitative composition of the extracts of the leaves of the common sparrow 
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was identified, the maximum amount of which was observed in the flowering phase. 
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Введение. Помимо первичных метаболитов – углеводов, аминокислот, жирных кислот, хло-
рофиллов, цитохромов, нуклеотидов, а также соединений, являющихся интермедиатами различ-
ных метаболических реакций, растения содержат вещества, которые не участвуют в основном 
обмене. Их принято называть вторичными метаболитами либо веществами вторичного проис-
хождения [1–3].
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Последние десятилетия характеризуются бурным развитием разделов фитофизиологии и фар-
макологии, связанных с изучением веществ вторичного происхождения растений. Наиболее рас-
пространенными среди них являются разнообразные флавоноиды. Данный класс соединений 
играет важную роль в метаболизме растений и принимает участие в их росте и развитии. Боль-
шинство флавоноидов придают яркую окраску цветкам и плодам. Это привлекает насекомых-
опылителей, что способствует размножению и распространению растений [4–6]. Антистрессовая 
(защитная) функция данного класса соединений против различных негативных факторов внеш-
ней среды (механическое повреждение, инфекции, насекомые, ультрафиолетовое излучение, 
температурный стресс) заключается в их участии в окислительно-восстановительных процес-
сах, антибиотической активности, способности связываться с протеинами, служить материалом 
для построения клеточной стенки [3, 5–8]. Протекторная функция флавоноидов в тканях расте-
ний (против любых биотических и абиотических стрессоров) дает основание рассматривать их  
в роли универсальных физиологических адаптогенов к неблагоприятным факторам среды [5].

В растении флавоноиды локализуются преимущественно в листьях, цветках и плодах, реже ‒  
в стеблях и подземных органах. Обычно данные соединения сосредоточены в вакуолях, хотя не-
которые из них обнаружены в хромопластах и хлоропластах растительной ткани [1, 3].

На состав и накопление биологически активных веществ (БАВ) в растении оказывают влия-
ние генотип, фаза развития растения, условия произрастания и множество других факторов. 
Общих закономерностей, влияющих на изменение качественного и количественного состава 
БАВ, в онтогенезе растения не выявлено [2].

Изучение динамики накопления флавоноидов имеет как практическое, так и теоретическое 
значение. С теоретической точки зрения выясняется биохимическая роль флавоноидов в период 
роста и развития растения, с практической – устанавливаются оптимальные сроки сбора расти-
тельного сырья (период максимального накопления БАВ) в целях рационального использования 
ресурсов лекарственного растения.

Воробейник лекарственный (Lithospermum officinale L.) – вид двудольных растений рода Воро-
бейник (Lithospermum) семейства Бурачниковые (Boraginaceae), включен в 3-е издание Красной 
книги Республики Беларусь [9]. С целью сохранения и распространения воробейника лекар-
ственного в качестве лекарственного и медоносного вида он культивируется в Центральном бо-
таническом саду НАН Беларуси (ЦБС). 

Воробейник лекарственный является многолетним растением с утолщенным, прямостоячим, 
разветвленным стеблем, ланцетными листьями, расположенными поочередно. Сверху листва 
окрашена в темный цвет, снизу – светло-зеленая. Цветки мелкие, желтоватые. Цветет в июне–
июле [10].

При исследовании химического состава некоторых видов лекарственных растений из коллек-
ции ЦБС в экстракте листьев воробейника лекарственного обнаружен изокверцитрин [11], кото-
рый является одним из ключевых флавоноидов, способствующих регенерации тканей [12, 13]. 
Таким образом, воробейник лекарственный представляет интерес и для медицинской практики. 

Лекарственные растения способны накапливать жизненно необходимые макро- и микроэле-
менты, которые оказывают определенное влияние на рост и развитие растения, активизируют 
ферментные системы, играют важную роль в пластических процессах и поддержании кислотно-
щелочного баланса [14]. Кроме того, лечебный эффект содержащихся в растительном сырье БАВ 
может успешно сочетаться с действием микроэлементов, которые могут стимулировать или ин-
гибировать процессы роста, развития и репродуктивную функцию растений, действуя через 
ферментную систему или непосредственно связываясь с биополимерами растений [15]. 

В работе [16] при определении элементного состава некоторых видов растений в воробейни-
ке лекарственном преобладающими элементами являлись кальций, калий и кремний. 

Цель работы – изучение динамики накопления флавоноидов и исследование элементного со-
става листьев воробейника лекарственного в различные фенологические фазы.

Объекты и методы исследования. Объектом исследования являлись листья воробейника 
лекарственного второго года культивирования из коллекции лекарственных растений ЦБС, со-
бранные в различные фенологические фазы (урожай 2020 г.).
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Растительное сырье собирали вручную, раскладывали тонким слоем и сушили естественным 
путем без доступа прямых солнечных лучей. Влажность сырья определяли согласно методике, 
приведенной в Государственной фармакопее Республики Беларусь (ГФ РБ) [17].

Измельченное (фракция 2–3 мм) сухое растительное сырье экстрагировали в течение 40 мин 
при ранее подобранных оптимальных условиях: 50 %-ный этиловый спирт, температура 65–70 °С, 
соотношение массы сырья к объему экстрагента 1:20 [18]. 

Общее содержание флавоноидов в экстрактах определяли с помощью спектрофотометриче-
ского метода, основанного на реакции комплексообразования флавоноидов с хлоридом алюми-
ния (методика приведена в работе [18]). Оптическую плотность растворов измеряли на спектро-
фотометре SPECORD 200 (Analytik Jena, Германия) при длине волны 411 нм в кювете с толщи-
ной слоя 10 мм.

Водно-спиртовые экстракты листьев воробейника лекарственного анализировали с помо-
щью хромато-масс-спектрометра жидкостного (Waters, США), колонка – BDS HYPERSIL C18 
250×4,6 мм, 5 мкм (Thermo Electron Corporation, США). В качестве подвижной фазы использова-
ли ацетонитрил и воду с 1 %-ной муравьиной кислотой в соотношении 20:80 в изократическом 
режиме при скорости элюирования 1 мл/мин. Регистрацию хроматографического разделения 
осу ществляли с помощью диодно-матричного детектора в диапазоне длин волн 200–700 нм  
и масс-детектора с электроспрей-ионизацией (ESI). Регистрацию масс-спектров проводили в об-
ласти отрицательных и положительных ионов при следующих параметрах: напряжение на ка-
пилляре – 3 кВ, напряжение на конусе – 20 В, напряжение на экстракторе – 3 В, температура де-
сольватации – 350 °С, температура источника – 130 °С, общий расход инертного газа (азота) – 
480 л/ч. Обработку результатов осуществляли при помощи программного обеспечения Mass 
Lynx. Для качественного и количественного определения изокверцитрина использовали стан-
дартный раствор коммерческого препарата изокверцитрина (Sigma, Германия). 

Определение общего количества золы выполняли согласно методике, приведенной в ГФ ГБ [17]. 
Элементный состав образцов золы изучали с помощью сканирующего электронного микроскопа 
JSM-5610 LV c системой химического анализа EDX JED-2201 (JEOL, Япония). 

Все анализы проводили в трехкратной повторности. Для статистической обработки получен-
ных результатов использовали программу Microsoft Office Excel 2007. Значения статистически 
значимо различались при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение. Поскольку флавоноиды участвуют во всех процессах роста  
и развития растения, их содержание в различные фенологические фазы варьируется. 

На рис. 1 представлены результаты изучения динамики накопления флавоноидов в листьях 
воробейника лекарственного на разных этапах развития растения. 

В фазу вегетации содержание флавоноидов в листьях воробейника лекарственного составля-
ло 1,06 ± 0,05 % от массы абсолютно сухого сырья. В период бутонизации (вторая половина мая) 
концентрация флавоноидов увеличилась до 1,83 ± 0,09 %. В фазу цветения (июнь) содержание 
данного класса БАВ продолжало увеличиваться и в период массового цветения (середина июня) 
достигло 2,53 ± 0,11 %. В фазу плодоношения (начало июля) количество флавоноидов уменьши-
лось незначительно, однако к концу июля составило 2,21 ± 0,09 %. Таким образом, максимальное 
содержание флавоноидов в листьях воробейника лекарственного наблюдалось в фазу массового 
цветения. 

Функции флавоноидов в период роста и развития растения довольно значимы. Например, 
благодаря способности поглощать ультрафиолетовое излучение (330–350 нм) и часть видимого 
света (520–560 нм) они защищают растительные ткани от избыточной радиации. Флавоноиды 
являются фактором устойчивости растений к поражению некоторыми травоядными насекомы-
ми, патогенными бактериями и грибами. Возможно, высокое содержание флавоноидов в ли-
стьях воробейника лекарственного в фазу цветения и начала плодоношения может быть связано 
с их защитными функциями и необходимостью выживания растения на таких важных стадиях 
развития.

Исследование образцов методом ВЭЖХ-МС показало, что в экстрактах листьев воробейника 
лекарственного в течение сезонного развития имеется до 15 компонентов (рис. 2). 
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Рис. 1. Динамика накопления флавоноидов в листьях Lithospermum officinale L.  
в различные фенологические фазы

Fig. 1. The dynamics of accumulation of flavonoids in the leaves of the Lithospermum officinale L.  
in various phenological phases

Рис. 2. Хроматограммы экстрактов листьев Lithospermum officinale L. в различные фенологические фазы  
(а – фаза бутонизации, b – фаза цветения, с – фаза плодоношения)

Fig. 2. Chromatograms of extracts of the leaves of the Lithospermum officinale L. in various phenological phases  
(a – budding phase, b – flowering phase, c – fruiting phase)
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При сравнении хроматограмм экстрактов установлено, что в различные фенологические фа-
зы число пиков, их относительное расположение на хроматограмме и соотношение площадей 
изменялись незначительно. 

В листьях воробейника лекарственного содержится флавоноид изокверцитрин – гликозид 
кверцетина (углеводная часть представлена глюкозой). Данный флавоноид идентифицирован во 
всех образцах, однако по мере развития растения его количественное содержание изменялось 
(табл. 1). 

Т а б л и ц а  1. Содержание изокверцитрина в листьях Lithospermum officinale L.  
в различные фенологические фазы

T a b l e  1. Isoquercitrin content in the leaves of the Lithospermum officinale L.  
in various phenological phases

Фенологическая фаза Содержание изокверцитрина, мг/г абсолютно сухого сырья

Бутонизация 2,09 ± 0,09
Цветение 4,22 ± 0,18
Плодоношение 3,64 ± 0,16

Как видно из табл. 1, наибольшее содержание изокверцитрина наблюдалось в экстрактах ли-
стьев воробейника лекарственного в фазу цветения. 

Для полноценного развития растения необходимы макро- и микроэлементы, так как они яв-
ляются составляющими многих компонентов, включая белки, нуклеиновые кислоты и хлоро-
филл, важны для таких физиологических процессов, как дыхание, поддержание осмотического 
давления, входят в состав ферментов, которые, являясь катализаторами биохимических процес-
сов, повышают активность последних. 

В листьях воробейника лекарственного определено количественное содержание 11 макро-  
и микроэлементов (табл. 2). При сравнительном анализе исследуемых образцов отмечено варьи-
рование в содержании отдельных важных элементов в зависимости от фазы развития растения. 

Из представленных в табл. 2 данных следует, что в листьях воробейника лекарственного пре-
обладают такие элементы, как кальций, калий и кремний, что соответствует литературным данным. 

Т а б л и ц а  2. Содержание макро- и микроэлементов в золе листьев Lithospermum officinale L.  
в различные фенологические фазы (г/100 г золы)

T a b l e  2. Content of macro- and microelements in the leaves of the Lithospermum officinale L.  
in various phenological phases (g/100 g ash)

Элемент
Фенологическая фаза

Бутонизация Цветение Плодоношение

Натрий 0,55 ± 0,01 0,75 ± 0,01 –
Магний 4,47 ± 0,03 3,44 ± 0,05 2,14 ± 0,03
Алюминий 0,72 ± 0,01 0,60 ± 0,01 0,72 ± 0,01
Кремний 10,80 ± 0,05 14,40 ± 0,06 10,42 ± 0,02
Фосфор 3,26 ± 0,03 1,98 ± 0,03 3,18 ± 0,02
Сера 1,35 ± 0,03 0,75 ± 0,02 0,44 ± 0,01
Хлор 0,52 ± 0,02 0,42 ± 0,01 0,28 ± 0,01
Калий 25,19 ± 0,09 17,75 ± 0,06 19,91 ± 0,05
Кальций 24,27 ± 0,07 28,22 ± 0,10 32,50 ± 0,08
Медь 4,34 ± 0,03 2,18 ± 0,04 1,22 ± 0,01
Цинк 1,47 ± 0,02 1,87 ± 0,03 1,98 ± 0,02

Кальций участвует в углеводном и белковом обмене растений, образовании и росте хлоро-
пластов, необходим для нормального усвоения растением аммиачного азота. От содержания 
кальция зависит построение нормальных клеточных оболочек [15]. Данный элемент накаплива-
ется в листьях воробейника лекарственного в течение всего периода развития растения, а в фазу 
плодоношения его содержание составляет 32,50 ± 0,08 г/100 г золы. 
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Калий, выполняя важную физиологическую функцию в углеводном и белковом обмене рас-
тений, в процессах фотосинтеза и водного обмена, повышает устойчивость растения к увяданию 
и преждевременному обезвоживанию, укрепляет его ткани и делает их более устойчивыми к бо-
лезням и вредителям. Наибольшее количество калия в листьях воробейника лекарственного на-
блюдается в период бутонизации. 

В листьях воробейника лекарственного в достаточных количествах обнаружены медь и цинк, 
которые выполняют важную биохимическую функцию [19]. Данные элементы имеют разные 
тенденции накопления: наибольшее количество меди в листьях воробейника лекарственного от-
мечается в фазу бутонизации, а содержание цинка достигает максимального значения в период 
плодоношения.

Натрий относится к элементам, которые условно необходимы растениям. В химическом и фи-
зиологическом отношении натрий близок к калию. Калий может практически всегда заменить 
натрий, однако сам натрием не заменяется [15]. В листьях воробейника лекарственного натрий 
обнаружен в достаточно низком количестве, а в фазу плодоношения он вовсе отсутствует. При 
этом содержание калия в период плодоношения несколько увеличивается по сравнению с его со-
держанием в период цветения. 

Заключение. Изучена динамика накопления флавоноидов в листьях воробейника лекарст-
венного (Lithospermum officinale L.) в различные фенологические фазы. Максимальное количе-
ство флавоноидов установлено в фазу цветения – 2,53 ± 0,11 % от массы абсолютно сухого сы-
рья. Качественный состав экстрактов листьев воробейника лекарственного в различные феноло-
гические фазы изменялся незначительно. Флавоноид изокверцитрин идентифицирован на всех 
стадиях развития растения, однако максимальное его накопление наблюдалось в фазу цветения. 
Следовательно, оптимальным временем заготовки листьев воробейника лекарственного являет-
ся фаза массового цветения.

Проведен сравнительный анализ элементного состава золы листьев воробейника лекарствен-
ного, заготовленных в различные фенологические фазы. Определено количественное содержа-
ние 11 макро- и микроэлементов, преобладающими из которых на каждом этапе развития расте-
ния являлись кальций, калий и кремний.
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БИОСИНТЕЗ АДЕНОЗИНДЕЗАМИНАЗЫ ESCHERICHIA COLI  
В СИСТЕМЕ БЕСКЛЕТОЧНОГО СИНТЕЗА БЕЛКА 

Аннотация. Одним из новых перспективных направлений молекулярной биотехнологии является бесклеточ-
ный синтез белка (БСБ). Процедура БСБ основана на реконструкции in vitro всех этапов биосинтеза белка в клетке, 
включая транскрипцию, аминоацилирование тРНК и трансляцию мРНК рибосомами. 

Ранее нами был сконструирован штамм Escherichia coli, продуцирующий гомологичную аденозиндезаминазу 
(АДазу). В настоящем исследовании в качестве варианта, альтернативного каноническому глубинному культивиро-
ванию в ферментере, была изучена возможность синтеза АДазы в системе БСБ. Для синтеза этого фермента исполь-
зовали S30-клеточный экстракт E. coli, РНК-полимеразу бактериофага Т7 и высококопийный плазмидный вектор 
pET42mut со встроенным в него геном АДазы. 

В результате выполнения работы нами впервые продемонстрирована возможность синтеза АДазы E. coli в сис-
теме БСБ. В частично оптимизированных условиях проведения процесса получен экспериментальный образец ре-
комбинантной АДазы с активностью 530 Ед/мл ферментного препарата. 

Ключевые слова: аденозиндезаминаза, Escherichia coli, бесклеточный синтез белка, высококопиийная pET42mut- 
плазмида, ферментный препарат
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BIOSYNTHESIS OF ESCHERICHIA COLI ADENOSINE DEAMINASE  
USING CELL-FREE PROTEIN SYNTHESIS

Abstract. One of the recent perspective trends of molecular biotechnology is cell-free protein synthesis (CFPS). The 
procedure of CFPS is based on in vitro reconstruction of all stages of a biosynthesis of protein in a whole cell, including  
a transcription, an aminoacylation of tRNA and translation of mRNA by ribosomes.

Previously, we constructed a strain Escherichia coli that produces homologous adenosine deaminase (ADase). In the 
present study, as an alternative to canonical submerged cultivation in a fermenter, the possibility of the ADase synthesis in the 
system of CFPS was studied. For synthesis of this enzyme we used the E. coli-30 cell extract, T7 bacteriophage RNA 
polymerase, and high-copy plasmid vector pET42mut with gene ADase inserted into it. 

As a result of the work we have demonstrated for the first time the possibility of synthesis of ADase E. coli in the CFPS 
system. In a partially optimized process conditions, an experimental sample of recombinant AD with an activity of 530 U/ml 
of enzyme preparation was obtained.

Keywords: adenosine deaminase, Escherichia coli, cell-free protein synthesis, high-copy pET42mut plasmid, enzyme 
preparation 

For citation: Kazlouski I. S., Zinchenko A. I. Biosynthesis of Escherichia coli adenosine deaminase using cell-free pro-
tein synthesis. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnykh navuk = Proceedings of the National 
Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2021, vol. 66, no. 3, pp. 271–276 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1029-
8940-2021-66-3-271-276

Введение. В качестве альтернативы генно-инженерной технологии получения хозяйственно 
важных белков и вирусоподобных частиц [1, 2], мембранных белков [3] и белков, содержащих 
неприродные аминокислоты [4, 5], ряд исследовательских групп использует бесклеточные сис-
темы протеинового синтеза, в которых при обеспечении оптимальных условий возможна наработ-
ка как простых протеинов, так и протеинов со сложной структурой с устранением всех барьеров 
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несовместимости для трансляции мРНК. Однако, несмотря на то что этот методический подход 
был предложен гораздо раньше, чем генно-инженерный, к детальному изучению возможностей 
его широкого практического использования приступили совсем недавно [6].

Реакционная смесь для бесклеточного синтеза белка (БСБ) ‒ открытая система без такого 
физического барьера, как клеточная мембрана. Выход конечного продукта зависит от концентра-
ции каждого компонента, которую можно варьировать в широких пределах, в отличие от ситуа-
ции in vivo. При этом конечная концентрация белка может достигать более 2 мг/мл. 

Система БСБ предусматривает транскрипцию гена и трансляцию мРНК in vitro – в лизате 
клеток, в который вносят рекомбинантную ДНК, аминокислоты, нуклеотиды, кофакторы и АТФ- 
регенерирующую систему. Эндогенная генетическая информация (ДНК и мРНК клетки-хозяина) 
при этом удаляется [7].

Первоначально система БСБ была предложена как платформа для синтеза белков in vitro [8], 
а также в качестве инструмента для изучения механизмов репликации ДНК. 

После ряда усовершенствований система БСБ стала более надежной, экономичной, универ-
сальной и масштабируемой технологией для синтеза препаративных количеств различных бел-
ковых продуктов, в том числе вакцин [9], антител [10] и цитокинов [11]. Изучение системы БСБ 
дало толчок развитию новой дисциплины ‒ бесклеточной метаболической инженерии [12]. В по-
следние годы на основе системы БСБ были разработаны недорогие биосенсеры [13] и портатив-
ные устройства для диагностики различных заболеваний [14, 15]. 

Аденозиндезаминаза (АДаза; КФ 3.5.4.4) – фермент, играющий важную роль в метаболизме 
пуриновых нуклеозидов. Этот фермент осуществляет необратимую реакцию превращения аде-
нозина в инозин путем замены NH2-группы в гетероциклическом основании нуклеозида на  
гидроксил. Помимо своего основного субстрата (аденозина) АДаза E. coli может использовать ряд 
других природных и модифицированных нуклеозидов – 2′-дезоксиаденозин, 3′-дезоксиаденозин, 
2′,3′-дидезоксиаденозин, 6-метиламинопуринрибозид, 2,6-диаминопуринрибозид [16]. Способность 
фермента осуществлять дезаминирование модифицированных пуриновых нуклеозидов делает 
его привлекательным для использования в химико-ферментативных схемах получения различ-
ных субстанций с потенциальной фармакологической активностью. 

Цель настоящей работы ‒ получение гомологичной АДазы при помощи системы бесклеточ-
ного синтеза белка на основе клеточного лизата E. coli.

Материалы и методы исследования. Источником гена АДазы (add; GenBank ID: 945851) 
служила ДНК E. coli K-12, выделенная из бактериальной биомассы с помощью коммерческого 
набора QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, США). Целевой фрагмент ДНК амплифицировали с по-
мощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) с использованием в качестве матрицы геномной 
ДНК и синтетических праймеров. 

Подбор олигонуклеотидов осуществляли с помощью программного обеспечения UGENE 
1.22 (UniPro, Россия) на основе нуклеотидных последовательностей гена АДазы: прямой add-F 
(5′- gtggtggtccacaacatgattgataccaccctgc-3′) и обратной add-R (5′-ggtgatggtgatgctccttcgcggcgact-3′). На 
5′-окончания праймеров были добавлены последовательности, комплементарные плазмиде 
pET42mut [17]. 

Амплификацию осуществляли по следующей программе: этап предденатурации (30 с при  
98 oС), 30 циклов амплификации (10 с при 98 oС; 15 с при 55 oС; 30 с при 72 oС), финальная элон-
гация (75 с при 72 оС). 

На втором этапе линеаризовали плазмиду pET42mut методом ПЦР с использованием Diamant-
ДНК-полимеразы [18] и двух праймеров: прямого pET42mut-F (5′-catatgtatatctccttcttaaagttaaacaaaa
ttatttctagag-3′) и обратного pET42mut-R (5′-gagcatcaccatcaccaccaccaccactaattg-3′). Амплификацию 
вектора проводили по следующей программе: этап предденатурации (30 с при 98 oС), 30 циклов 
амплификации (10 с при 98 oС, 15 с при 55 oС, 3 мин при 72 oС), финальная элонгация (3 мин  
и 25 с при 72 оС). 

На третьем этапе объединяли линеаризованный вектор и целевой ген методом продолжи-
тельной перекрывающейся ПЦР (ПП-ПЦР) [19] по следующей программе: этап предденатура- 
ции (30 с при 98 oС), 16 циклов амплификации (10 с при 98 oС; 15 с при 50 oС; 4 мин при 72 oС), 
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финальная элонгация (5 мин при 72 оС). На этом этапе в качестве матрицы и затравки были ис-
пользованы полученные на первых двух этапах фрагменты в эквимолярных количествах. 

Синтезированным в ходе ПП-ПЦР продуктом трансформировали компетентные клетки E. coli 
XL (Novagen, США) c последующим их посевом на плотную селективную питательную среду 
Luria-Bertani (LB; 0,5 % дрожжевого экстракта, 1 % NaCl, 1 % триптона) с добавлением канами-
цина (100 мкг/мл).

Для определения наличия плазмид, содержащих целевые «вставки ДНК» часть одиночной 
колонии отбирали при помощи стерильного наконечника и вносили в 50 мкл реакционной сме-
си, содержащей 67 мМ Трис-HCl (pH 8,3); 17 мМ (NH4)2SO4; 2 мМ MgCl2; 0,02 % Твин-20; смесь 
четырех канонических дНТФ (каждый в концентрации 0,2 мМ) и 1 ед. ДНК-полимеразы Diamant 
[18]. В качестве ДНК-затравки использовали праймеры (по 10 пмоль) к последовательности про-
мотора фага Т7 (прямой T7p-F 5′-taatacgactcactataggg-3′) и к последовательности, кодирующей 
АДазу (обратный add-R). ПЦР проводили по следующей программе: этап начальной денатура-
ции (2 мин при 94 oС), 25 циклов амплификации (30 с при 94 oС; 15 с при 55 oС; 1 мин при 72 oС), 
финальная элонгация (2 мин при 72 oС).

Клетки-трансформанты выращивали в LB-среде с добавлением канамицина с конечной кон-
центрации 80 мкг/мл. Клетки, содержащие целевые плазмиды, культивировали в жидкой среде 
LB с последующим выделением плазмидной ДНК методом щелочного лизиса. 

Для синтеза АДазы использовали реакционную смесь (1,0 мл), содержащую 0,25 мл клеточ-
ного экстракта S30, 0,65 мл премикса, 5 000 ед. активности РНК-полимеразы бактериофага Т7, 
500 нг полученной на предыдущем этапе работы плазмидной ДНК, которую затем инкубирова-
ли при 30 °С в течение 5–6 ч.

После этого определяли активность полученного фермента по скорости дезаминирования 
аденозина. Реакционную смесь, содержащую 20 мМ нуклеозида, 50 мМ Трис-HCl-буфера (рН 8,0) 
и фермент, инкубировали при 37 °С в течение от 30 мин до 1,5 ч. Из анализируемых образцов 
при помощи микрокапилляра отбирали аликвоты (5 мкл), которые наносили на хроматографи-
ческие пластины для тонкослойной хроматографии Silufol-UV254. 

Хроматографию проводили в системе растворителей хлороформ: 
метанол:аммиак в соотношении 10:10:2,5. Расположение пятен субстра-
тов и продуктов реакции определяли в УФ-свете. Вещества элюировали 
5 мл воды. 

УФ-светопоглощение элюатов измеряли с помощью спектрофото-
метра при λ = 255 нм. Активность фермента определяли на начальной 
стадии реакции, когда выход продукта не превышал 10–15 % от макси-
мального. За единицу активности фермента принимали такое его коли-
чество, которое обеспечивало образование 1 мкмоль продукта за 1 мин 
в соответствующих условиях реакции. Активность фермента выража-
ли в ед/мл ферментного препарата.

Результаты и их обсуждение. На начальном этапе работы методом 
ПЦР амплифицировали ген add, кодирующий аминокислотную после-
довательность АДазы. Праймеры для ПЦР-амплифи кации гена подби-
рали таким образом, чтобы после их амплификации 5′- и 3′-окончания 
ПЦР-продуктов содержали нуклеотидные последовательности, ком-
плементарные вектору pET42mut.

Постановка горизонтального ДНК-электрофореза в агарозном геле 
после выделения и амплификации гена позволила получить нуклеотид-
ную последовательность требуемого размера – 1000 п. н. (рис. 1).

На следующем этапе проводили линеаризацию вектора pET42mut  
с помощью ПЦР. Праймеры для линеаризации вектора подбирали таким 
образом, чтобы при встраивании в плазмиду к 3′-окончанию целевого ге-
на добавлялась последовательность нуклеотидов, которая обеспечивает 

Рис. 1. Электрофореграмма 
продуктов амплификации 

гена add (1). М – маркер 
молекулярных масс  

фрагментов ДНК

Fig. 1. Electrophoregram  
of amplified fragments  

of gene add (1). M – DNA 
molecular size markers
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наличие дополнительного октагистидинового олигопептида на С- кон-
це целевого белка.

Затем проводили постановку ПП-ПЦР, которая, в отличие от 
стандартной ПЦР, требует наличия в векторе и вставке перекрыва-
ющихся комплементарных участков, включаемых на стадии клони-
рования целевых генов. 

Как известно, при проведении ПП-ПЦР [19] вставка с вектором 
образуют смесь линейных конкатемеров, содержащих различное 
количество повторов «вставка‒вектор». Данной смесью высокомо-
лекулярных линейных молекул трансформируются клетки-реципи-
енты, в которых происходит формирование нескольких кольцевых 
молекул – плазмид, несущих в себе целевой ген. 

Таким образом, ген add, кодирующий АДазу E. coli, был встро-
ен в плазмиду рЕТ42mut. Полученной смесью ПП-ПЦР трансфор-
мировали компетентные клетки E. coli XL. Из полученных транс-
формантов с помощью щелочного лизиса выделили плазмиды и про-
анализировали их при помощи электрофоретического разделения  
в 1 %-ном агарозном геле (рис. 2). 

На следующем этапе работы проводили оценку эффективности 
синтеза АДазы в БСБ на основе S30 экстракта из E. coli. Конечная 
концентрация компонентов реакции включала: 100 мМ HEPES-
KOH (pH 8,0); 8 мМ Mg (CH3COO)2; 90 мМ KCH3COO; 20 мМ фос-
фоенолпируват калия; набор аминокислот (каждая в концентрации 
1,3 мМ); 0,15 мг/мл фолиевой кислоты, каждый из четырех природ-

ных рибонуклеозидтрифосфатов в концентрации 1 мМ; 0,05 % NaN3; 2 % полиэтиленгликоля 
8000; 0,04 мг/мл пируваткиназы; 5,5 мкг/мл РНК-полимеразы фага Т7; 0,3 мг/мл плазмидной 
ДНК, содержащей ген, кодирующий АДазу; 0,5 мг/мл суммарной тРНК (из E. coli MRE 600)  
и экстракт S30, полученный из лизата клеток E. coli (30 % от общего объема реакционной смеси). 

Инкубацию проводили в течение 6 ч при 30 °С и умеренном перемешивании. Для контроля 
синтеза АДазы каждый час отбирали по 1 мкл для анализа ферментативной активности синте-
зируемого белка. В качестве отрицательного контроля использовали реакционную смесь БСБ  
с внесением вместо плазмидной ДНК соответствующего количества буферного раствора. Резуль-
таты представлены на рис. 3. 

Выход АДазы в эксперименте, описанном выше, достиг 530 Ед/мл реакционной смеси. В пла-
не сравнения следует отметить, что при проведенном ранее синтезе рекомбинантной АДазы 

Рис. 2. Электрофореграмма 
плазмид (1 и 2), полученных 

при помощи щелочного лизиса 
клеток-трансформантов.  

М – маркер молекулярных масс 
фрагментов ДНК

Fig. 2. Electrophoregram  
of plasmids (1 and 2) obtained by 

alkaline lysis of transformed cells. 
M – DNA molecular size markers
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E. coli в цельноклеточной системе экспрессии максимальный выход ферментативной активности 
составлял 1,0 Ед/мл культуральной жидкости [20].

Заключение. Впервые продемонстрирована возможность синтеза АДазы E. coli в системе 
БСБ. В частично оптимизированных условиях проведения процесса получен эксперименталь-
ный образец рекомбинантной АДазы с активностью 530 Ед/мл ферментного препарата. 

По нашему мнению, синтез АДазы в системе БСБ может выступать в качестве варианта, аль-
тернативного каноническому глубинному культивированию в ферментере. 
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ВЛИЯНИЕ ЭПИБРАССИНОЛИДА НА СОДЕРЖАНИЕ ФЛАВОНОИДОВ  
В ПРОРОСТКАХ РАСТЕНИЙ В УСЛОВИЯХ СТРЕССА,  
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Аннотация. Исследовано влияние эпибрассинолида (ЭБЛ) на содержание флавоноидов в проростках льна-дол-
гунца (Linum usitatissimum L.) и ярового ячменя (Hordeum vulgare L.) в условиях химического стресса, вызванного 
N-фосфонометилглицином (глифосатом). Отмечена видовая специфичность ответной реакции проростков изучае-
мых культур на внесение ЭБЛ в смеси с ингибирующей рост дозой глифосата. Данная специфичность выражается  
в ослаблении ингибирующего эффекта глифосата на содержание флавоноидов в тканях льна-долгунца и в отсутст вии 
изменения уровня флавоноидов в корнях и надземной части проростков ярового ячменя.
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Abstract. The effect of epibrassinolide (EBL) on the content of flavonoids in seedlings of fiber flax (Linum usitatissimum L.) 
and spring barley (Hordeum vulgare L.) under chemical stress caused by N-phosphonomethylglycine (glyphosate) was 
studied. The species specificity of the response of the seedlings to the introduction of EBL in a mixture with an inhibitory 
dose of glyphosate was noted. This specificity is expressed in the suppression of the inhibitory effect of glyphosate on the 
flavonoids’ content in the tissues of fiber flax and the absence of changes in the level of the content of flavonoids in the roots 
and aerial part of spring barley seedlings.
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Введение. Флавоноиды относятся к классу полифенольных соединений, которые синтезиру-
ются только высшими растениями. Эти соединения выполняют различные функции в клетках – 
участвуют в окислительно-восстановительных реакциях (ОВР), играют роль аттрактантов для 
насекомых и животных, что способствует размножению и распространению растений. Важной 
функцией флавоноидов является также защита растений от внешних неблагоприятных абиоти-
ческих и биотических факторов [1‒3]. Так как одним из важнейших свойств данных соединений 
является их участие в ОВР и нейтрализации активных форм кислорода, изменение содержания 
флавоноидов в тканях растений может являться показателем, характеризующим ответную реак-
цию организма на стресс. 

Известно, что гербицидный эффект глифосата (N-фосфонометилглицина) связан с его спо-
собностью ингибировать фермент 5-еноилпирувил-шикимат-3-фосфат-синтазу – необходимый 
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элемент шикиматного пути биосинтеза ароматических соединений: ароматических аминокислот 
(фенилаланина, тирозина и триптофана), фенольных соединений, терпеноидных хинонов, лиг-
нинов, а также ряда других важных метаболитов (токоферолов, алкалоидов, фитогормонов) [4]. 
В этой связи было выдвинуто предположение, что внесение эпибрассинолида (ЭБЛ) в смеси  
с ингибирующей дозой глифосата непосредственным образом должно отразиться на содержании 
фенольных соединений (в частности, флавоноидов) в тканях растений.

В проведенных ранее исследованиях по изучению действия ЭБЛ на проростки растений  
в условиях химического стресса (в качестве стрессового фактора использовался гербицид глифо-
сат) нами установлено, что в определенных диапазонах концентраций ЭБЛ способен как ос- 
лаблять ингибирующий эффект гербицида на рост корневой системы проростков (лен-долгунец), 
так и усиливать его (яровой ячмень) (рис. 1). Выявлено сходство данных диапазонов концентра-
ций ЭБЛ у двух исследуемых культур [5].

Цель исследования – определить содержание флавоноидов в корнях и надземной части про-
ростков льна-долгунца и ярового ячменя, семена которых были обработаны смесями глифосата 
в ингибирующей дозе и эпибрассинолида в различных концентрациях, и сопоставить результа-
ты исследования с данными, полученными при изучении морфометрических показателей про-
ростков при инкрустации семян указанными смесями.

Объекты и методы исследования. Объектами исследования служили проростки льна-
долгунца (сорт Грант) и ярового ячменя (сорт Радзимич).

Исследования зависимости доза–эффект при воздействии смесей глифосата в ингибирующей 
дозе и ЭБЛ в широких диапазонах концентраций на линейный рост проростков при инкруста-
ции семян, выполненные ранее, позволили выделить дозы ЭБЛ, соответствующие трем точкам: 
до интервала взаимодействия компонентов смеси, внутри интервала и после интервала. Данные 
концентрации были использованы в настоящем опыте и составляли 2,2∙10–8, 1,7∙10–7  и 1,2∙10–6 М 
(на рис. 1 указанные концентрации обозначены кружком).

Концентрация глифосата 5,5∙10‒2 М, используемая в опыте, была выбрана в соответствии  
с графиком зависимости доза‒эффект в точке, где ингибирование роста корневой системы про-
ростков составляло около 50 %. Контроль-1– вариант с обработкой семян 1 %-ным раствором 
пленкообразователя Гисинар; контроль-2 – глифосат в концентрации 5,5∙10–2 М без ЭБЛ. Опыт 
по каждой исследуемой части проростка (корневая система и надземная часть) проводили в трех-
кратной повторности (каждая повторность включала 50 проростков).
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Рис. 1.  Зависимость длины корня проростков льна-долгунца и ярового ячменя от концентрации ЭБЛ  
при концентрации глифосата 5,5∙10–2 М

Fig.  1.  The dependence of the length of the root of fiber flax and spring barley seedlings on the concentration of EBL,  
at a glyphosate concentration of 5.5∙10–2 M
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Проращивание семян проводили методом рулонной культуры [6] в стеклянных емкостях 
объемом 1 л. После посева рулоны выдерживали в термостате 2 сут при температуре 22–24 °С,  
а на 3-и сутки перемещали в условия искусственного освещения интенсивностью 7,5 тыс. лк  
с режимом 14 ч – свет, 10 ч – темнота. Содержание флавоноидов определяли спектрофотометри-
ческим способом по методике, приведенной в работе [7], на 9-дневных проростках с использова-
нием 5 %-ного спиртового раствора хлорида алюминия. 

Статистическую обработку проводили с помощью стандартного пакета программ Micrisoft 
Excel. В работе приведены средние значения и величины стандартной ошибки средней арифме-
тической, по которым наглядно видны отличия между вариантами опытов.

Результаты и их обсуждение. Исследование воздействия брассиностероидов в широком диа-
пазоне концентраций на рост проростков растений при инкрустации семян показало, что в опти-
мальных условиях проращивания в течение 9 сут брассиностероиды не оказывали влияния на 
рост корневой системы и надземной части проростков, а также на другие регистрируемые эф-
фекты [8].

В опыте с корнями проростков при исследовании влияния ЭБЛ на содержание флавоноидов 
в тканях проростков льна-долгунца и ярового ячменя на фоне химического стресса были полу-
чены следующие результаты: в контроле-1 содержание флавоноидов составило 1,02 % у льна-
долгунца и 0,49 % у ячменя; в контроле-2 – 0,60 и 0,29 % соответственно, т. е. глифосат снижал 
содержание флавоноидов в 1,7 раза у обеих культур (рис. 2).

При исследовании проростков льна-долгунца среди вариантов со смесями ЭБЛ и глифосата 
наибольшее содержание флавоноидов в корнях (по отношению к контролю-2) отмечалось в том 
варианте, где концентрация ЭБЛ составляла 1,7∙10–7 М (0,89 %). Эта концентрация соответствует 
интервалу взаимодействия между глифосатом и ЭБЛ, выявленном в опыте по изучению влияния 
смесей данных агентов на длину корневой системы проростков. Следует отметить, что добавле-
ние ЭБЛ во всех вариантах вызывало снижение ингибирующего эффекта гербицида по данному 
показателю.

В опытах с яровым ячменем добавление ЭБЛ в смеси не вызывало изменений количественно-
го содержания флавоноидов в корнях проростков по отношению к контролю-2, а все отклонения 
по данному параметру не имели статистической достоверности.
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Рис. 2. Содержание флавоноидов в корнях проростков льна-долгунца и ярового ячменя при обработке  
семян смесями ЭБЛ и глифосата

Fig. 2. The content of flavonoids in the roots of fiber flax and spring barley seedlings under treatment of seeds  
with mixtures of EBL and glyphosate
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Содержание флавоноидов в надземной части проростков в контроле-1 составило 2,12 %  
у льна-долгунца и 1,55 % у ярового ячменя, в контроле-2 – 1,38 и 0,98 % соответственно (рис. 3). 
У льна-долгунца, как и в случае с корнями проростков, наблюдалось повышение уровня флаво-
ноидов по сравнению с контролем-2 при внесении в смеси ЭБЛ. Наибольшее их содержание вы-
явлено в варианте, где концентрация ЭБЛ составляла 1,7∙10–7 М (1,81 %), однако статистически 
значимого преимущества по сравнению с другими концентрациями ЭБЛ этот вариант не имел. 

Что касается ярового ячменя, то, как и в опытах с корневой системой, при добавлении ЭБЛ  
в смеси с глифосатом изменения содержания флавоноидов в надземной части проростков по от-
ношению к контролю-2 также не зарегистрировано.

Заключение. Результаты исследования содержания флавоноидов согласуются с полученны-
ми ранее данными. Выявлена значительная видовая специфичность реакции на инкрустацию 
семян смесями ЭБЛ и глифосата. Так, для проростков льна-долгунца характерно значительное 
снижение ингибирующего эффекта глифосата на содержание флавоноидов за счет внесения в сме-
си ЭБЛ, тогда как для проростков ярового ячменя такого снижения не выявлено. Предполагается, 
что более высокую антистрессовую активность ЭБЛ проявляет в концентрациях, близких  
к 1,7∙10–7 М.

В последние годы в европейском и мировом научном сообществе уделяется немало внима- 
ния изучению формирования стрессоустойчивости у растений под воздействием брассиностеро-
идов. Результаты выполненных нами исследований морфометрических и биохимических пока-
зателей проростков ярового ячменя и льна-долгунца на фоне стрессового (ингибирующего) дей-
ствия глифосата позволяют с высокой степенью достоверности осуществлять воспроизводимую 
количественную оценку ростовой активности не только ЭБЛ, но и ряда других природных брас-
синостероидов и их синтетических аналогов. Это свидетельствует об актуальности полученных 
результатов и возможных перспективах их использования в научной практике для оценки 
стресс-протекторного действия брассиностероидов.
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Fig. 3. The content of flavonoids in the aerial part of fiber flax and spring barley seedlings under treatment of seeds  
with mixtures of EBL and glyphosate
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СОДЕРЖАНИЕ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИХ ПИГМЕНТОВ  
И ПАРАМЕТРЫ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА В ЛИСТЬЯХ АМАРАНТА  

ПРИ НАРАСТАЮЩЕМ ВОДНОМ ДЕФИЦИТЕ

Аннотация. Изучена динамика содержания фотосинтетических пигментов и параметров окислительного стресса 
при нарастающем водном дефиците в листьях 40-дневных растений двух видов амаранта ‒ Amaranthus paniculatus L. 
(сорт Рубин) и Amaranthus caudatus L. (сорт Чырвоны аксамит), выращенных в горшечной культуре. Обнаружены 
видовые особенности развития водного дефицита в листьях амаранта: у растений амаранта Amaranthus paniculatus L. 
уже через 4 дня почвенной засухи отмечалось более сильное развитие водного дефицита (WD), чем у Amaranthus 
caudatus L., а через 8 дней WD у двух видов возрастал до 73,7 и 55,7 % соответственно. При умеренной засухе коли-
чество фотосинтетических пигментов (хлорофилла (Хл) и каротиноидов) в пересчете на сухую массу листа увели- 
чивалось у двух видов амаранта, но через 8 дней почвенной засухи содержание Хл (а + b) было снижено в 2,0‒2,1 раза, 
а каротиноидов  ‒ в 1,8‒1,9 раза относительно физиологического уровня. В результате 4-дневной почвенной засухи  
в листьях Amaranthus paniculatus L. происходило существенное снижение содержания активных форм кислорода 
(АФК) и активности перекисного окисления липидов (ПОЛ), тогда как у Amaranthus caudatus L. наблюдалось повы-
шение уровней АФК и ПОЛ. При возрастании давления стрессового фактора в листьях амаранта двух изученных 
видов отмечалось снижение содержания АФК и активности ПОЛ относительно физиологических значений. Предпо-
лагается, что на разных этапах почвенной засухи в листьях изученных видов амаранта имеются различия в механиз-
мах генерации АФК и процессах ПОЛ.

Ключевые слова: водный дефицит, фотосинтетические пигменты, активные формы кислорода, перекисное 
окисление липидов, амарант, Amaranthus paniculatus L., Amaranthus caudatus L.
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PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS CONTENT AND PARAMETERS OF OXIDATIVE 
STRESS IN THE AMARANTH SPECIES WITH INCREASING WATER DEFICIENCY

Abstract. The dynamics of the photosynthetic pigments content and parameters of oxidative stress with an increasing 
water deficit in the leaves of 40-days-old plants of two amaranth species ‒ Amaranthus paniculatus L. (cv. Rubin) and 
Amaranthus caudatus L. (cv. Chyrvony aksamit), grown in a pot culture, was studied. Specific features of the development  
of water deficiency in amaranth leaves were revealed: amaranth plants Amaranthus paniculatus L. showed a stronger develop-
ment of water deficit in leaves than Amaranthus caudatus L. after 4-days soil drought, which after 8 days increased in two 
species to 73.7 and 55.7 %, respectively. Under moderate drought, the amount of photosynthetic pigments (chlorophyll (Chl) 
and carotenoids) based on dry leaf weight increased in two amaranth species, but after 8 days of soil drought, the content  
of Chl (a + b) was reduced by 2.0‒2.1 times, and carotenoids ‒ 1.8‒1.9 times relative to the physiological level. As a result  
of a 4-days soil drought in the leaves of Amaranthus paniculatus L., there was a significant decrease in the content of reactive 
oxygen species (ROS) and the activity of lipid peroxidation (LPO), while in Amaranthus caudatus L. an increase in the levels 
of ROS and LPO was observed. With an increase in the pressure of the stress factor in the leaves of amaranth of the two 
studied species, a decrease in the ROS content and LPO activity relative to physiological values was revealed. A conclusion 
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was made about the different mechanisms of ROS generation and the flow of LPO processes at different stages of soil drought 
in the leaves of different amaranth species.

Keywords: water deficit, photosynthetic pigments, reactive oxygen species, lipid peroxidation, amaranth, Amaranthus 
paniculatus L., Amaranthus caudatus L.
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Введение. Для растительных организмов вода является физическим и биохимическим ком-
понентом, поэтому стратегии ее эффективного использования и повышения устойчивости куль-
турных растений к засухе имеют первостепенное значение. В течение своего жизненного цикла 
растения могут испытывать частые периоды дефицита воды даже за пределами засушливых  
и полузасушливых районов. Некоторые различия в росте и выживании растений можно отнести 
скорее к разной способности поглощать, транспортировать и сохранять воду, чем к различиям  
в метаболизме [1]. Ранние реакции растений на водный стресс можно рассматривать как первую 
линию защиты, позволяющую выживать в течение непродолжительного времени. Чтобы пере-
жить более длительные стрессовые периоды, растения должны пройти процесс акклиматиза-
ции, что в свою очередь приводит к изменениям метаболизма и/или структуры, опосредованным 
изменениями в регуляции экспрессии генов. Степень повреждения растительной клетки в резуль-
тате действия засухи зависит от вида, сорта растения, продолжительности времени обезвожива-
ния, стрессоустойчивости культуры.

Род Amaranthus включает много ценных зерновых и овощных культур [2], которые по типу 
фотосинтеза относятся к С4-растениям. Зерна и листья растений амаранта богаты питательны-
ми веществами и минералами [3,4], которые не только используются в пищу, но и служат источ-
ником сырья для фармацевтического и биотехнологического производства биологически актив-
ных субстанций. С4-растения развивались 50‒60 млн лет назад, когда температура воздуха была 
выше на 8‒10 ºC, а концентрация CO2 в атмосфере была ниже, чем сейчас. Однако и в настоящее 
время эти растения, находясь в засушливых и полузасушливых условиях [5], относятся к числу 
наиболее продуктивных видов. Около 7500 видов C4-растений обеспечивают 23 % первичной 
продуктивности в наземной биосфере [6] и составляют основные продовольственные и кормо-
вые ресурсы во всем мире. Кроме того, рост населения планеты, а также прогнозируемое умень-
шение доступности воды в нескольких географических регионах в связи с изменением климата 
предполагает увеличение использования C4-растений в сельском хозяйстве [7]. С4-растения мо-
гут сохранять фотосинтетическую активность [8] и рост корней и побегов [9] при потенциале 
воды, который ингибирует большинство С3-растений, имеют более высокую устойчивость 
устьиц и эффективнее используют воду (water use efficiencies, WUE), чем их С3-аналоги.  Тем не 
менее все еще остается предметом спора вопрос, являются ли С4-растения более устойчивыми  
к недостаточному водообеспечению [10]. 

Известно, что стресс в результате засухи приводит к накоплению активных форм кислорода 
(АФК), которые могут инициировать деструктивные окислительные процессы, такие как пере-
кисное окисление липидов (ПОЛ), выцветание хлорофилла (Хл) и беталаина, а также окисление 
белка [11]. Растения развили как ферментативные, так и неферментативные защитные системы 
для удаления и детоксикации АФК, что привело к формированию антиоксидантной защитной 
системы [12]. В результате засухи происходит активное накопление ряда соединений (напри-
мер, пролина, α-токоферола и полифенолов), которые защищают растения от окислительного 
повреждения и позволяют сохранять положительное тургорное давление, что является обяза-
тельным условием для поддержания апертуры устьиц и газообмена [12]. Кроме того, нефермен-
тативные антиоксиданты, такие как пигменты листьев, аскорбиновая кислота, каротиноиды, 
фенолы и флавоноиды, играют защитную роль во избежание образования АФК [13]. Согласно 
заклю чению, представленному в работе [14], существует три основных типа реакции растений 
на стресс, вызванный засухой: предотвращение потери воды (например, осмотическая коррек-
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тировка); защита клеточных компонентов (например, качественные и количественные измене-
ния пигментов) и восстановление от окислительного повреждения (например, антиоксидантные 
системы). 

В ряде работ, выполненных на растениях амаранта в качестве объектов исследования, были 
изучены некоторые антиоксидантные показатели высокоурожайных сортов [14‒17]. Обнаружено, 
что в растениях A. tricolor стресс в условиях засухи приводил к снижению общей биомассы рас-
тений, удельной площади листьев, относительного содержания воды (RWC), фотосинтетических 
пигментов (Хл a, Хл b, Хл (a + b)) и растворимого белка, но вызывал увеличение содержания 
малонового диальдегида (МДА), H2O2, пролина, каротиноидов, аскорбиновой кислоты, полифе-
нолов, флавоноидов и общей антиоксидантной активности [18]. Изученные параметры, диффе-
ренциальные по отношению к сортам и степени стрессового воздействия засухи, были предло-
жены для использования в новых программах создания сортов и в разрабатываемых программах 
их размножения. Положительно значимые корреляции между MДA, H2O2, осмопротекторами  
и неферментативными антиоксидантами (пролин, фенолы, флавоноиды, общая антиоксидантная 
способность) позволили авторам предположить, что эти соединения играют жизненно важную 
роль в детоксикации АФК в растениях A. tricolor. 

В Беларуси внедрение культуры амаранта ограничено недостаточными знаниями о ее эколо-
гии и физиологии, что препятствует широкому распространению этой ценной овощной культу-
ры, особенно в северных регионах с низкой весенней температурой [19]. Проведенный анализ 
научной литературы свидетельствует об актуальности исследований, направленных на изучение 
окислительного статуса растений амаранта путем сравнения сортов разных видов в условиях поч-
венной засухи, что имеет важное значение для выявления видовых особенностей развития оки с-
лительного стресса и маркеров, определяющих засухоустойчивость разных генотипов амаранта. 

Цель данного исследования ‒ изучение особенностей развития окислительного стресса в ли-
стьях двух видов амаранта при водном дефиците, вызванном почвенной засухой.

Объекты и методы исследования. В исследованиях использовали растения амаранта двух 
видов ‒ Amaranthus paniculatus L. (сорт Рубин) и Amaranthus caudatus L. (сорт Чырвоны аксамит). 
Вид Amaranthus paniculatus L. (сорт Рубин) декоративного назначения, районирован в Республике 
Беларусь в 2002 г., имеет ветвистый округлый стебель высотой до 2 м, ярко-красной или зеленой 
окраски [20]. Листья яйцевидно-ромбические, заостренные, шершавые, расположены на длин-
ных черешках, красно-зеленого цвета. Мелкие цветки собраны в кисти, образующие в верхней 
части крупную (длиной до 70‒80 см) ветвистую прямостоячую, иногда с наклонной верхушкой, 
ярко-красную, бордовую или зеленую метелку. Семена очень мелкие, округлые, блестящие, 
окраска их может быть черной, масса 1000 семян составляет 0,5–0,9 г. Вид Amaranthus cauda- 
tus L. (сорт Чырвоны аксамит) декоративного назначения, создан в ГНУ «Центральный ботани-
ческий сад НАН Беларуси», районирован в 2020 г., имеет стебель и листья зеленого цвета и соцве-
тия красного цвета, высота растений ‒ 130‒140 см, масса 1000 семян ‒ 0,6 г.

Растения амаранта выращивали в горшечной культуре на торфо-песчаном субстрате (4:1) до 
40-дневного возраста в условиях климатокамеры, при температуре 22‒24 оС, на полихроматиче-
ском белом свету (120 мкМ квантов м‒2‧с‒1) при 14-часовом фотопериоде. Затем растения в опыте 
переставали поливать в течение 4 или 8 дней до появления первых признаков увядания. Кон троль-
ные растения поливали  каждые 4 дня до увлажнения почвы. Для анализа использовали листья 
среднего яруса 44- и 48-дневных растений амаранта. 

Параметры водного обмена в листьях амаранта определяли по содержанию сухого вещества 
(DMC), относительному содержанию воды (RWC) и водному дефициту (WD), которые вычисляли 
с использованием параметра TW (биомасса листа при достижении его клетками состояния пол-
ного тургора в результате 24-часовой инкубации в дистиллированной воде) по формулам, при-
веденным в работе [21]. Для этого отбирали три навески из средней пробы измельченных ли-
стьев, взвешивали, затем высушивали до постоянного веса при 105 оС. Сырую (FW) и сухую (DW) 
биомассу определяли на весах Ohaus AR2140 (Япония). 

DMC, RWC и WD вычисляли по следующим формулам:
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 DMC = DW/FW·100 %,

 RWC = (FW ‒ DW)/(TW‒DW)·100 %,

 WD = (TW ‒ FW)/TW·100 %.

Для экстракции пигментов использовали высечки из мезофилла листа. Экстракцию Хл и ка-
ротиноидов производили в трехкратной биологической повторности, используя 99,5 %-ный аце-
тон. Количество пигментов в экстрактах определяли по спектрам поглощения на спектрофото-
метре Shimadzu UV-2401PC (Shimadzu, Япония). Cодержание пигментов рассчитывали по фор-
мулам, предложенным в работе [22]:

 Са = 9,784Е662 – 0,99Е644,

 Сb = 21,426Е644 – 4,65Е662,

 Сcar = 4,695Е440,5 – 0,268(Са + Сb),

где Са – концентрация Хл а, мкг/мл; Сb – концентрация Хл b, мкг/мл; Сcar – концентрация кароти-
ноидов, мкг/мл; Е – экстинкция при соответствующей длине волны.

Содержание фотосинтетических пигментов рассчитывали на 1 г сухой массы листа. 
Для анализа активности ПОЛ определяли количество активных продуктов, взаимодействую-

щих с  тиобарбитуровой кислотой (ТБК) по методу, приведенному в работе [23]. Растительный 
материал гомогенезировали в 5 мM фосфатном буфере (рН 7,2). К гомогенату добавляли равный 
объем 0,5 %-ной ТБК в 20 %-ной трихлоруксусной кислоте. Полученные образцы нагревали на 
кипящей бане в течение 20 мин, охлаждали и центрифугировали при 3000 об/мин. Супернатант 
измеряли фотометрически при 532 нм. Количество МДА рассчитывали с учетом миллимолярно-
го коэффициента экстинкции комплекса МДА-ТБК, который с поправкой на неспецифическое 
поглощение при λ = 600 нм (1,5 М–1·см–1) составил 155·105 М–1‧см–1 [24]. 

Общий уровень АФК оценивали с помощью флуоресцентного теста, в основе которого ле-
жит образование дихлорфлуоресцеина (ДХФ) из нефлуоресцирующего дихлорфлуоресцеин-
диацетата (ДХФДА) в экстрактах листьев. Навески листьев по 0,25 г гомогенизовали в 2 мл  
0,2 н HClO4. Гомогенат центрифугировали в течение 10 мин при 13 000 g. Для нейтрализации 
кислотности к 500 мкл суспензии добавляли 37–38 мкл 4 М КОН (конечное значение рН – 7,5–
8,0) и центрифугировали 5 мин при 13 000 g. Для определения АФК к 950 мкл 0,15 М Трис-
HCL буфера (рН 7,5) последовательно добавляли 25 мкл нейтрализованного супернатанта  
и 25 мкл 0,15 мМ раствора ДХФДА. Контролем служит проба, состоящая из 975 мкл 0,15 М 
Трис-HCL буфера и 25 мкл 0,15 мМ ДХФДА. Все пробы инкубировали в течение 20 мин в тер-
мостате при 37 оС в темноте. Уровень АФК определяли по калибровочной кривой, регистрируя 
флуоресценцию ДХФ (λвозб = 496, λрег = 524) с помощью спектрофлуориметра «СОЛАР СМ 
2203» («СОЛАР», Беларусь) [25].

Для статистической обработки данных использовали стандартные пакеты программ Excel 
2016, SigmaPlot 12.0 и статистические методы, принятые в области биологических исследова-
ний [26]. Приведены средние значения из трех независимых экспериментов и их стандартные 
ошибки. Различия по сравнению с контролем считали достоверными при уровне значимости  
p ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение. Параметры водного обмена в листьях амаранта через 4 и 8 дней 
почвенной засухи представлены в табл. 1, 2. Обнаружено, что у вида Amaranthus paniculatus L. 
(сорт Рубин) недостаток влаги вызывал снижение RWC в листьях на 33,1 % через 4 дня почвен-
ной засухи, а через 8 дней ‒ на 68,7 % по сравнению с контролем. Соответственно, в условиях 
засухи в листьях Amaranthus paniculatus L. водный дефицит через 4 дня возрастал в 2,6 раза, че-
рез 8 дней ‒ в 5,2 раза, а DMC увеличилось в 1,6 и 4,3 раза соответственно. Для Amaranthus 
caudatus L. (сорт Чырвоны аксамит) признаки обезвоживания листьев через 4 дня засухи были 
слабо выражены, а через 8 дней параметр RWC снизился на 36,6 % относительно контроля, что 
вызывало увеличение показателей WD и DMC в 2,1 и 2,4 раза соответственно.
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Т а б л и ц а 1. Параметры водного обмена в листьях двух видов амаранта (Amaranthus caudatus L.  
и Amaranthus paniculatus L.) через 4 дня почвенной засухи

T a b l e 1. Parameters of water deficit in leaves of two amaranth species (Amaranthus caudatus L.   
and Amaranthus paniculatus L.) under 4-days of  soil drought

Параметр
Amaranthus caudatus L. (сорт Чырвоны аксамит) Amaranthus paniculatus L. (сорт Рубин)

Контроль Засуха Контроль Засуха

RWC, % 71,9 ± 6,8 66,0 ± 5,8 78,2 ± 0,7 45,1 ± 3,5*

WD, % 25,4 ± 1,5 30,1 ± 2,7* 18,1 ± 1,3 46,2 ± 2,7*

DMC, % 12,4 ± 0,9 16,3 ± 1,1 13,5 ± 0,9 22,1 ± 1,6*

П р и м е ч а н и е. * ‒ достоверность различий с соответствующим контролем при p < 0,05. 
То же в табл. 2 и на рис. 1–3.

Т а б л и ц а 2. Параметры водного обмена в листьях двух видов амаранта  
(Amaranthus caudatus L. и Amaranthus paniculatus L.) через 8  дней почвенной засухи

T a b l e 2.  Parameters of water deficit in leaves of two amaranth species  
(Amaranthus caudatus L.  and Amaranthus paniculatus ) under 8-days of  soil drought

Параметр
Amaranthus caudatus L. (сорт Чырвоны аксамит) Amaranthus paniculatus L. (сорт Рубин)

Контроль Засуха Контроль Засуха

RWC, % 70,4 ± 5,7 33,8 ± 2,1* 84,4 ± 6,4 15,7 ± 0,8*

WD, % 26,4 ± 1,4 55,7 ± 4,2* 14,1 ± 0,8 73,7 ± 5,6*

DMC, % 14,6 ± 0,9 35,7 ± 2,1* 11,2 ± 0,5 47,8 ± 2,0*

После 4-дневной почвенной засухи количество фотосинтетических пигментов (Хл и кароти-
ноидов) в пересчете на сухую массу листа увеличивалось у двух видов амаранта, причем наибо-
лее существенно у вида Amaranthus paniculatus L. (сорт Рубин) (рис. 1, a). При этом соотноше- 
ние  Хл а/Хл b в листьях Amaranthus caudatus L. несколько возрастало относительно контроля,  
а в листьях Amaranthus paniculatus L. ‒ уменьшалось на фоне сниженного соотношения Хл (a + b)/ 
каротиноиды  у двух изученных видов. Через 8 дней в физиологических условиях наблюдалось 
онтогенетическое увеличение содержания фотосинтетических пигментов в листьях двух видов 
амаранта, причем у вида Amaranthus paniculatus L.  более значительное, чем у вида Amaranthus 
caudatus L. В условиях засухи в этот период в листьях двух видов амаранта происходило сниже-
ние содержания Хл (а + b) в 2,0‒2,1 раза относительно контроля (рис. 1, b). Содержание фракций 
отдельных пигментов (Хл а и Хл b) изменялось аналогичным образом, в результате чего соот-
ношение Хл а/Хл b в опыте и контроле практически не изменялось. При усилении почвенной 
засухи общее количество каротиноидов в листьях амаранта двух изученных видов снижалось  
в 1,8‒1,9 раза по сравнению с контролем, без существенного изменения соотношения Хл (а + b)/
каротиноиды в листьях. В целом, полученные результаты свидетельствуют о негативном влия-
нии засухи на накопление основных фотосинтетических пигментов (Хл и каротиноидов) в ли-
стьях двух видов амаранта. Следует отметить, что величина снижения содержания фотосинте-
тических пигментов (Хл (а + b) и каротиноидов) для Amaranthus paniculatus L. и Amaranthus 
caudatus L. оказалась практически одинаковой, несмотря на разную степень водного дефицита  
в листьях этих видов.

Как известно, процесс фотосинтеза в растительных организмах сопровождается образовани-
ем молекулярного кислорода (О2), что необходимого для нормального функционирования био-
логических систем. Однако О2 несет потенциальную угрозу развития в клетках фотодеструктив-
ных процессов, связанных с образованием АФК, таких как молекулярный синглетный кислород 
(1О2), супероксидный анион-радикал (О2

•‒), пероксид водорода (Н2О2), гидроксильный радикал 
(•ОН),) и др. [27]. В процессе жизнедеятельности растений ликвидация АФК происходит за счет 
защитной антиоксидантной системы, включающей низкомолекулярные антиоксиданты, антиок-
сидантные ферменты и защитные белки. В стрессовых условиях образование АФК усиливается, 
что в ряде случаев приводит к усилению деструктивных процессов в растениях и даже к гибели 
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наиболее чувствительных видов. В частности, засуха, как и другие абиотические факторы, при-
водит к многократному увеличению в клетках уровня АФК, таких как О2

•‒, Н2О2 и •ОН. 
Повышение уровня АФК при стрессе действует как сигнал тревоги, который запускает акклима-
тизационные/защитные реакции посредством определенных путей передачи сигналов, которые 
включают H2O2 в качестве вторичного мессенджера. Передача сигналов АФК в условиях засухи 
связана с сигнальными путями, в которых участвуют абсцизовая кислота (АБК), ионы Ca2 +  
и сахара, и вызывает как активацию, так и подавление АБК-зависимых сигнальных путей [28].  
В литературе накоплены сведения об участии различных АФК в трансдукции сигналов, приво-
дящих к активации ферментов-антиоксидантов и экспрессии их генов [27].  

Проведен анализ общего содержания АФК как показателя окислительного потенциала в клет-
ках мезофилла листа у двух видов амаранта ‒ Amaranthus paniculatus L. (сорт Рубин) и Amaranthus 
caudatus L. (сорт Чырвоны аксамит) в физиологических условиях и при водном дефиците. В ус-
ловиях прогрессирующей почвенной засухи выявлена разная динамика изменения содержания 
АФК и развития водного дефицита в листьях амаранта Amaranthus caudatus L. Так, через 4 сут  
в результате засухи зарегистрировано повышение содержания АФК в 1,58 раза относительно 
контроля (рис. 2, a), тогда как RWC практически не изменялось (см. табл. 1), а значения водного 

Рис. 1. Влияние 4-дневной (a) и 8-дневной (b) почвенной засухи на содержание фотосинтетических пигментов  
в листьях Amaranthus caudatus L., сорт Чырвоны аксамит (1 ‒ контроль, 2 ‒ засуха) и Amaranthus paniculatus L.,  

сорт Рубин (3 ‒ контроль, 4 ‒ засуха)

Fig. 1. Effect of 4-days (a) and 8-days (b) soil drought on photosynthetic pigments content in amaranth leaves  
of species  Amaranthus caudatus L., Chyrvony aksamit (1 ‒ control, 2 ‒  drought) аnd Amaranthus paniculatus L., Rubin  

(3 ‒ control, 4 ‒  drought)
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дефицита увеличивались на 4,7 %, что указывает на слабое развитие водного дефицита в ли-
стьях. При усилении засухи в листьях амаранта Amaranthus caudatus L. отмечено снижение со-
держания АФК в 2,27 раза относительно контроля (рис. 2, b) на фоне возрастания водного дефи-
цита в 2,1 раза (табл. 2).

У растений Amaranthus paniculatus L. отмечено более сильное развитие водного дефицита  
в листьях уже через 4 дня почвенной засухи, чем у Amaranthus caudatus L. (см. табл. 1). Таким 
стрессовым условиям соответствовало уменьшение содержания АФК на 20 % по сравнению с их 
уровнем при нормальным поливе (рис. 2, a). Через 8 дней усиление действия стрессового факто-
ра привело к росту водного дефицита в 5,2 раза по сравнению с контролем, при этом содержание 
АФК в листьях этого вида снизилось на 37,7 % от контрольного уровня (рис. 2, b). Повышение 
уровня АФК в листьях Amaranthus caudatus L. при умеренном водном дефиците можно рассмат-
ривать как сигнальный процесс, обеспечивающий формирование защитных реакций при недо-

 
Рис. 2. Влияние 4-дневной (a) и 8-дневной (b) почвенной засухи на содержание АФК в листьях Amaranthus caudatus L., 

сорт Чырвоны аксамит (1 ‒ контроль, 2 ‒ засуха) и Amaranthus paniculatus L., сорт Рубин (3 ‒ контроль, 4 ‒ засуха)

Fig. 2. Effect of 4-days (a) and 8-days (b) soil drought on common content  of reactive oxygen species in amaranth leaves  
of species  Amaranthus caudatus L., Chyrvony aksamit (1 ‒ control, 2 ‒  drought) аnd Amaranthus paniculatus L., Rubin  

(3 ‒ control, 4 ‒  drought)
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статочном водоснабжении растительных клеток [28].  Вместе с тем при возрастании давления 
стрессового фактора в листьях амаранта двух видов наблюдалось снижение уровня АФК относи-
тельно физиологических значений. Механизмы уменьшения продукции АФК в данном случае 
требуют специального исследования, однако в целом полученные данные свидетельствуют о раз-
личных механизмах генерации АФК в листьях амаранта на разных этапах почвенной засухи.

Полиненасыщенные жирные кислоты, присутствующие в мембранах растений, реагируют  
с АФК, что вызывает развитие процессов ПОЛ. В результате образуются высокореактивные хими-
ческие соединения на основе липидов, которые могут подвергаться дальнейшему ферментатив-
ному или неферментативному разложению с образованием новых компонентов, таких как реак-
тивные карбонильные соединения (РКС) [29].  Такие РКС способны избирательно взаимодей-
ствовать с белками, часто вызывая потерю их функциональной активности в результате реакций 
липоокисления. Хотя у растений существует базовая концентрация продуктов липоксидации 
(вероятно, участвующих в передаче сигналов), их концентрация и изменчивость возрастают экс-
поненциально, когда растения подвергаются биотическим/абиотическим стрессам. Такие усло-
вия обычно увеличивают присутствие АФК и экспрессию антиоксидантных ферментов вместе  
с РСК, а также метаболитов, возникающих в результате реакции последних с белками. Напротив, 
растения, обладающие определенной устойчивостью, могут  демонстрировать повышенные уров-
ни АФК и антиоксидантных ферментов, тогда как уровни маркеров окисления липидов в них, 
таких как МДА, обычно снижены [29].

Для характеристики активности ПОЛ в листьях амаранта в условиях засухи определяли со-
держание МДА, количество которого является одним из важнейших показателей засухоустой-
чивости растений [30]. Установлено, что динамика изменений содержания МДА в расчете на 
единицу сухой массы листа полностью соответствует динамике изменений содержания АФК  
в листьях двух видов амаранта (рис. 3, a, b). Так, для Amaranthus caudatus L. зарегистрировано 
увеличение количества МДА в 1,6 раза после 4-дневной засухи и снижение этого показателя  
в 2,7 раза при возрастании водного дефицита по отношению к соответствующим контрольным 
значениям. В листьях Amaranthus paniculatus L. при умеренном водном дефиците наблюдалось 
снижение продуктов ПОЛ в 1,9 раза по сравнению с физиологическим уровнем, а при продолже-
нии засухи количество ТБК-активных продуктов снижалось в 1,6 раза относительно соответ-
ствующих контрольных значений. Таким образом, установлено, что в условиях почвенной засу-
хи в листьях амаранта происходит изменение состояния липидного бислоя цитоплазматиче- 
ских мембран, тесно связанное со степенью оводненности листьев и видовыми особенностями 
растений.

Следует отметить, что для выяснения причин, лежащих в основе видовых особенностей 
развития окислительного стресса в листьях амаранта в условиях почвенной засухи, требуется 
проведение специальных исследований. Исходя из имеющихся в литературе данных, можно 
предположить, что важным фактором, определяющим при обезвоживании характер протека-
ния окислительных процессов в листьях амаранта двух видов, является разное содержание низ-
комолекулярных антиоксидантов. Известно, что низкомолекулярные фенольные соединения  
в листьях этих растений представлены флавоноидами, доминирующими компонентами которых 
являются рутин, кверцетин и трифолен [31, 32]. Листья этого рода содержат также комплекс во-
дорастворимых витаминов: аскорбиновую кислоту, ниацин, витамины группы В. Антиоксидант-
ное действие флавоноидных соединений обусловлено их способностью связывать свободные ра-
дикалы и образовывать соединения с ионами металлов (меди, железа), что ингибирует их ката-
литическое действие в процессах окисления [33]. В работе [34] при анализе водных экстрактов из 
стеблевых листьев двух сортов (Валентина и Early Splendor) вида Аmarantus tricolor L. были об-
наружены водорастворимые антиоксиданты – амарантин и аскорбиновая кислота, содержание 
которых у сорта Валентина было значительно выше, чем у сорта Early Splendor, в то время как  
у последнего отмечалось максимальное количество фотосинтезирующих пигментов. Известно, 
что важную роль в защите растительных клеток от окислительного стресса выполняют фото-
синтетические пигменты  ‒ каротиноиды, содержание которых, по нашим данным, в листьях 
двух изученных видов также существенно различалось (см. рис. 1). На наш взгляд, дальнейшее 
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изучение содержания низкомолекулярных антиоксидантов в листьях разных видов амаранта по-
зволит установить основные причины видовых особенностей развития окислительного стресса  
в листьях этих растений в условиях почвенной засухи.

Заключение. Обнаружены видовые особенности развития водного дефицита в листьях ама-
ранта в результате почвенной засухи: у растений Amaranthus paniculatus L. (сорт Рубин) уже че-
рез 4 дня недостаточного водообеспечения отмечалось более сильное развитие водного дефици-
та в листьях, чем у Amaranthus caudatus L. (сорт Чырвоны аксамит). После 4-дневной почвенной 
засухи количество фотосинтетических пигментов (Хл и каротиноидов) в пересчете на сухую 
массу листа увеличилось у двух видов амаранта, причем наиболее существенно у вида Ama-
ranthus paniculatus L. (сорт Рубин). Через 8 дней в физиологических условиях наблюдалось онто-
генетическое увеличение содержания фотосинтетических пигментов в листьях двух видов ама-
ранта, причем у Amaranthus paniculatus L. более значительное, чем у  Amaranthus caudatus L., но 
в результате засухи содержание Хл и каротиноидов в листьях двух видов амаранта снижалось 
практически одинаково относительно физиологического уровня. В листьях Amaranthus panicu-
latus L. в условиях засухи происходило существенное снижение содержания АФК и активности ПОЛ, 
тогда как у Amaranthus caudatus L. при умеренном водном дефиците отмечалось повышение 

 
Рис. 3. Влияние 4-дневной (a) и 8-дневной (b) почвенной засухи на содержание МДА в листьях Amaranthus caudatus 
L., сорт Чырвоны аксамит (1 ‒ контроль, 2 ‒ засуха) и Amaranthus paniculatus L., сорт Рубин (3 ‒ контроль, 4 ‒ засуха)

Fig. 3. Effect of 4-days (a) and 8-days (b) soil drought on MDA content  in amaranth leaves of species  Amaranthus caudatus L., 
Chyrvony aksamit (1 ‒ control, 2 ‒  drought) аnd Amaranthus paniculatus L., Rubin (3 ‒ control, 4 ‒  drought)
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этих показателей.  Вместе с тем при возрастании давления стрессового фактора в листьях ама-
ранта этих двух видов наблюдалось снижение как уровней АФК, так и активности ПОЛ относи-
тельно физиологических значений. 

На основании полученных данных можно предположить, что на разных этапах почвенной 
засухи в листьях изученных видов амаранта имеются различия в механизмах генерации АФК  
и процессах ПОЛ.
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ЛИТИЙ-ИНДУЦИРОВАННАЯ МОДИФИКАЦИЯ  
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКОГО СОСТОЯНИЯ МЕМБРАННЫХ БЕЛКОВ И ЛИПИДОВ 

В ЭРИТРОЦИТАХ ЧЕЛОВЕКА 

Аннотация. Изучено влияние различных концентраций сульфата лития на эритроциты человека in vitro. Пока-
зано, что воздействие солей лития в максимальных фармакологических и токсических концентрациях на клетки 
приводит к модификации физико-химического состояния мембраносвязанных белков и липидов. Установлено, что  
в эритроцитах человека, подвергшихся воздействию ионов лития, происходит снижение активности мембраносвя-
занных ацетилхолинэстеразы и метгемоглобинредуктазы, а также изменение микровязкости липидного бислоя мем-
бран. Полученные результаты могут быть использованы для создания клеточной тест-системы для оценки токсич-
ности соединений лития. 

Ключевые слова: эритроцитарная мембрана, сульфат лития, липофильные зонды, ацетилхолинэстераза, метге-
моглобинредуктаза, микровязкость липидов
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LITHIUM-INDUCED MODIPHICATION OF THE PHYSICOCHEMICAL STATE  
OF MEMBRANE PROTEINS AND LIPIDS IN HUMAN ERYTHROCYTES

Abstract. The effect of various concentrations of lithium sulfate on human erythrocytes in vitro has been studied. It has 
been shown that the effect of lithium salt in maximum pharmacological and toxic concentrations on cells leads to a modi-
fication of the physicochemical state of membrane-bound proteins and lipids. It was found that in human erythrocytes exposed 
to lithium ions, there is a decrease in the activity of membrane-bound acetylcholinesterase and methgemoglobin reductase, as 
well as a change in the microviscosity of the lipid bilayer of membranes. The results obtained can be used to create a cell test 
system for assessing the toxicity of lithium compounds.

Keywords: erythrocyte membrane, lithium sulfate, lipophilic probes, acetylcholinesterase, methgemoglobin reductase, 
lipid microviscosity

For citation: Zubritskaya G. P., Slobozhanina E. I. Lithium-induced modification of the physicochemical state of mem-
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navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2021, vol. 66, no. 3, pp. 295–301  
(in Russian). https://doi.org/10.29235/1029-8940-2021-66-3-295-301

Введение. Соли лития широко применяются в медицине в качестве психотропных и других 
лекарственных средств, а также в животноводстве в составе кормовых добавок. Литий использу-
ют и для изготовления литиевых аккумуляторов. В связи с этим возникла опасность неконтро-
лируемого накопления лития в организме человека. До сих пор неизвестны механизмы, посред-
ством которых литий оказывает свое действие на клетки, т. е. физиологическая роль и механиз-
мы влияния лития на клеточные мембраны до конца не выяснены [1, 2]. В связи с тем что 
транспорт ионов лития в организме осуществляется в основном кровью, а кровь является основ-
ным индикатором элементного статуса в медицинской практике, представляет интерес изучение 
механизмов влияния лития на эритроциты человека. Одним из них может быть изменение физико- 
химических свойств клеточных мембран эритроцитов. Успехи, достигнутые в мембранологии, 
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позволяют рассматривать мембрану эритроцита не только в качестве структурного компонента 
клетки – специфически организованной оболочки с регулируемыми физико-химическими свойст-
вами, но и как координатора работы клетки в зависимости от характера поступающих информа-
ционных сигналов химической и физической природы. 

Известно, что для оценки изменений подвижности компонентов мембранной структуры как 
липидов, так и белков можно использовать такой интегральный показатель, как микровязкость, 
который отражает не только структуру, но и диффузные аспекты липидных составляющих мем-
бран [3]. 

Цель настоящей работы – выявить изменение физико-химического состояния мембранных 
белков и липидов в эритроцитах при воздействии на них солей лития. 

Материалы и методы исследования. В работе была использована кровь доноров в консер-
ванте «глюгицир», полученная из РНПЦ трансфузиологии и медицинских биотехнологий 
Министерства здравоохранения Республики Беларусь. Эритроциты отделяли от плазмы путем 
центрифугирования крови при 1500 g 10 мин и трижды отмывали в 155 мМ NaCl. Далее эритро-
циты подвергались воздействию сульфата лития в фармакологических (0,6 и 3 мМ) и токсиче-
ских (6 и 10 мМ) концентрациях в течение 3 ч при 37 °С. Затем клетки отмывали в Na-фосфатном 
буфере (PBS-буфере) и выделяли из них мембраны эритроцитов по методу Доджа с сотр. [4]. 
Активность ацетилхолинэстеразы (АХЭ) определяли спектрофотометрически по методу Эллма-
на [5], а мембраносвязанной метгемоглобинредуктазы – по скорости окисления NАDН [6]. Для 
выявления изменений микровязкости липидов в мембранах эритроцитов были использованы ли-
пофильные флуоресцентные зонды 1-(4-триметиламмониум-6-фенил-1,3,5-гексатриен (ТМА-ДФГ)  
и 6-додеканол-2-диметиламинонафтален (лаурдан), параметры флуоресценции которых позволя-
ют судить об изменении физического состояния фосфолипидов на разной глубине липидного 
бислоя мембран [7, 8]. Флуориметрические измерения проводили на люминесцентном спект-
рофотометре СМ2203 («СОЛАР», Беларусь), спектрофотометрические – на спектрофотометре 
«Спекорд M-40» (Германия).  

Результаты и их обсуждение. Фармакологическая эффективность препаратов лития опреде-
ляется их способностью вызывать стабильное повышение концентрации ионов лития в плазме 
крови и эритроцитах. Повышение концентрации ионов лития в крови не только способствует 
стабилизации настроения пациентов с психоневрологическими расстройствами, но и проявляет 
нейропротекторное действие [9]. Известно, что при длительном приеме препаратов лития паци-
ентами с биполярными расстройствами происходит накопление элемента в эритроцитах, что 
приводит к изменению белкового и жирнокислотного состава мембран эритроцитов [10].                                                                                                                                          

Изучение молекулярных механизмов функционирования соединений лития дает возможность 
понять как причины эффективности его применения при заболеваниях нервной системы, так  
и механизмы воздействия на другие системы организма. В терапевтических дозах литий являет-
ся мощным ингибитором различных фосфоинозитолфосфатаз и влияет на опосредованные ими 
сигналы [11, 12]. В литературе показано, что ионы лития в фармакологических концентрациях 
оказывают существенное влияние на гомеостаз ацетилхолина, энкефалинов, катехоламинов  
(в том числе допамина), серотонина и других нейротрансмиттеров. В частности, ионы лития 
влияют на активность АХЭ и секрецию ацетилхолина в коре головного мозга. Холин способ-
ствует активации транспорта ионов лития внутрь клеток. В процессе лечения пациентов с бипо-
лярными расстройствами карбонатом лития отмечено накопление холина в эритроцитах [13]. 
Соли лития способствуют также стабилизации мускариновых рецепторов ацетилхолина, влия-
ют на активность протеинкиназы С [13]. В литературе практически отсутствует информация  
о влиянии ионов лития на эритроцитарную АХЭ, которая структурирована в поверхностном слое 
мембраны в виде липопротеидного комплекса. Каталитическая активность мембраносвязанной 
АХЭ находится под контролем структурного состояния липидной фазы мембраны, а нарушение 
же структуры мембраны под действием ионов лития может привести к изменению конформации 
мембраносвязанных ферментов (например, АХЭ и метгемоглобинредуктазы).

Нами проведена серия экспериментов по изучению активности мембраносвязанных ферментов 
(АХЭ и метгемоглобинредуктазы) в эритроцитах, подвергшихся воздействию сульфата лития  
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в фармакологических (0,6 и 3 мМ) и токсических (6 и 10 мМ) концентрациях. На рис. 1 представ-
лены зависимос ти Лай нуивера–Берка для мембран, выделенных из нативных эри троцитов (кри-
вая 1) и эритроцитов, подвергшихся воздействию сульфата лития (кривые 2‒4). 

Как видно из рис. 2, средние значения максимальной скорости (Vмакс) (рис. 2, a) и константы 
Михаэлиса (КМ) мембраносвязанной АХЭ (рис. 2, b) достоверно снижены (p < 0,05) в эритроци-
тах, подвергшихся воздействию максимальной фармакологической и токсической концентраций 
сульфата лития по сравнению с контролем.

При воздействии токсических концентраций (10 мМ Li2SO4,) обнаружен наиболее выражен-
ный эффект снижения параметров активности АХЭ в изолированных мембранах, чем при воз-
действии фармакологических концентраций (3 мМ Li2SO4). Из литературы известно, что актив-
ность АХЭ в нервных клетках в процессе жизни может снижаться в результате химических воз-
действий и генетических изменений. При этом относительно небольшое снижение активности 
АХЭ приводит к облегчению синаптической передачи, что позволяет применять ингибиторы АХЭ 
при лечении ряда заболеваний, тогда как значительное снижение активности АХЭ делает синап-
тическую передачу затруднительной [5]. Что касается эритроцитарной АХЭ, то функциональное 
значение ее до конца не изучено. 

Другим ферментом, который привлек наше внимание при изучении влияния солей лития на 
эритроциты, явилась NADH-зависимая метгемоглобинредуктаза, которая ответст венна за восста-
новление метгемоглобина (МеtHb) до оксигемоглобина.
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Рис. 2. Средние значения параметров активности ацетилхолинэстеразы (а – Vмакс, b – КМ) в мембранах, изолирован-
ных из эритроцитов, которые были подвергнуты воздействию различных концентраций сульфата лития. Мембраны 
изолированы из эритроцитов:  1 – нативных (контроль); 2, 3 – подвергшихся воздействию  Li2SO4 в концентрациях  

3 и 10 мМ соответственно. * – различия достоверны по сравнению с контролем (p < 0,05)
Fig. 2. Mean observation activity of acetyl cholinesterase (a – Vmax) and (b – КМ) in membranes isolated from erythrocytes 
treated with various concentrations of lithium sulfate. Membranes are isolated from red blood cells: 1 ‒ native (control);  
2, 3 – exposed to Li2SO4 at concentrations of 3 and 10 mM, respectively. * – differences are significant compared to control  

(p < 0.05)

Рис. 1. Зависимости Лайнуивера–Берка для ацетилхолинэстеразы в мем-
бранах, изоли рованных из эритроцитов до и после воздействия различ-
ных концентраций сульфата лития. Мембраны изолированы из эритро-
цитов: 1 – нативных (контроль); 2–4 – подвергшихся воздействию Li2SO4  

в концентрациях 0,6; 3 и 10 мМ соответственно

Fig. 1. Relations Lineweaver‒Burk for acetyl cholinesterase in membranes 
taken from ery throcytes before and after treated with various concentrations  
of lithium sulfate. Membranes are isolated from red blood cells: 1 –  native 
(control); 2–4  – exposed to Li2SO4 at concen trations of 0.6; 3 and 10 mM, 

respectively
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В молeкуле гемоглобина железо присутствует в фeрроформе (Fe(II)), однако под воздействи-
ем ряда физико-химических факторов оно может окисляться до фeрриформы (Fe(III)). МеtHb – 
продукт окисления железа в молекуле гемоглобина. Нормальная оксигeнация гемоглобина пред-
полагает высвобождение электрона из атома железа для связи с кислородом. Если железо гема не 
переходит обратно в ферроформу, то образуется МеtHb, что в свою очередь приводит к наруше-
нию транспорта кислорода. При высоком содержании МеtHb присутствуют как полностью окис-
ленные молекулы гемоглобина, так и частично окислeнные – так называемые «валентные гибриды» 
с измененными функциональными параметрами. Они вызывают нарушение процессов оксиге-
нации органов и тканей с развитием гипоксии и цианоза [14, 15]. Возникновение метгемоглоби-
немии может быть связано с врожденными факторами, повышенным синтезом и/или уменьше-
нием восстановления МеtHb, а также с воздействием токсинов, которые резко влияют на окисли-
тельно-восстановительные реакции, увеличивая концентрацию МеtHb [16]. 

Нами показано, что в эритроцитах, подвергшихся воздействию сульфата лития в фармаколо-
гических и токсических концентрациях, активность мембраносвязанной метгемоглобинредукта-
зы была снижена на 13 % (3 мМ Li2SO4) и 20 % (10 мМ Li2SO4) по сравнению с контролем (рис. 3).

Таким образом, установлено, что в эритроцитах человека, подвергшихся in vitro воздействию как 
фармакологических, так и токсических концентраций сульфата лития, происходит снижение ак-
тивности мембраносвязанных АХЭ и метгемоглобинредуктазы, что свидетельствует об индуциро-
ванном ионами лития изменении структурно-функционального состояния мембран эритроцитов.

Известно, что ключевую роль в регуляции всех процессов, происходящих в мембранах, игра-
ет их текучесть (микровязкость). Этот комплексный показатель отражает как структуру, так  
и диффузные аспекты липидных составляющих мембран. Микровязкость мембран является ин-
тегральным показателем, зависящим от фосфолипидного состава, ненасыщенности липидов  
и содержания холестерина в мембранах. Изменение вязкостных характеристик отражает различ-
ные модификации межмолекулярных связей, которые, по сути, определяются сочетанием уров-
ней подвижных и стабильных взаимодействий компонентов мембран. Важность поддержания 
относительной стабильности структуры мембран определяется необходимостью сохранения тех 
специфических мембранных функций, которые вызваны их тканевой принадлежностью, клеточ-
ной специализацией. Относительная стабильность связана с бислойностью липидной организации 
мембран, характерным для каждого вида мембран химическим составом и сохранением асимме-
тричности в распределении белков и липидов во внутренних и поверхностных слоях и в созда-
нии агрегатов липидов с белками, липидов с липидами, липидных рафтов и белковых комплек-
сов в пределах слоя [17, 18].

Для выявления изменений микровязкости липидов в мембранах эритроцитов при воздей-
ствии сульфата лития нами были использованы липофильные флуоресцентные зонды ТМА-ДФГ 
и лаурдана, параметры флуоресценции которых позволяют оценить изменение физического со-
стояния фосфолипидов на разной глубине липидного бислоя мембран. Известно, что ТМА-ДФГ 
равномерно распределяется в мембране, встраиваясь в гидрофильной области полярных головок 
фосфолипидов [19], а лаурдан встраивается в мембрану в гидрофильно-гидрофобной области 
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Рис. 3. Средние значения активности мембраносвязанной NADH-
метгемоглобинредуктазы в мембранах, изолированных из эритроци-
тов, подвергшихся воздействию различных концентраций сульфата 
лития. Мембраны изолированы из эритроцитов: 1 – нативных (кон-
троль); 2, 3 – подвергшихся воздействию Li2SO4 в концентрациях  
3 и 10 мМ соответственно; * – различия достоверны по сравнению  
с контролем (p < 0,05). За 100 % принято среднее значение активно-

сти фермента в нативных эритроцитах

Fig. 3. Mean activity of membrane bond NADH-methgemoglobin reduc-
tase in erythrocytes treated with various concentrations of lithium sulfate. 
Membranes are isolated from red blood cells: 1 – native (control); 2, 3 – 
exposed to Li2SO4 at concentrations of 3 and 10 mM, respectively. * – dif-
ferences are significant compared to control p < 0.05. 100 % is mean 

observation of enzyme activity in intact erythrocytes
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липидного бислоя, при этом остаток лауриновой кислоты локализуется в основном в области угле-
водородных цепочек жирных кислот фосфолипидов, а его флуоресцентный нафталиновый оста-
ток – на уровне полярных головок фосфолипидов [20]. 

Нами выявлено достоверное повышение степени поляризации флуоресценции (Р) ТМА-ДФГ 
в изолированных мембранах из эритроцитов, подвергшихся воздействию сульфата лития: в фар-
макологических (3 мМ) – на 25 %, в токсических концентрациях (6 и 10 мМ) – на 35 и 40–45 % 
соответственно по сравнению с контролем (рис. 4, а). Известно, что ТМА-ДФГ обладает интен-
сивной флуоресценцией и чувствителен к физическому состоянию липидов в мембранах, а значе-
ние поляризации флуоресценции ТМА-ДФГ прямо пропорционально изменeнию микровязкости 
гидрофильной области липидного бислоя мембран. Увеличение поляризации флуоресценции 
ТМА-ДФГ, встроенного в изолированные мембраны эритроцитов, свидетельствует о снижении 
текучести липидного бислоя в мембранах под влиянием ионов лития. Обнаружено незначитель-
ное снижение генерализованной поляризации (GP) флуоресценции лаурдана, включенного в изо-
лированные мембраны из эритроцитов, обработанных как фармакологическими, так и токсиче-
скими концентрациями сульфата лития, по сравнению с контролем (рис. 4, b).

Полученные результаты позволяют предположить, что имеется сильное электростатическое 
взаимодействие ионов лития с мембранными липидами клеток и с гидрофобными частями бел-
ковых молекул, чем отчасти можно объяснить фармакологическую и токсическую специфич-
ность иона лития. Более высокая липофильность лития по сравнению с натрием, калием, руби-
дием и цезием играет важную роль в механизмах его фармакологического и токсического дейст-
вия [21]. Вблизи гидрофобных участков мембран катион лития с легкостью теряет свои «водные 
оболочки» и электростатически взаимодействует с липидными мембранами клеток или с гидро-
фобными частями белковых молекул, изменяя их конфигурацию или даже встраиваясь в них [2]. 

Заключение. Установлено, что в эритроцитах человека, подвергшихся воздействию in vitro 
фармакологических и токсических концентраций сульфата лития, происходит снижение актив-
ности мембраносвязанных ацетилхолинэстеразы и метгемоглобинредуктазы, а также изменение 
параметров флуоресценции различных по локализации в мембране липофильных зондов, что 
дает основание заключить, что на разной глубине липидного бислоя мембран имеет место ли-
тий-индуцированная модификация липидов.  Полученные результаты могут быть использованы 
для создания клеточной тест-системы для оценки токсичности лития.
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Рис. 4. Флуоресцентные параметры ТМА-ДФГ (а, λвозб = 365 нм) и лаурдана (b, λвозб = 340 нм), встроенных  в мембраны, 
изолированные из эритроцитов до и после воздействия различных концентраций сульфата лития. За 100 % принято 
среднее значение поляризации флуоресценции зонда в контрольных образцах. * – различия достоверны по сравнению 

с контролем (p < 0,05)
Fig. 4. Parameters of fluorescence TMA-DPH (а, λexc  = 365 nm) and laurdan (b, λexc = 340 nm) incorporated into erythrocyte 
membranes isolated after incubation various concentrations of lithium sulfate. The average value of the fluore scence probe 

polarization in the control samples is taken as 100 %. * – differences are significant compared to control (p < 0.05)
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ОЦЕНКА СОХРАНЯЕМОСТИ ПЛОДОВ ГОЛУБИКИ  
РАЗНЫХ ТАКСОНОВ 

Аннотация. На основании результатов 12-летних исследований показаны таксономические особенности лежко-
способности ягод 27 сортов и видов голубики, интродуцированных в Беларуси. Установлено, что сохраняемость 
плодов голубики в условиях обычной газовой атмосферы в зависимости от таксона варьировалась в пределах от 7 сут 
(голубика топяная) до 29 сут (голубика высокорослая, сорт ‘Darrow’) при температуре хранения +5 °C. Среди иссле-
дуемых видов плоды голубики высокорослой и сортов, полученных на основе данного таксона, сохраняли товарные 
качества значительно больший период времени, чем ягоды других видов голубики. Плоды позднеспелых сортов го-
лубики высокорослой медленнее теряют массу при хранении и, соответственно, обладают более продолжительной 
сохраняемостью по сравнению с ягодами раннеспелых таксонов. Плоды крупноплодных сортов голубики хранятся 
дольше, чем ягоды мелкоплодных таксонов данной культуры. Лежкость ягод голубики вне зависимости от их таксо-
номической принадлежности определялась главным образом естественной убылью массы, в меньшей степени ‒ по-
терями от функциональных расстройств и гнили. 

Ключевые слова: голубика высокорослая, Vaccinium corymbosum, интродукция, сохраняемость плодов, леж-
кость ягод, Беларусь
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ESTIMATION STORAGE LIFE OF BLUEBERRY FRUITS OF DIFFERENT TAXONS

Abstract. Based on the results of 12-year studies, the taxonomic characteristics of the keeping quality of berries of 27 
cultivars end species of blueberries introduced in Belarus are shown. It was found that the storage postharvest of blueberry 
fruits under conditions of an ordinary gas atmosphere, depending on the taxon, varied from 7 days (swamp blueberry) to 29 days 
(‘Darrow’ blueberry) at a storage temperature of +5 °C. Among the studied blueberry species, the fruits of tall blueberries and 
varieties obtained on the basis of this taxon retained their commercial qualities for a much longer period of time, compared to 
berries of other blueberry species. Fruits of late-ripening tall blueberry cultivars lose weight more slowly during storage and, 
accordingly, have a longer shelf life compared to berries of early-maturing taxa. The fruits of large-fruited blueberry cultivars 
are stored longer than the berries of small-fruited taxa of this crop. The keeping quality of blueberry berries, regardless of 
their taxonomic affiliation, was determined mainly by the natural loss of weight and, to a lesser extent, by waste from 
functional disorders and rot.

Keywords: highbush blueberry, Vaccinium corymbosum, introduction, storage life of fruits, keeping quality of berries, 
Belarus

For citation: Pavlovskiy N. B. Estimation storage life of blueberry fruits of different taxons. Vestsi Natsyyanal’nai aka-
de mii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnykh navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological 
series, 2021, vol. 66, no. 3, pp. 302–311 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1029-8940-2021-66-3-302-311

Введение. Среди ягодных культур, возделываемых в Беларуси на промышленной основе, боль-
шую популярность, особенно в последние годы, приобретает голубика высокорослая (Vaccinium 
corymbosum = V. × covellianum), интродуцированная из Северной Америки. Интерес к этой куль-
туре вызван повышенным спросом на ее плоды, обладающие отличными вкусовыми и лечебно-
профилактическими свойствами [1, 2]. 

Практически все сорта голубики высокорослой ‒ отдаленные гибриды, полученные при скре-
щивании разных видов голубик (V. corymbosum, V. angustifolium, V. darrowii, V. virgatum и др.) [3], 

© Павловский Н. Б., 2021
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вследствие чего они различаются своим генотипом, а соответственно, лежкоспособность их пло-
дов может быть разной.  

Анализ литературных источников показывает, что сохраняемость плодов голубики в усло- 
виях обычной газовой атмосферы при низкой положительной температуре в зависимости от сор-
та составляет от 10‒18 сут [4, 5] до 3‒8 недель [6], при этом авторы не указывают сортовые  
особенности лежкости ягод. Модифицированная газовая среда создается с помощью специаль-
ной упаковки, которая обладает избирательной проницаемостью и позволяет за счет дыхания 
хранящихся плодов снизить содержание кислорода, а соответственно, повысить концентрацию 
двуокиси углерода, что дает возможность увеличить срок хранения плодов голубики [7, 8]. 
Послеуборочное хранение плодов голубики в условиях регулируемой (контролируемой) газовой 
среды, когда в хранилище искусственно создается газовая атмосфера с пониженной концентра-
цией кислорода и повышенным содержанием двуокиси углерода, способствует еще более дли-
тельному сохранению товарных качеств ягод [6, 9, 10].  

Несмотря на научно-технические разработки, позволяющие продлить период лежкости пло-
дов голубики, вопросы оценки потенциальной таксономической специфики их лежкоспособно-
сти и научно обоснованное прогнозирование сохраняемости ягодной продукции в производ-
ственных целях являются актуальными.    

Целью настоящих исследований являлась оценка сохраняемости ягод голубики разных со-
ртов и видов, интродуцированных в Беларуси. 

Объекты и методы исследований. Сбор экспериментального материала выполнялся  
в 2007‒2018 гг. в коллекционных насаждениях отраслевой лаборатории интродукции и техноло-
гии нетрадиционных ягодных растений Центрального ботанического сада НАН Беларуси, рас-
положенной в Ганцевичском районе Брестской области (N 52°44 ,́ E 26°22ʹ). Объектом исследова-
ний являлись плоды 20 сортов голубики высокорослой (раннеспелые ‘Bluetta’, ‘Croatan’, ‘Duke’, 
‘Earliblue’, ‘Patriot’, ‘Reka’, ‘Weymouth’, среднеспелые ‘Bluecrop’, ‘Blueray’, ‘Denise Blue’, ‘Hardy-
blue’, позднеспелые ‘Bluerose’, ‘Carolinablue’, ‘Coville’, ‘Darrow’, ‘Elizabeth’, ‘Herbert’, ‘Jersey’, ‘Nel-
son’, ‘Rubel’), голубики полувысокорослой (раннеспелые ‘Northblue’, ‘Northcountry’, среднеспе-
лый ‘Northland’), голубики вельветолистной (V. myrtiloides), голубики щитковой (V. corymbosum), 
голубики топяной (V. uliginosum), голубики узколистной (V. angustifolium). Насаждения голубики 
созданы 2-летними корнесобственными саженцами в 1999 г. Схема посадки растений – 2,0×1,5 м. 
Почва на участке минеральная с pH(H2O) 4,5, подстилаемая рыхлым разнозернистым песком. 
Приствольная полоса насаждений замульчирована древесными опилками слоем 10 см и шири-
ной 1 м. Междурядья содержались в естественном задернении. 

Оценку сохраняемости плодов голубики проводили согласно методическим указаниям  
Е. П. Франчук с соавт. [11]. Ягоды снимали в стадии потребительской спелости и сразу же закла-
дывали на хранение. В качестве тары для хранения использовали одноразовые пищевые пласти-
ковые контейнеры Т 602 для ягод и фруктов объемом 400 мл с крышками Т 601 (с отверстиями). 

Образцами служили внешне здоровые плоды. Перед закладкой ягод голубики на хранение 
определяли их массу. Образцы хранили в холодильнике при температуре +5 ± 1 °C и относитель-
ной влажности воздуха 30–80 %. Температуру и относительную влажность воздуха в холодиль-
ной камере измеряли термогигрометром ИВА-6. 

Учеты состояния плодов проводили каждые 4–5 дней путем взвешивания и разбора на фрак-
ции, с последующей выбраковкой нестандартных плодов: с физиологическими расстройствами 
и пораженных болезнями. По результатам хранения учитывали следующие показатели (%): естест-
венную убыль массы плодов, массу здоровых и нестандартных плодов. На основании вышепере-
численных показателей определяли сохраняемость плодов (в сутках). Естественной убылью пло-
дов в процессе хранения считали потерю ими массы за счет испарения воды и расходования ор-
ганических веществ.  Данный показатель рассчитывали методом взвешивания плодов голубики 
до и после каждой инвентаризации. Выход стандартных и нестандартных ягод определяли пу-
тем сортировки на соответствующие фракции, их взвешивания и выбраковки нестандартных 
плодов. За показатель сохраняемости принимали максимальный срок хранения плодов, в тече-
ние которого они сохраняли потребительские качества, а общие потери (естественная убыль + 
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нестандарт) составляли 10 % [12]. Съем плодов с хранения проводили после потери ими массы 
10 % и более от первоначального веса. 

Для оценки влияния размеров ягод на их лежкость исследуемые сорта голубики классифи-
цировали по средней массе плода на три группы: крупноплодные – ягоды массой 2,0 г и более 
(‘Bluecrop’, ‘Blueray’, ‘Coville’, ‘Darrow’, ‘Denise Blue’, ‘Duke’, ‘Elizabeth’, ‘Herbert’, ‘Patriot’), сред-
неплодные – от 1,9 до 1,0 г (‘Bluerose’, ‘Bluetta’, ‘Carolinablue’, ‘Croatan’, ‘Earliblue’, ‘Hardyblue’, 
‘Jersey’, ‘Nelson’, ‘Northblue’, ‘Northland’, ‘Reka’, ‘Weymouth’), мелкоплодные – менее 1,0 г (‘North-
сountry’, ‘Rubel’) [13].

 Статистическую обработку данных выполняли с применением пакета анализа данных про-
граммы Microsoft Excel при 95 %-ном уровне значимости. Для оценки наименьшей существен-
ной разницы (НСР) между сортами в качестве стандарта был принят районированный в Беларуси 
и широко  распространенный среднеспелый сорт ‘Bluecrop’. Для оценки НСР между сохраняемо-
стью в годы исследований в качестве стандарта была принята лежкость ягод в 2017 г., так как  
в этот год погодно-климатические показатели (температура воздуха, количество осадков) в лет-
ний период (июнь‒август) в наибольшей степени были близки к средним многолетним значениям. 

Результаты и их обсуждение. Представленные в табл. 1 результаты исследований показыва-
ют, что изучаемые таксоны голубики существенно различаются по лежкоспособности плодов. 
Средняя сохраняемость плодов голубики в условиях обычной газовой среды при температуре 
+5 °C в зависимости от таксона варьируется от 7 до 29 сут при выходе товарной ягоды 90 %. 
Наиболее лежкоспособными из 27 изучаемых таксонов оказались плоды позднеспелого сорта 
‘Darrow’ (29 сут). Несколько меньше (27‒28 сут) сохраняли товарные качества плоды среднеспе-
лого сорта ‘Bluecrop’ и позднеспелых ‘Coville’, ‘Nelson’ и ‘Elizabeth’. Самый короткий период 
хранения плодов отмечен у голубики топяной (7 сут). На сутки дольше хранились ягоды голуби-
ки вельветолистной (8 сут). Относительно слабая сохраняемость ягод (11 сут) была характерна 
также для голубики узколистной. Среди полувысокорослых сортов самым коротким периодом 
сохраняемости характеризовался сорт ‘Northcountry’ ‒ 13 сут. Непродолжительную лежкость 
имели плоды полувысокорослого сорта ‘Northblue’ ‒ 17 сут. По-видимому, данное свойство эти 
сорта унаследовали от голубики узколистной, которая использовалась селекционерами для ги-
бридизации с голубикой щитковой с целью получения более морозостойких и менее высокорос-
лых сортов голубики [3]. Следует отметить, что и высокорослые раннеспелые сорта голубики, 
полученные от гибридизации с голубикой узколистной, в частности ‘Bluetta’, ‘Earliblue’, ‘Wey-
mouth’, продуцируют плоды с относительно непродолжительным сроком хранения ‒ 17‒18 сут. 

В период хранения в плодах протекают такие процессы жизнедеятельности, как транспира-
ция, дыхание и биохимические изменения, приводящие к расходу воды и аккумулированных 
органических соединений и, как результат, к снижению массы плодов [14, 15]. Структурный ана-
лиз потерь при хранении ягод показал, что продолжительность сохраняемости плодов голубики 
определялась главным образом естественной убылью массы, доля которой от общих потерь на-
ходилась в пределах от 60 % у сорта ‘Blueray’ до 90 % у голубики вельветолистной. Такие же 
показатели получены О. В. Дрозд [16] при оценке лежкоспособности 15 сортов голубики высоко-
рослой и 1 сорта голубики низкорослой. У плодов остальных исследуемых таксонов голубики 
доля потерь от естественной убыли массы составляла 70‒80 %. Из общей убыли плодов пода-
вляющая часть потерь их массы во время хранения происходила из-за испарения воды. Это под-
тверждают результаты проведенных нами ранее исследований по оценке влияния различных по 
воздухопроницаемости видов упаковочных материалов на сохраняемость ягод голубики [17]. 

Плод – это генеративный орган, биологическая роль которого заключается в обеспечении на-
ходящихся в нем семян питательными веществами. После созревания семян начинается старе-
ние тканей околоплодника и активный распад содержащихся в нем веществ [14]. Это ведет к ли-
зису отдельных клеток, затем к прекращению обмена веществ во всем плоде, и в результате фи-
зиологических расстройств он теряет потребительские качества ‒ снижается его упругость  
и имеет место деформация. В зависимости от таксона доля потерь по причине функциональных 
заболеваний составила 10–40 % от общей убыли массы. Среди исследуемых таксонов в большей 
степени физиологическим расстройствам были подвержены плоды сорта ‘Blueray’ (40 %). 
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Т а б л и ц а  1. Сохраняемость плодов голубики разных видов и сортов в условиях  
обычной атмосферы при температуре хранения +5 °C (2007‒2018 гг.)

T a b l e  1. Storage life of blueberry fruits of different cultivars and species  
in a normal atmosphere at a storage temperature of +5 °C (2007‒2018)

Вид, сорт

Сохраняемость, сут
Убыль  
массы,  

%

Нестандарт,  
%средняя предел  

варьированияx  ±  mx V,  %

Bluecrop (st) 28 ± 7 36 13‒44 7 ± 1 3 ± 1
Blueray 22 ± 4 29 13‒32 6 ± 1 4 ± 1
Bluerose 23 ± 5 29 8‒32 8 ± 1 2 ± 1
Bluetta 20 ± 5* 40 8‒30 8 ± 1 2 ± 1
Carolinablue 25 ± 4 25 14‒30 7 ± 1 3 ± 1
Coville 27 ± 6 33 8‒51 8 ± 1 2 ± 1
Croatan 19 ± 5* 35 10‒29 8 ± 1 2 ± 1
Darrow 29 ± 6 29 14‒50 7 ± 2 3 ± 1
Denise Blue 23 ± 5 31 12‒36 7 ± 1 3 ± 2
Duke 24 ± 6 34 12‒36 8 ± 1 2 ± 1
Earliblue 20 ± 4* 31 11‒33 7 ± 1 3 ± 2
Elizabeth 27 ± 6 36 10‒45 7 ± 1 3 ± 1
Hardyblue 21 ± 4* 31 11‒30 8 ± 1 2 ± 1
Herbert 24 ± 6 40 6‒39 7 ± 2 3 ± 2
Jersey 26 ± 5 28 11‒39 8 ± 2 2 ± 1
Nelson 28 ± 7 39 16‒55 8 ± 1 2 ± 1
Northblue 17 ± 5* 47 6‒31 7 ± 1 3 ± 1
Northcountry 13 ± 5* 57 5‒25 8 ± 2 2 ± 1
Northland 21 ± 6* 42 6‒34 7 ± 2 3 ± 2
Patriot 23 ± 7 43 9‒40 7 ± 1 3 ± 1
Reka 21 ± 5* 34 12‒34 8 ± 1 2 ± 1
Rubel 20 ± 4* 28 12‒30 8 ± 1 2 ± 1
Weymouth 21 ± 5* 35 9‒31 7 ± 1 3 ± 1
V. angustifolium 11 ± 2* 27 7‒18 7 ± 2 3 ± 2
V. corymbosum 18 ± 2* 17 12‒26 8 ± 1 2 ± 1
V. myrtiloides 8 ± 1* 16 7‒10 9 ± 1* 1 ± 1*

V. uliginosum 7 ± 1* 14 5‒9 8 ± 0 2 ± 1
НСР0,05 6,4 1,5 1,6

Что касается порчи плодов голубики от паразитарных заболеваний во время хранения, то 
следует отметить, что гниль, вызванная патогенными микроорганизмами, появлялась, как пра-
вило, позднее, когда в ягодах происходили физиологические расстройства, вследствие которых 
потери составляли более 10 %.  

В процессе оценки лежкоспособности плодов голубики было замечено, что мелкие ягоды те-
ряли потребительские качества из-за увядания значительно раньше, чем крупные (табл. 2). 
Углубленный анализ зависимости сохраняемости плодов голубики от их величины показал, что 
во все годы исследований плоды, характеризующиеся средними размерными показателями (1,0–
1,9 г), хранились дольше, чем мелкие плоды (<1,0 г), но меньше, чем крупные (≥2,0 г), а их сохра-
няемость в среднем составляла 22; 17 и 25 сут соответственно (табл. 3). Мелкие плоды голуби- 
ки теряли тургор раньше, чем более крупные ягоды, из-за более высокого уровня потери воды.  
J. C. Diaz-Perez [18], B. A. Becker и B. A. Fricke [19] объясняют это тем, что чем мельче плод, тем 
больше значение отношения транспирирующей площади (поверхности) плода к его массе.  О бо-
лее быстрой потере товарных качеств мелкими ягодами голубики по сравнению с крупными 
плодами в процессе хранения сообщают R. E. Gough [20] и О. В. Дрозд [16].   
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Т а б л и ц а  2. Корреляционная зависимость сохраняемости и биометрических параметров  
плодов голубики разных таксонов

T a b l e  2. Correlation dependence of storage life and biometric parameters  
of blueberry fruits of different taxa

Сорт Масса плода, г Сохраняемость, сут Диаметр плода, мм

Bluecrop 2,2 28 18,1
Blueray 2,0 22 17,9 
Bluerose 1,8 23 16,7 
Bluetta 1,6 20 16,4 
Carolinablue 1,8 25 16,4 
Coville 2,1 27 17,2
Croatan 1,4 19 14,1 
Darrow 2,0 29 17,4 
Denise Blue 2,1 23 17,3 
Duke 2,1 24 16,5
Earliblue 1,6 20 17,3 
Elizabeth 2,1 27 17,9
Hardyblue 1,4 21 15,1 
Herbert 2,2 24 20,4 
Jersey 1,4 26 15,3 
Nelson 1,9 28 17,1 
Northblue 1,9 17 18,4 
Northcountry 0,7 13 12,2 
Northland 1,3 21 15,0 
Patriot 2,2 23 17,2 
Reka 1,5 21 13,8 
Rubel 0,9 20 14,5 
Weymouth 1,5 21 17,2 
r 0,91 0,91

Т а б л и ц а  3. Динамика сохраняемости плодов голубики высокорослой в зависимости  
от их размеров в 2007‒2018 гг.

T a b l e  3. Dynamics of storage life of highbush blueberry fruits depending  
on the size of fruits in 2007‒2018

Год
Сохраняемость, сут

Мелкоплодные сорта Среднеплодные сорта Крупноплодные сорта

2007 9 ± 2 11 ± 2* 12 ± 2*

2008 10 ± 3 14 ± 3* 16 ± 2*

2009 13 ± 5 18 ± 3* 22 ± 5*

2010 14 ± 3 20 ± 2* 25 ± 3*

2011 22 ± 2 26 ± 3 28 ± 3*

2012 16 ± 2 19 ± 4* 20 ± 3*

2013 17 ± 7 17 ± 4* 24 ± 4*

2014 19 ± 3 25 ± 4 27 ± 6*

2015 29 ± 2 32 ± 5 37 ± 5
2016 20 ± 3 26 ± 3 30 ± 4
2017 (st) 19 ± 4 28 ± 4 34 ± 7
2018 15 ± 1 26 ± 5 27 ± 4*

Средняя 17 ± 3 22 ± 4 25 ± 5
НСР0,05 14,6 4,3 6,0

0,91
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Анализ зависимости сохраняемости ягод разных сортов голубики от сроков созревания уро-
жая позволил выявить закономерность, указывающую на то, что чем позже начинают созревать 
плоды, тем дольше они хранятся. Так, для ягод раннеспелых сортов средняя лежкость составля-
ет 20 сут, для средне- и позднеспелых ‒ 23 и 25 сут соответственно (табл. 4). 

Т а б л и ц а  4. Динамика сохраняемости плодов голубики высокорослой  
разных сроков созревания урожая в 2007‒2018 гг.

T a b l e  4. Dynamics of storage life of highbush blueberry fruits  
at different ripening periods in 2007‒2018

Год
Сохраняемость, сут

Раннеспелые сорта Среднеспелые сорта Позднеспелые сорта

2007 10 ± 2* 13 ± 2* 11 ± 2*

2008 12 ± 3* 17 ± 2* 16 ± 2*

2009 16 ± 3* 21 ± 2 23 ± 5*

2010 20 ± 3 20 ± 2 24 ± 3*

2011 24 ± 4 28 ± 2 28 ± 3*

2012 17 ± 4* 19 ± 3* 21 ± 2*

2013 17 ± 6* 20 ± 2* 24 ± 2*

2014 23 ± 4 25 ± 7 27 ± 2*

2015 30 ± 4* 35 ± 4 37 ± 6
2016 25 ± 3 29 ± 5 28 ± 4*

2017 (st) 25 ± 5 29 ± 3 36 ± 6
2018 22 ± 3 25 ± 4 29 ± 6*

Средняя 20 ± 4 23 ± 4 25 ± 5
НСР0,05 5,1 8,2 5,59

Несмотря на очень тесную корреляционную связь между средними показателями скороспе-
лости и сохраняемости плодов голубики (r = 0,91), для некоторых сортов голубики характерны 
исключения. Например, плоды раннеспелого сорта ‘Duke’ хранятся дольше, чем среднеспелых 
сортов ‘Blueray’, ‘Denise Blue’, ‘Hardyblue’, ‘Northland’ и позднеспелых ‘Bluerose’ и ‘Rubel’. Также 
следует отметить, что в 2007, 2008 и 2016 гг. средняя сохраняемость плодов позднеспелых сортов 
голубики была на 1‒2 сут меньше, чем среднеспелых, что, по-видимому, обусловлено особенно-
стями метеорологических условий в эти годы.

В условиях Беларуси цветение почти у всех сортов голубики происходит практически одно-
временно ‒ во второй половине мая [21], а созревание урожая начинается у раннеспелых сортов 
через 33‒40 дней после цветения, у среднеспелых – через 40‒46, у позднеспелых – через 46‒55 
дней (табл. 5). Это косвенно свидетельствует о том, что в плодах раннеспелых сортов процессы 
роста, созревания и, соответственно, старения и отмирания тканей протекают более интенсивно, 
чем в плодах позднеспелых сортов. После съема плодов в них происходят те же генетически об-
условленные превращения веществ, что на материнском растении. Только в плодах, находящих-
ся на растении до образования пробкового слоя между плодоножкой и плодом или до отделения 
плода от материнского растения, поддержание процессов метаболизма осуществляется за счет 
растения, а после съема – за счет аккумулированных в плоде органических соединений [14, 15]. 
В итоге из-за более быстрого старения тканей околоплодника и физиологических расстройств 
плоды раннеспелых сортов теряют товарные качества при хранении раньше. R. E. Gough [20] 
указывает на более интенсивный темп транспирации плодов раннеспелых сортов голубики вы-
сокорослой по сравнению с позднеспелыми. Автор сообщает, что плоды, интенсивно испаряю-
щие влагу, характеризуются и более высокой скоростью дыхания, биологическая роль которого 
заключается в обеспечении плода энергией, необходимой для поддержания в его тканях процес-
сов метаболизма. По сведениям Т. Н. Ивановой с соавт. [15], в условиях повышенной потери во-
ды усиливается гидролиз и расход пластических веществ, снижается устойчивость к болезням  
и другим неблагоприятным факторам. 

5,6
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Физиолого-биологическое состояние плода, обозначаемое как зрелость, – это переход от фазы 
роста к стадии старения. В этот период в плоде происходят биохимические и биофизические изме-
нения, в результате которых он достигает сначала съемной, затем потребительской (биологиче-
ской) зрелости, окончательно формируются содержащиеся в нем семена, протопектин превращает-
ся в растворимый пектин, уменьшается связь между клетками, плоды становятся мягче и сочнее. 
После этого плод вступает в стадию отмирания, когда происходит распад содержащихся в нем ве-
ществ – физиологические (функциональные) расстройства [14]. Период от наступления съемной до 
потребительской зрелости плодов называют послеуборочным дозреванием плодов и приравнива-
ют к понятию «лежкость». Интенсивность прохождения фазы созревания плодов и ее продолжи-
тельность обусловливают их лежкость: чем продолжительнее период послеуборочного дозрева-
ния, тем больше сохраняемость плодов. У плодов разных видов растений переход от фазы созрева-
ния к отмиранию происходит с различной скоростью. У ягодных и косточковых культур, а также  
у раннеспелых сортов семечковых этот интервал очень короткий и две стадии зрелости практиче-
ски совпадают, поэтому их плоды обладают относительно непродолжительной лежкостью [14]. 
Ягоды голубики, как и плоды других ягодных растений, характеризуются слабой защищенностью 
покровными тканями, что способствует более быстрой потере ими воды и увяданию. По сведени-
ям R. E. Gough [20], покровные ткани плодов голубики представлены одним слоем не имеющего 
устьиц наружного эпидермиса, покрытого слоем воскоподобного вещества ‒ кутином толщиной  
5 мкм. К тому же плоды ягодных растений имеют морфобиологические особенности, а именно 
тонкие клеточные стенки, сочную мякоть, слабую водоудерживающую способность коллоидов [14].

Сравнительный анализ сохраняемости ягод голубики высокорослой с лежкостью плодов 
других распространенных и малораспространенных в Беларуси ягодных растений показывает, 
что в среднем плоды голубики высокорослой при низких положительных температурах хранят-
ся значительно дольше ягод земляники, малины, облепихи и смородины, уступая плодам клюк-
вы крупноплодной (табл. 6).  

 Т а б л и ц а  6. Сохраняемость плодов разных ягодных культур при низких  
положительных температурах

T a b l e  6. Fruits of different berry crops are storage life at low positive temperatures

Культура Температура хранения, ºC Сохраняемость, сут

Голубика высокорослая [4] 0 10‒18
Ежевика [4] 0 2‒3
Земляника садовая [22] 0 2‒12
Клюква крупноплодная [4] 2‒4 60‒120
Крыжовник [4] 0 5
Малина [23] 0‒2 3
Малина ремонтантная [24] 0 7‒12
Облепиха [25] 0‒1 3
Смородина черная [26] 0‒1 5‒7

Таким образом, результаты наших исследований и анализ литературных источников, каса-
ющихся лежкости ягод, позволяют заключить, что плоды голубики высокорослой сохраняют 
свои потребительские свойства значительно больший промежуток времени по сравнению с пло-
дами других ягодных культур.  

Заключение. Сохраняемость плодов голубики в условиях обычной газовой атмосферы в за-
висимости от таксона варьировалась от 7 сут (голубика топяная) до 29 сут (голубика высокорос-
лая ‘Darrow’) при температуре хранения +5 °C.  Среди исследуемых видов плоды голубики высо-
корослой и сортов, полученных на основе данного таксона, сохраняли товарные качества значи-
тельно больший период времени, чем ягоды других видов голубики. Плоды позднеспелых сортов 
голубики высокорослой медленнее теряли массу при хранении и, соответственно, обладали бо-
лее продолжительной сохраняемостью по сравнению с ягодами раннеспелых таксонов. Плоды 
крупноплодных сортов голубики хранились дольше, чем ягоды мелкоплодных таксонов. Леж кость 
ягод голубики вне зависимости от их таксономической принадлежности определялась главным 
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образом естественной убылью массы, в меньшей степени ‒ убылью вследствие функциональных 
расстройств и гнили. 

Потенциальную лежкоспособность каждого таксона следует учитывать для успешного хране-
ния плодов голубики. Ягоды таксонов с коротким периодом хранения во избежание значительных 
потерь следует сразу же после сбора охлаждать и отправлять на переработку или замораживать. 
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АРОМАТИЧЕСКИЕ СОЕДИНЕНИЯ, ВЫДЕЛЯЕМЫЕ РАСТЕНИЯМИ РОДА 
CITRUS L. В УСЛОВИЯХ ОРАНЖЕРЕЙ

Аннотация. Методом GC/MS-анализа исследован химический состав ароматических летучих соединений, вы-
деляемых листьями тропических представителей рода Citrus L. (сладкий лайм (лиметта) – Citrus limetta Risso и его 
сорта Citrus limetta ‘Марокко’, Citrus limetta ‘Кислая оранжевая’, сорта кислого лайма – Citrus aurantiifolia ‘Таити’  
и Citrus aurantiifolia ‘Foro’, а также лимон – Citrus limon ‘Бесколючий’) в условиях оранжерей. Количество выявлен-
ных для каждого из них ароматических субстанций натуральных эфирных масел листьев составило 38, 41, 37, 44, 37 
и 30 соединений соответственно. Характерным для всех 6 исследуемых таксонов (что подтверждает их генетическую 
близость) оказалось наличие у них 10 компонентов (D-лимонен, Z-citral (neral), E-citral (geranial), elemene isomer (изо-
меры элемена), α-copaene, trans-α-bergamotene, benzoic acid, 3-hexenyl ester, trans-γ-bisabolene, β-caryophyllene oxide, 
α-humulene epoxide II); для гибридов и сортов сладкого и кислого лаймов ‒ дополнительно еще 7 компонентов, отно-
сящихся к классу терпеноидов (кислородсодержащие соединения (citronellal, citronellol, citronellyl, β-sinensal) и се-
сквитерпены (cadina-3,5-diene, β-caryophyllene, trans-β-bergamotene)), а также ряда индивидуальных ароматических 
компонентов у каждого из сортов в букете цитрусово-хвойного аромата их листьев. Исследованные таксоны могут 
быть рекомендованы в составе композиций ароматических растений в интерьерах различного функционального на-
значения.

Ключевые слова: лиметта, Citrus limetta Risso, Citrus limetta ‘Марокко’, Citrus limetta ‘Кислая оранжевая’, сорта 
лайма, Citrus aurantiifolia ‘Таити’, Citrus aurantiifolia ‘Foro’, Citrus limon ‘Бесколючий’, летучие компоненты листьев
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AROMATIC COMPOUNDS SECRETED BY PLANTS OF THE GENUS CITRUS L.  
IN GREENHOUSE CONDITIONS

Abstract. Using the GC/MS method analysis of the chemical composition of aromatic volatile compounds released by 
the leaves of tropical representatives of the genus Citrus L. (sweet lime (limetta) – Citrus limetta Risso and its varieties: 
Citrus limetta ‘Marokko’, Citrus limetta ‘Kislaya oranzhevaya’, sour lime – Citrus aurantiifolia ‘Taiti’ and Citrus aurantiifolia 
‘Foro’, as well as lemon – Citrus limon ‘Beskolyuchii’) in greenhouse conditions were studied. The number of aromatic 
substances of the gas phase of natural essential oils of leaves revealed for each of them was 38, 41, 37, 44, 37 and 30 
compounds, respectively. 10 components were characteristic of all six taxa under study, which confirm their genetic affinity: 
D-limonene, Z-citral (neral), E-citral (geranial), elemene isomer, α-copaene, trans-α-bergamotene, benzoic acid, 3-hexenyl 
ester, trans-γ-bisabolene, β-caryophyllene oxide, α-humulene epoxide II. For hybrids and varieties of sweet lime (limetta) and 
sour lime, 7 more components belonging to the class of terpenoids are also characteristic: oxygen-containing compounds 
(citronellal, citronellol, citronellyl, β-sinensal) and sesquiterpenes (cadina-3.5-diene, β-caryophyllene, trans-β-bergamotene), 
as well as a number of individual aromatic substances, characteristic for each of the varieties in the bouquet of their citrus-
coniferous aroma of leaves. The studied taxa can be recommended as part of compositions of aromatic plants in interiors for 
various functional purposes.

Keywords: limetta, Citrus limetta Risso, Citrus limetta ‘Marokko’, Citrus limetta ‘Kislaya oranzhevaya’, lime varieties, 
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Введение. Цитрусовые растения (апельсин, мандарин, грейпфрут, лимон) являются наиболее 
распространенными среди плодовых тропических и субтропических культур. Они занимают ос-
новные площади в США, Китае (южный и центральный районы), Японии, Индии, Пакистане, 
Австралии, в странах Средиземноморья. В субтропиках Грузии, Азербайджана, Таджикистана  
и юга России (Сочи) эти растения выращивают в условиях открытого грунта. Оранжерейная 
культура цитрусов получила широкое распространение в условиях умеренного климата. 

Коллекционный фонд Центрального ботанического сада (ЦБС) НАН Беларуси, созданный  
в 1991 г., насчитывает около 100 таксонов, относящихся к роду Citrus L. [1]. В последнее время он 
пополнен представителями родительских форм и гибридных видов из группы так называемых 
сладких цитрусов (лайм) [2]. Редкие виды рода Citrus L., культивируемые в оранжереях, есте-
ственно произрастают в жарких сухих тропических и субтропических регионах земного шара и, 
в соответствии с перечнем плодовых растений теплых климатов Земли J. Morton [3], представлены 
в числе 22 природных и гибридных видов рода Citrus L., в том числе лимоном (Citrus limon (L.) 
Osbeck), кислым лаймом (Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle) и сладким лаймом (Sweet Lime), 
лиметтой (Citrus limetta Risso). Диапазон годовых температур их произрастания ‒ от +16‒18 до 
+45 °С.

Растения, объединяемые под общим названием «лайм», когда-то относились к лимонам и рас-
сматривались как их гибриды. В современной таксономии различают следующие виды: кислый 
лайм (key lime) – Citrus aurantiifolia Swingle, сладкий лайм (sweet lime) – Citrus limetta Risso, 
лайм персидский – Citrus latifolia Tanaka и др. В зависимости от кислотности плодов гибриды 
относят к тому или другому виду. Из плодов, цветков и листьев лайма получают ценное эфирное 
масло для парфюмерной и фармацевтической промышленности [4, 5].

Сitrus aurantiifolia (Christm.) Swingle – лайм настоящий, кислый (sуn. Limonia spinosum 
Mill.; L. acidissima Houtt. (non L.); L. aurantifolia Christm.; Citrus × lima Macfad.; C. acida Roxb.;  
C. notissima Blanco; Citrus × limonellus Hassk.; C. limetta Risso var. aromatic; C. excelsa Wester. – 
полиэмбриональный вид цитрусовых растений семейства Rutaceae, генетически наиболее близ-
кий к лимону). Вид распространен в Индостане (в долинах Гималаев) и на прилежащих островах 
(в диком виде), натурализовался почти везде в тропиках и жарких субтропиках. 

Вид представляет собой небольшое дерево или куст высотой от 1,5 до 5,0 м, с густой кроной  
и ветвями, покрытыми короткими колючками. Соцветия пазушные, с 1‒7 цветками, цветение 
ремонтантное; плоды небольшие – 3,5‒6,0 см в диаметре, яйцевидные, мякоть зеленоватая, соч-
ная, очень кислая. Кожура зеленая, желтовато-зеленая либо желтая, при полной зрелости очень 
тонкая.

Исследования эфирных масел, извлеченных из цветков, листьев и кожуры Citrus aurantium L. 
var. amara из Туниса (Набель), проведенные с использованием GC-FID и GC/MS методов [6], по-
казали, что основными компонентами масла нероли (цветки) были линалоол (34,4 %), линалил- 
ацетат (11,3 %) и лимонен (10,9 %), петитгрейнового масла (листья) – линалоол (36,8 %), линалил-
ацетат (22,1 %) и α-терпинеол (11,7 %), а масла кожуры лайма – лимонен (90,6 %). Произрастающие 
в различных географических регионах растения данного вида отличаются по набору качествен-
ных показателей получаемого из них эфирного масла. Так, в масле кожуры данного вида, произ-
растающего в Иране, лимонен и β-мирцен были зарегистрированы как основные компоненты,  
в то время как линалоол, линалилацетат и α-терпинеол преобладали в масле листьев [7].

Все виды эфирного масла кислого лайма терпкие на вкус, имеют освежающий цитрусовый 
горь коватый аромат и отличаются высоким содержанием тяжелых терпенов, придающих им 
специфическую древесно-смолистую и камфорно-скипидарную нотку. Богатое натуральными 
компонентами (лимонен, цимен, цитраль), оно благотворно влияет на работу легких и дыха-
тельный путей, поэтому достойно возглавляет список самых чудодейственных природных 
средств [4, 5].

Citrus limetta Risso – сладкий лайм (sweet lime), лиметта – вечнозеленое дерево. Считается 
природным гибридом, и его систематическая принадлежность обозначена в настоящее время как 
семейство Рутовые (Rutaceae), род – цитрус (Citrus L.), вид – лиметта (Limetta), разновидность – 
Risso. Предполагаемые родители – лайм, лимон или апельсин [8]. 
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Сладкий лайм ‒ невысокое, но достаточно мощное дерево с прямым стволом и пышной, густой 
шаровидной кроной. Яйцевидные листья имеют острый кончик, немного зазубренный край  
и изумрудно-зеленый цвет.

Период цветения растения продолжается с начала весны и до поздней осени. Небольшие 
округлые пятилепестковые цветы собраны в небольшие рыхлые соцветия, имеют белоснежную 
окраску и сильный цитрусовый аромат. Плод – сферическая, слегка приплюснутая ягода с не-
большим сосочком и с тонкой, слегка маслянистой блестящей гладкой кожурой зеленовато-жел-
того цвета, которая легко отделяется от сочной, ароматной желтовато-зеленой мякоти, которая 
на вкус кислее, чем у апельсина, но намного слаще, чем у лимона и кислого лайма. Мякоть плода 
поделена на 10 сегментов и практически не содержит косточек.

Родиной сладкого лайма можно считать Южную Азию (точнее, полуостров Малакка). Он 
произрастает в странах с тропическим и жарким субтропическим климатом, таких как Куба, 
Италия, Индия, Египет, Шри-Ланка, Индонезия, Бразилия, Венесуэла, Мексика, в Западной 
Африке, а также в некоторых других регионах (оттуда идут основные поставки масла). Его до-
бывают методом холодного отжима и путем гидродистилляции кожуры плодов лаймового дере-
ва. Для масла характерен запоминающийся цитрусовый, резкий, сладковатый, терпкий, мороз-
ный, освежающий аромат с древесным и фруктовым оттенком. Основных компонентов выявле-
но 10, из них превалируют D-limonene (92,35 %), β-myrcene (2,43 %), β-lynalool (1,27 %) [8]. Все 
эти вещества имеют свойства, положительно влияющие на человеческий организм. Извлеченное 
с помощью гидродистилляции эфирное масло из флаведо образцов сладкого лайма, произраста-
ющего в различных районах Мексики, исследовано методами GC и MS. Выявлено 46 летучих 
ароматических компонентов, среди которых превалировали D-лимонен (74,4 %), бергамол 
(8,23 %) и β-пинен (7,62 %) [9].

Понятие «эфирное масло» предполагает два состояния летучих ароматических веществ у од-
ного и того же растения. Одно из них, природная форма эфирного масла, характерно для расте-
ния, не подвергшегося физико-химическим воздействиям (воды, температуры, растворителей). 
Весь комплекс летучих веществ в таком растении соответствует природному состоянию, а аро-
мат самого растения определяется природным составом эфирного масла. Другое состояние – это 
концентрированная форма летучих соединений эфирного масла, выделенного из растения в це-
лом или из отдельных его частей различными методами. Концентрированная форма извлеченно-
го эфирного масла может сильно отличаться от его природной формы как по запаху, так и по 
физическому состоянию, которое зависит от способа его выделения. Общепринятое (коммерче-
ское) понятие об эфирном масле связывают с его концентрированной формой. Для извлечения 
масла из надземной части, листьев и стеблей обычно используется метод гидродистилляции.

Цель работы – оценить видовое разнообразие таксонов, представляющих группу растений 
рода Citrus L., культивируемых в оранжереях Центрального ботанического сада, на основе ана-
лиза химического состава выделяемых листьями ароматических летучих компонентов нату-
ральных эфирных масел. 

Объекты и методы исследования. Исходный генетический материал перечисленных таксонов 
(черенки) получен из коллекционного фонда цитрусов, выращиваемых в защищенном грунте  
в Субтропическом научном центре Российской академии наук (г. Сочи, Россия) [10]. К этим рас-
тениям относятся сладкий лайм Citrus limetta Risso и его сорта – Citrus limetta ‘Марокко’ и Citrus 
limetta ‘Кислая оранжевая’, сорта кислого лайма – Citrus aurantiifolia ‘Таити’ и Citrus auran tiifolia 
‘Foro’, а также Citrus limon ‘Бесколючий’. Растения репродуцированы и успешно выращиваются 
в ЦБС в горшечной культуре. Субстратная смесь для выращивания состоит из нейтрализованно-
го торфа, песка и агроперлита в соотношении 2:1:1, рН субстрата – 5,2‒6,0; температура выращи-
вания – от +16‒18 до +25‒35 °С. Эти высокодекоративные плодовые и ароматические растения, 
хорошо адаптированные к кадочной культуре выращивания, могут быть широко использованы  
в озеленении интерьеров различного функционального назначения, для создания зимних садов 
и развития любительского и промышленного цитрусоводства в защищенном грунте. 

Методика анализа химического состава выделяемых листьями легколетучих веществ, под-
робно описанная в работах [1, 2], основана на их экстракции из воздушного пространства над 
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поверхностью измельченных воздушно-сухих листьев, нагретых до 40°С, с использованием мик-
ротвердофазного адсорбента. Последующее хроматографическое разделение их осуществляется 
на капиллярной колонке HP-5MS длиной 30 м (внутренний диаметр 0,25 мм, толщина пленки 
неподвижной фазы 0,25 мкм). Регистрацию масс-спектров с анализом хроматограмм, идентифи-
кацией компонентов и определением их относительного содержания осуществляли с помощью 
хроматографа системы Agilent Technologies 6850 Series II (Network GC System /5975B VLMSD), 
оснащенного компьютерной системой обработки данных, библиотекой масс-спектров NIST и про-
граммным обеспечением AMDIS. 

Результаты и их обсуждение. Эфирные масла представителей данной группы растений рода 
Citrus L. активно изучаются в медицине и фармакологии в качестве ароматических агентов. При 
этом оценивается прежде всего их антиоксидантная, антипролиферативная и гипотензивная ак-
тивность [4, 5]. Предметом наших исследований являлись легколетучие ароматические компо-
ненты газовой фазы натуральных эфирных масел, выделяемые листьями этих растений в воз-
душную среду оранжерей. Химический состав этих соединений, характерных для редких пред-
ставителей рода Citrus L., представлен в таблице.

Химический состав летучих ароматических компонентов листьев сладких цитрусов, культивируемых  
в оранжереях

The chemical composition of the volatile aromatic components of sweet citrus leaves cultivated in greenhouses

Время
удержания, 

мин

Название химического соединения,  
формула

Содержание субстанций, %

Citrus 
limetta

Citrus limetta 
‘Марокко’

Citrus limetta 
‘Кислая  

оранжевая’

Citrus
aurantiifolia 

‘Таити’

Citrus 
aurantiifolia 

‘Foro’

Citrus  limon 
‘Бесколючий’

7.00 Trans-3-hexen-1-ol, C6H12O – – 0,47 – 0,41 –
8.96 α-Pinene, C10H16 – – – – 0,53 –
8.96 3-Methyl-apopinene, C10H16 – – – – 0,51 0,61
9.59 Benzaldehyde, C7H6O – – – 0,12 0,07 0,05
9.63 Cyclofenchene, C10H16 – – – 0,13 7,19 0,77
10.01 β-Pinene, C10H16 – – – – 10,76 7,44
10.10 β-Phelandrene, C10H16 0,40 – 0,42 0,06 – –
10.22 β-Myrcene, C10H16 0,98 1,01 0,41 0,88 – –
10.94 Carene, C10H16 – – – – 0,77 0,79
11.27 Eucalyptol, C10H18O – – – – 3,25 2,30
11.33 Limonene, C10H16 – 17,4 – – – –
11.41 D-Limonene, C10H16 21,9 18,4 10,30 15,71 9,20 9,74
11.42 (+)-4-Carene, C10H16 – – – – 0,65 –
11.43 β-Ocimene, C10H16 1,17 1,42 – – 0,84 –
11.70 γ-Terpinene, C10H16 1,14 0,07 – 0,33 0,23 0,72
12.02 Trans-linalool oxide (furanoid), C10H18O2 0,57 0,49 0,30 0,38 – –
12.10 4-Thujanol, C10H18O – – – 0,01 0,83 0,71

12.29 p-Mentha-2,4(8)-diene, C10H16 – – – 0,84 – –
12.31 m-Cymene, C10H12 0,13 0,21 0,47 – – –
12.35 Rosefuran, C10H14O – – – – – 0,59
12.64 Furan, 2-acetyl-5-methyl-, C7H8O2 – – – – – 0,11
12.68 Linalool, C10H18O 16,00 12,50 19,90 13,41 – –
12.93 Allo-ocimene, C10H16 – – – – – 0,47
13.24 (E)-p-Menth-2-en-1-ol, C10H18O 0,69 0,54 0,57 0,58 – –
13.62 Isoneral, C10H16O – – – – – 1,33
13.66 (R)-(+)-Citronellal, C10H18O 17,10 13,30 16,20 18,34 11,27 –
13.89 Isopulegol, C10H18O 0,81 0,59 0,69 0,77 – –
13.94 Isogeranial, C10H16O – – – – – 1,93
14.22 α-Terpineol, C10H18O – – – – 3,45 –
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Время
удержания, 

мин

Название химического соединения,  
формула

Содержание субстанций, %

Citrus 
limetta

Citrus limetta 
‘Марокко’

Citrus limetta 
‘Кислая  

оранжевая’

Citrus
aurantiifolia 

‘Таити’

Citrus 
aurantiifolia 

‘Foro’

Citrus  limon 
‘Бесколючий’

14.49 Teresantalol, C10H16O 5,02 2,83 3,33 3,93 – –
14.55 2,5-Dihydrotoluene, C7H10 1,11 – 0,43 – –
14.73 Citronellol, C10H20O 1,37 1,61 1,74 1,32 1,00 –
15.01 Z-Citral (neral), C10H16O 0,76 0,16 0,45 0,22 0,48 12,00
15.11 Linalyl acetate, C12H20O2 – 0,70 – – – –
15.15 Carvone, C10H14O 0,65 – 0,58 0,33 0,22 –
15.47 E-Citral (geranial), C10H16O 0,74 0,52 0,87 0,48 0,86 14,50
15.55 1,7-Octadiene-3,6-diol, 2,6-dimethyl, C10H18O2 – 0,93 0,70 1,09 – –

15.63 p-Mentha-1,8-dien-3-one, C10H14O 1,15 0,79 0,99 0,91 – –
15.78 Thymol, C10H14O – – – 1,67 – –
15.99 Undecanal, C11H22O 0,45 0,42 – 0,32 1,15 0,72
16.58 Citronellyl acetate, C12H22O2 2,08 2,41 2,66 2,36 2,16 –
16.59 Elemene isomer, C15H24 0,55 0,21 0,79 0,28 0,10 1,13
16.68 Citronellyl isobutyrate, C14H26O2 – – – 2,03 – 0,33
16.89 Nerol acetate, C12H20O2 – 1,14 1,60 3,06 4,47 10,82
16.93 Cadina-3,5-diene, C15H24 1,20 0,55 0,57 0,78 0,68 –
17.00 α-Cubebene, C15H24 – 0,75 – – – –
17.18 Geranyl acetate, C12H20O2 – 1,97 2,45 – – –
17.30 α-Copaene, C15H24 1,34 0,84 0,85 1,02 2,94 0,34
17.53 β-Elemene, C15H24 – – 1,56 – – –
17.88 Cis-α-bergamotene, C15H24 – – – 2,08 – –
18.19 β-Сaryophyllene, C15H24 1,34 0,74 0,85 0,90 0,98 –
18.22 Trans-α-bergamotene, C15H24 6,54 4,06 6,07 7,18 8,37 5,64
18.25 (E)-β-Farmesene, C15H24 0,87 – – – –
18.44 Geranyl propionate, C13H22O2 – – – – – 1,19
18.50 γ-Muurolene, C15H24 0,91 0,48 – 0,97 0,73 –
18.65 α-Caryophyllene C15H24 2,40 1,95 2,00 2,01 – 2,39
18.83 1,2-Enzenediol, o-cetoxyacetyl- 

(4-utylbenzoyl)-, C21H22O6
0,01 0,16 0,29 – 0,64 –

18.85 Trans-β-bergamotene, C15H24 0,95 0,68 0,93 0,83 0,58 –

18.90 Cis-muurola-4 (15), 5-diene, C15H24 – 0,70 – – – –
19.18 β-Bisabolene, C15H24 – – – 4,00 – 2,82
19.75 E-Nerolidol, C15H26O 0,26 0,38 – – 0,84 0,20

19.77 (Z)-Nerolidol, C15H26O – – – – 0,75 –
19.86 Hedycaryol, C15H26O – – 0,82 1,14 – –
19.94 Benzoic acid, 3-hexenyl ester, C13H16O2 0,69 0,38 0,32 0,43 1,00 0,26
20.12 Trans-γ-bisabolene, C15H24 0,57 0,43 0,71 0,64 0,79 0,36
20.38 β-Caryophyllene oxide, C15H24O 2,31 2,42 2,02 1,57 3,36 2,97
20.41 Spatulenol, C15H24O 1,49 1,39 1,34 1,27 – –
20.72 α-Humulene epoxide II, C15H24O 0,19 0,30 0,23 0,14 0,71 0,46
21.45 α-Bisabolol, C15H26O 0,39 0,34 0,49 0,44 – –
21.55 β-Sinensal, C15H22O 0,26 0,62 0,52 0,19 0,31 –

Содержание в общем объеме, % 96,49 96,79 85,46 95,58 83,08 83,69

Всего в пределах данной группы таксонов выделено 70 летучих ароматических субстанций, 
в том числе 37 кислородсодержащих и 33 углеводорода. Характерными для всех 6 исследуемых 
видов и гибридов, подтверждающих их генетическую близость, являются 10 компонентов, а наибо-
лее значимыми среди них по долевому содержанию в общем объеме веществ являются: D-li mo-

Окончание таблицы
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nene, Z-citral (neral), E-citral (geranial), elemene isomer (изомеры элемена), α-copaene, trans-α-berga-
motene, benzoic acid, 3-hexenyl ester, trans-γ-bisabolene, β-caryophyllene oxide, α-humulene epoxide II.

Для гибридов и сортов лайма Citrus limetta и Citrus aurantiifolia характерными являются также 
еще 7 летучих соединений, в том числе кислородсодержащие компоненты (citronellal, citronellol, 
citronellyl, β-sinensal) и сесквитерпены (cadina-3,5-diene, β-caryophyllene, trans-β-bergamotene). 
Вместе с тем единственным ароматическим компонентом, характерным только для сладкого 
лайма и его сортов, является монотерпен m-cymene, C10H12 – с ароматом петрушки, в то время 
как общих компонентов только для сортов кислого лайма не выявлено.

Наиболее значимым по объему среди ароматических компонентов, подтверждающих родство 
сортов кислого лайма (Citrus aurantiifolia) с лимоном (Citrus limon), исходя из полученных результа тов, 
является Nerol acetate. В небольших долях присутствуют 4-thujanol, cyclofenchene, benzaldehyde;  
у сладкого лайма – Nerol acetate и α-caryophyllene. Исходя из представленных в таблице данных,  
у сорта C. aurantiifolia ‘Таити’ выявлено 44 достоверно значимых легколетучих компонента, со-
ставляющих в сумме 95,58 % от их общего объема (кислородсодержащих компонентов ‒ 56,51 %, 
углеводородов – 39,07 %). Из кислородсодержащих компонентов превалируют терпеноидный аль-
дегид цитронеллаль (18,34 %) с приятным ароматом, терпеноидный спирт линалоол (13,41 %) и их 
сложные эфиры, а также нераль и гераниаль и их эфиры. Среди углеводородов монотерпены со-
ставляют 18,38 % от общего объема ароматических соединений (на D- лимонен приходится 15,71 %). 
Содержание γ-терпинена составляет всего 0,33 %, а сесквитерпены представлены бергамотенами, 
сесквитерпеновыми аналогами α- и β-пиненов, их транс- и цис-стереоизомерами (10,11 %), бисабо-
ленами (4,64 %). Большое разнообразие выделяемых листьями летучих компонентов (37) характер-
но и для сорта Citrus aurantiifolia ‘Foro’. Доминантами в аромате листьев являются β-пинен 
(10,76 %), D-лимонен (9,20 %) и циклофенхен, или изопинен, с ароматом сосны (7,19 %). 

Кроме общих компонентов газовой фазы выделяемых листьями соединений, а именно угле-
водородов, в том числе монотерпенов (циклофенхен, β-пинен, D-лимонен, γ-терпинен) и сескви-
терпенов (изомеры элемена, α-копаен, транс-α-бергамотен, транс-α-бисаболен), кислородсодер-
жащих компонентов (4-туйенол, Z- и Е-цитраль, ундеканаль, нерол ацетат и другие сложные 
эфиры), в составе исследуемых таксонов выявлены общие для обоих культиваров кислого лайма 
C. aurantiifolia сесквитерпены (β-кариофиллен, кадинен, γ-мууролен, транс-β-бергамотен и α- ка-
локорен), а также один из компонентов аромата листьев, характерный только для  сорта C. auran-
tiifolia ‘Foro’ – Z-неролидол. 

У исследуемых таксонов сладкого лайма Citrus limetta Risso среди ароматических летучих 
соединений, кроме упомянутых выше, в значимых объемах обнаружено 7 компонентов, под-
тверждающих их генетическую близость, а именно: lynalool, cytronellal, cytronellol, cytronellyl, 
trans-β-bergamotene, β-caryophyllene. Кроме того, отличительным признаком всех исследованных 
гибридов лайма (Citrus aurantiifolia и Citrus limetta) является наличие ациклического сесквитер-
пеноида альдегида β-синенсаль (β-sinensal) ‒ компонента, который не выявлен у сортов и гибри-
дов лимона Citrus limon (L.) Osbeck [1].

По качественному составу и долевому содержанию летучих компонентов листьев Citrus 
limon ‘Бесколючий’ генетически наиболее близок  к  видам и гибридам лимона, исследованным 
нами ранее [1, 2]. Почти 83,69 % от их общего объема приходится на кислородсодержащие ком-
поненты, среди которых превалируют Е- и Z-изомеры цитраля (С10Н16О2) гераниаль и нераль – 
26,50 %; терпеноидный спирт эвкалиптол (С10Н18О) – 2,30; эфиры, оксиды α- и β-изомеров се-
сквитерпена кариофиллена (С15Н24О) – 5,40 %. Углеводороды в составе ароматических компонен-
тов – это монотерпены (С10Н16) β-пинен (7,44 %) и D-лимонен (9,74 %), сесквитерпены (С15Н24) 
α-бергамотен (5,64 %) и β-бисаболен (2,82 %). 

Как показала оценка полезных качеств испытанных в данном исследовании видов, гибридов 
и сортов лайма, важными, кроме лимонена, являются также такие ароматические субстанции, 
присутствующие в составе летучих компонентов листьев, как линалоол и эвкалиптол.

Лимонен существует в виде двух оптически активных форм (энантиомеров) и в виде рацеми-
ческой смеси, которую раньше считали одним веществом (дипентен). Содержится во многих 
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эфирных маслах (в эфирных маслах цитрусовых до 90 % D-лимонена). D-лимонен (R-энантиомер) 
обладает цитрусовым запахом и используется в качестве отдушки в парфюмерии и в производ-
стве ароматизаторов. L-лимонен (S-энантиомер) имеет ярко выраженный запах хвои. Этот энан-
тиомер также используется в качестве отдушки, но в настоящее время обсуждаются его возможные 
канцерогенные свойства. В составе легколетучих компонентов листьев у лимона ‘Бесколючий’ 
присутствует D-лимонен с цитрусовым ароматом.

Линалоол представляет собой третичный спирт, монотерпеноид. Состоит из двух энантио-
меров: (R)-(-)-линалоола (ликареола) и (S)-(+)-линалоола (кориандрола). Рацематная смесь – 
(±)-линалоол называется мирценолом. Линалоол выделяют из природных эфирных масел: кори-
андрол – из эфирного масла кориандра, ликареол – из масла мускатного шалфея, лавандового 
масла. Линалоол является антимикробным агентом и ароматизатором и играет роль метаболита 
растений. Мирценол в составе косметических средств может вызывать аллергическую реакцию.

Эвкалиптол, или цинеол (1,8-цинеол), – моноциклический терпен. Считается антисептиком. 
Монотерпеновое соединение, обладающее сильным ароматом. Является одним из доминирую-
щих компонентов эвкалиптового эфирного масла, определяющего его ценность. Входит в состав 
многих антисептических жидкостей для полоскания рта и средств от кашля, эффективное сред-
ство для лечения негнойного риносинусита, астмы, уменьшает воспаление и боль при местном 
применении. Установлено также, что он убивает лейкозные клетки in vitro [11].

К уникальным и индивидуальным ароматическим соединениям газовой фазы натуральных эфир-
ных масел, выделяемых листьями таксонов лайма, следует отнести Z-неролидол и β-синенсаль. 

Z-неролидол (Z-nerolidol) – ациклический сесквитерпеноид, альдегид, который встречается  
в перуанском бальзаме, апельсиновом и померанцевом эфирных маслах. В результате проведен-
ных нами исследований был выявлен в составе летучих компонентов листьев у сорта кислого 
лайма C. aurantiifolia ‘Foro’. Используется в качестве компонента парфюмерных композиций, пи-
щевого ароматизатора и фиксатора ароматов.

Наряду с лимоненом наиболее важными компонентами эфирного масла, влияющими на его 
аромат, являются цитраль, деканаль, эфиры алифатических и терпеновых спиртов, а также  
сесксвитерпеновые альдегиды – α- и β-синенсали.

Заключение. Таким образом, методом GC/MS-анализа установлен качественный состав аро-
матических летучих соединений, выделяемых листьями тропических представителей рода 
Citrus L. в условиях оранжерей. Состав компонентов у таксонов варьируется в пределах рода  
и составляет для каждого из них в сумме следующее число: сладкий лайм (лиметта) (Citrus 
limetta Risso) ‒ 38, его сорта Citrus limetta ‘Марокко’ и Citrus limetta ‘Кислая оранжевая’ ‒ 41 и 37 со-
ответственно; сорта кислого лайма Citrus aurantiifolia ‘Таити’ и Citrus aurantiifolia ‘Foro’ ‒ 44  
и 37 соответственно; лимон ‘Бесколючий’ (Citrus limon ‘Бесколючий) ‒ 30. В сложном букете  
цитрусово-хвойного аромата листьев всей группы исследованных растений из всех выделенных 
компонентов следует отметить 10 субстанций, подтверждающих генетическую близость этих 
таксонов в пределах рода Citrus L. Ряд индивидуальных ароматических компонентов представ-
ляют отличительные качественные признаки каждого из сортов и важны для их таксономии. 
Исследованные таксоны могут быть рекомендованы в составе композиций ароматических рас-
тений в интерьерах различного функционального назначения.
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КАРТИРОВАНИЕ ПОЖАРНОЙ ОПАСНОСТИ ЛЕСОВ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ПОГОДНЫХ УСЛОВИЙ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ГЕОИНФОРМАЦИОННЫХ ТЕХНОЛОГИЙ

Аннотация. Важный компонент стратегии борьбы с лесными пожарами – точное прогнозирование пожарных 
рисков. В статье описан процесс разработки специальной системы поддержки принятия решений (ForestFire GIS) 
для анализа климатических условий и определения пожарных рисков в Беларуси, в том числе на радиоактивно за-
грязненной территории. Приложение состоит из двух основных модулей: модуля оценки пожарной опасности и мо-
дуля переноса радионуклидов при пожаре. Модуль оценки пожарной опасности использует данные о дневной темпе-
ратуре, точке росы и суточных осадках для расчета индекса пожарной опасности на основе погодных условий (FHI). 
Программа содержит рекомендации для сотрудников пожарных служб по эффективной стратегии тушения пожаров. 
Ядро геоинформационных систем (ГИС) выполняет на основе MapWinGIS все основные операции со слоями карты –  
масштабирование, перемещение, геокодирование и т. д., загружает и сохраняет изменения. ГИС ForestFire была про-
тестирована на данных начала пожарного сезона в Гомельской области Беларуси.

Ключевые слова: система поддержки принятия решений, пожарная опасность, точность прогнозов, управление 
пожарами, картографирование, радиоактивное загрязнение

Для цитирования: Картирование пожарной опасности лесов в зависимости от погодных условий с использова-
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Introduction. Among natural emergencies, forest fires are one of the most harmful disasters. During 
the last decades, vegetation fires in Eastern and Central Europe has become more common, intensive 
and less controllable as a consequence of land-use, social and economic changes and coupled with the 
impacts of global and regional climate changes [1]. Large and severe wildfires are occurring more 
frequently than in the past and are events that seriously affect human health, environmental security and 
economic losses [2, 3].
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Wildland fires on terrains contaminated by chemicals and radionuclides create new nonstandard 
risks for firefighters, residents and environment. This issue is of special interest for Belarus because  
of the radioactive contamination in the south-east region. Resuspension of long-lived radionuclides with 
smoke aerosols during biomass burning can lead to a secondary radioactive contamination of the 
neighborhood and to additional internal exposure of people in the area of fire [4]. 

Since 1986 Belarus has a large forested areas contaminated by technogenic radionuclides. The most 
contaminated territories (up to 59.2 MBq·m‒2 of 137Cs in 1986) are located in 30-km zone around the 
Chernobyl NPP [5]. An important issue for contaminated territories is related to the distribution  
of 241Am. The activity of this isotope is slowly growing with time through the beta-decay of 241Pu (half-life 
14.4 years). Corresponding studies show that 241Am doubled in concentration of the past 20 years in the 
areas with Pu contamination [6].  

According to the regulations on forest management in contaminated territories, all economic acti-
vities in the restricted areas are limited (except environmental activities, scientific and experimental 
work). Due to the absence of preventative cuttings of trees in restricted areas over the last 3 decades,  
a significant amount of radioactively contaminated organic matter has been accumulated under the forest 
canopy. Wrong practice to burn fields in spring and summer often leads to the ignition of contaminated 
forests and to peat fires. Peats in contaminated territories could smolder within the fire season polluting 
the neighbourhood with radionuclides deposited in fuel materials [7, 8]. On the other hand, ignitions in 
contaminated areas of the 30-km zone basically depends on weather conditions as they are restricted for 
humans to enter. The intensity of the fire and the total area burnt down from a fire are mainly determined 
by fuel load, topography as well as many other physical parameters which is usually difficult to describe 
within one model [9]. 

The seasonal nature of the occurrence of fires is strictly related to the weather conditions. In countries 
with a temperate climate (Belarus, Ukraine, Poland etc.) the fire season begins in the end of March and 
usually ends in October. Due to climate anomalies, exceptionally many fires occurred in 1996, 1999, 
2002, 2006 and 2015 [10–12]. The latest large forest fire on the territory of the Polessie State Radiation-
ecological Reserve (PSRER) occurred in 2015 with the total burnt area over 10 000 ha and greater 
transboundary impact. Although the measures taken to prevent forest fires in contaminated areas, human 

 

Fig. 1. Map of the ignition point density (number per km2) in Gomel region (Belarus) in 2018. The ignition point density was 
calculated using the Point Density tool of QGIS software [13]. The red points indicate the ignition point location 
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factor remains the main driver of ignition. Belarusian fire statistics show that up to 125 forest fires, 
leading to burning of areas >220 ha, occurred in Gomel region in 2018, including 9 fire events in hardly 
accessible areas of PSRER. Fig. 1 highlights the spatial variation of fire event locations and ignition 
point densities within 2018.

The spatial analysis of fire locations showed that up to 80 % of ignition points are situated near 
highways and settlements or within a short distance away (a 5-km radius). This is related to the fact that 
each district has the most frequently visited forest sites.

Fig. 2 shows the relationship between number forest fires and different weather parameters. Moisture 
and air temperature has significantly less influence on wildfires spreading (Fig. 2, a, b) than the 
precipitation level. There is a strong correlation between the number of wildfires and the absence  
of precipitation (R2 = 0.79, n = 183, p = 0.05). It should be noted that the summer of 2018 was exceptionally 
warm and dry in Belarus. Throughout April 2018, there were 27 days with less than 1 mm of rainfall 

 

Fig. 2. The relationship between weather parameters (blue dots) and the number of forest fires (red bars)  
in the Gomel region in 2018 (a – moisture; b – temperature; c – precipitation)
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(Fig. 2, c). The average daily precipitation in April is 0.6 mm. In May, the amount of rainfall was also 
very small and did not exceed 0.7 mm. A significant increasing of precipitation occurring in June and 
July (although less than the average for the same months in the area). The most abundant rainfall came in 
July, with a maximum of >70 mm. In August and September, the average precipitation level decreased to 
2.2 and 1.2 mm per day, respectively.

According to the current administrative structure of regions and districts, state administrations are 
responsible for overall environmental security and public health. In addition, they are responsible for 
proper implementation of fire prevention measures, mobilization of fire suppression forces and evacu-
ation of population in case of fire threat to settlements or infrastructure. However, there is a weaknesses 
related to manual calculations of fire hazard and records, which did not meet the purpose of the quality 
control since it depended largely on the knowledge and accountability of the staff members involved.

For the above reasons, the selection of forest firefighting strategies based on accurate forecasting  
of fire risks, in hardly accessible areas of the 30-km zone, has become one of the current and near future 
priorities for environmental researchers in Belarus. Managing forest fire risks based on reliable 
information and forecasts on fuel loads, amount of radionuclides flowing out to the atmosphere through 
burning of contaminated biomass may be done using geographic information systems (GIS) and remote 
sensing. Such methods are strongly supported by radioecologists, researchers and public authorities [14, 15].

Our study of fire hazard Chernobyl affected regions has been continued in 2018 with the main aim to 
develop an automated decision supporting system (DSS) for the analysis of the weather conditions and 
the definition of fire risks in the forestry enterprises of the Gomel region, including radioactively 
contaminated territories.

Materials and research methods. Weather-based fire danger. The level of forest fire hazard in the 
Republic of Belarus is estimated by used a five-graded scale based on the weather conditions, where the 
fifth degree of fire danger is the highest and the most hazardous (Tab. 1). The weather forecast used in 
the scale is provided by the “Republican center for hydrometeorology, control of radioactive contami-
nation and environmental monitoring” (Belhydromet), a branch of the Ministry of Environment of Re - 
pub  lic of Belarus. This scale is used to estimate fire risks in contaminated areas through calculation  
of a weather-based fire hazard index (FHIN, i.e. national index). From year to year, the calculation of fire 
hazard index begins after the descent of snow cover, and then continues daily until the autumn, when the 
fire season is over.

T a b l e  1. Weather-based fire hazard index used in Belarus based on weather conditions

Total amount  
of precipitation  
for 10 days, mm

Fire danger class

I (very low) II (low) III (moderate) IV (high) V (extreme)

Weather based fire hazard index

5–15 <130 131–500 501–4000 4001–10 000 >10 000
16–25 <230 231–600 601–4000 4001–10 000 >10 000
>26 <330 331–700 701–4000 4001–10 000 >10 000

Calculation of FHIN is based on consecutive daily observations of temperature, dew point and 
24-hour rainfall in 7 stations (the total number of meteorological stations and posts in Gomel region is 27) 
[16]. These stations are aimed to collect daily raw data from each post in the region. After processing the 
results applies to each corresponding administrative district in the region. 

The calculation also takes into account the number of days since precipitation (dry days). Days with 
precipitation amount less than 5.0 mm, are considered to be dry. If precipitation level exceeds 5.0 mm 
the FHIN is reset to zero. In this case, to assess the fire-weather danger class a total amount of precipitation 
for 10 days is used. FHIN is estimated by following equation [17]: 

 
FHIN 1 ( ),n

NFHI t t r= −∑  

where t – is the daily noon temperature, oC; r – dew point, oC; n – the amount of dry days. 
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Based on calculated index, the firefighting strategy are determined with regard to governmental 
regulations [18]. A similar method of calculation was used in DSS algorithm. The FHI is a crucial para-
meter for the DSS that provides spatial distribution of fire danger classes by districts.

 Software development and data integration. A dedicated digital application, ForestFire GIS (FF 
GIS), was developed based on the MapWinGIS – a free and open source geographic information system 
programming ActiveX Control and application programmer interface (API) that can be added to a Win-
dows Form in Visual Basic, C#, Delphi, or other languages that support ActiveX [19]. To build the FF 
GIS application we used Borland Delphi environment, with the MapWinGIS platform integrated into the 
FF GIS application. It was an optimal solution to build a new DSS instead of customizing the Quantum 
GIS platform used Python programming language.

The FF GIS is divided into two main modules that represent to the user different kinds of information 
and perform different tasks (Fig. 3, a). These modules are: 

fire danger rating module; 
module of radionuclides transfer during the fire event (works for contaminated territories). Within 

this article, a development and testing of the first module will be reported. 
The fire danger rating module incorporate obtaining of weather data (Fig. 3, b), geographical data 

visualization and fire hazard forecasting. Spatial data used by FF GIS stored in a GIS-compatible format – 
Shapefile (.shp*). The dbf-files contains database with all sets of feature attributes with one record per 
feature. A detailed description is reported elsewhere [20]. The database is the source of information used 
to generate, read, and display maps and layers. It contains: 

actual data on vegetation type, age of forest stand and fuel load (an average amount of fuel materials 
for typical forests of Belarusian Polesye, reported by V. V. Usenya [21];

data on density of radioactive contamination by 137Cs (used with module of radionuclides transfer 
during the fire event);

actual weather data gathering (from public weather service).
For the development of FF GIS, standard software development milestones (e. g. planning, analysis, 

design, implementation, testing and maintenance) were applied. The details of this development are 
described below.

Planning. For better understanding the specific needs and overall feasibility of the project, the 
structure of forest management and decision-making principles were investigated. Furthermore, 
Belarusian radiation safety requirements for forestry workers in contaminated areas were studied. One 
of the main objectives of the planning phase was to study the world experience in terms of development 

                                                                           а                                                                            b

Fig. 3. ForestFire GIS work logic: general structure (a) and weather data gathering (b)
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and implementation of similar decision supporting systems for wildfires management (AUTO-HAZARD 
PRO [22], FlamMap by Finney [23] etc.). 

Analysis. At the current stage, minimal requirements were defined for the software design. For this 
purpose, two approaches were used:

interviews with stakeholders;
study of technical documentation for similar systems [24, 25]. 
The interviews are aimed to find out a professional needs of stakeholders regarding wildfires issues 

on contaminated territories. Overall, 8 specialists, including forestry and fire managers, radiation protec-
tion officers, were interviewed.

Design. The development environment was selected on the basis of usability and possibility for 
optimal integration of MapWinGIS platform. A general principles of UX/UI design were used on this 
stge. All functions and operations were described in details within specification, including necessary 
elements, classes, methods and models.

Implementation. This phase aimed at building a stable version of the program and its individual parts. 
Particularly, all modules of FF GIS were developed separately. The output of this stage was the imple-
mentation of 50 different classes and more than 2000 functions and methods, including a set of graphical 
interface elements, classes for accessing databases, HTTP syntactical analyzer etc.

The raw data required for the application is obtained from different data sources. For example, 
weather information may be obtained from public weather service using HTTP-requests. The source data 
for digital maps is obtained from Gomel forestry FTP-servers. Vector layers were created using georefe-
rencer GDAL plugin in the QGIS platform. Each layer corresponds to real geographical coordinates  
of forestry objects presented in WGS 84/Pseudo-Mercator EPSG: 3857 projection. Custom maps supe-
rimposed on the OpenStreetMaps layer – basic layer worked under the Open Database License.

The module for radionuclides transfer assessment is based on the analysis of climatic, environmental 
and historical data obtained from continuous datasets in Belarus since 2005 (not described within this 
article). It also includes field data on fuel load and the distribution of long-lived radionuclides under the 
forest canopy [26]. All data are stored in the database. The output data incorporate volume activity 
concentration of 137Cs in the air and activity of fallouts due to resuspension after fires on different 
distance from the source. Upon discovering a high risk of ignition in contaminated territories user might 
switch to radionuclides transfer module. It can compute the radiation consequences of wildfires using 1 
from 4 available scenarios. To confirm the validity of calculated parameters a field data is required. The 
main output of this phase was a beta-version for testing.

Testing. This stage included individual and inter-module tests, GUI (graphical user interface) tests, 
common working tests and data validation. More specifically, tests were performed through the fol-
lowing activities: testing of beta-version of service for calculating atmospheric transfer; testing of beta-
version for weather based fire danger rating service and corresponding program interface. As a result, 
some bugs were identified and corrected.

An official data provided by authorities (FHIN) remain relevant for the day when prognosis was 
made. An advantage of FF GIS is the possibility to make prediction up to 5 days. Therefore, a national 
index FHI performed by Belhydromet is an important source to validate calculations made by FF GIS 
and assist in prediction of the future fire situation.

An analysis of observed and predicted values was performed by using methods of parametric and 
non-parametric statistics. The difference between groups was tested using the Manne–Whitney U-test 
(independent samples) and two-sample t-test with the same variance. Data are presented as median, 
range and mean ± standard deviation values. To identify one or more outliers, the ROUT method was 
applied. 

 Software application. A stable version of the FF GIS provides the following services: cartographic, 
weather engine, atmospheric transfer of radionuclides and secondary contamination forecasting, foreca-
sting of forest fires hazard based on weather conditions.

The MapWinGIS-core of the application is responsible for the implementation of GIS related 
functions i.e. mapping, management of map layers, visualizing styles for formatting graphical elements 
etc. Map data sets used by FF GIS consist of three basic layers (boundaries, forestry, labels). One extra 
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layer highlighting the density of 137Cs contamination, included to maps working with a module for 
atmospheric transfer of radionuclides. 

In order to calculate FHI for a current day, the application use retrospective data of weather 
conditions. The “weather engine” is an independent subprogram aimed at continuous gathering weather 
information (Fig. 3). While working in real time the “weather engine” collects available information on 
daily temperature, amount of precipitation and air humidity using HTTP-requests. The information ga-
the red is stored in a database in “.dbf” file format, which can be used by FF GIS. Through an appropriate 
interface, users may choose the forecasting length (up to 10 days).

After the FHI calculation, it is possible to generate predicted fire danger maps. The FHI can be 
calculated both for a single forestry (selected by the user in the list box) as well as for a whole region. 
During routine operation, 7 meteorological stations collect relevant data from nearby territories. The FF GIS 

 
 

 
 

Fig. 4. An example of fire hazard maps created by application for Gomel region (a) and for single forestry (b).  
Districts with radiation contamination are marked with radiation hazard symbol 
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compute FHI for all districts in the region. Some forestries incorporate two administrative districts.  
In this case, the application takes the maximum FHI value. Thus, the application might create two kinds  
of maps depends on user choice (Fig. 4).

Fig. 4 shows that each fire danger class represents by its own color. Along with the FHI calculation, 
guidance for stakeholders is given with accordance to the regulations of efficient suppression strategy 
for wildfires [18]. More specifically, in the case of full absence of fires, ground and single air patrolling 
are carried out in a recreational facilities and forest areas with low fire probability. On the territories  
of radioactive contamination and beyond, a daily air dosimetric survey is carrying out. Emergency 
preparedness also includes information work with the locals through mass media. If the highest level  
of fire danger (IV‒V fire danger class) is reached, entry to forest areas is prohibited.

Evaluation of wildfire danger. The accuracy in the forecasting of FF GIS is highly depends on  
the prediction length selected by user and spatiotemporal accuracy of weather parameters forecasts.  
The results calculated by the program were compared with the official data provided by Belhydromet. 
The results of comparison are presented in Fig. 5.

April monthly data of FHIN calculation in six observation points was taken for comparison. For 
“Zhitkovichi” observation point, predicted values of FHI were approximately 45 % higher than official 
data. For the remaining locations a predicted values were slightly lower than official data. A comparison 
reveals a good agreement between data (td < tst, p = 0.05). The results of comparison of observed and 
predicted FHI values are presented in Tab. 2.

T a b l e  2. The statistical parameters of data validation

Parameter
Observation point

Gomel Zhlobyn October Brahin Mozyr Zhitkovichi

MRFHI
* 0.81 0.81 1.18 0.92 0.61 1.55

SEMR** 0.06 1.02 0.09 0.15 0.09 0.30
df 22 24 20 20 24 23
t-test (p < 0.05) 0.78 0.53 0.6 0.85 0.85 0.36
U-test (p < 0.05) 65 69 50 70 73 56
Significantly different No No No No No No

N o t e. * – mean ratio between observed and predicted FHI values; ** – standard error  
of mean ratio.

The data shows no significant difference between observed and predicted FHI values (values for the 
Mann–Whitney U-test are much higher than table values for corresponding samples with the level  
of significance p = 0.05). The observed-to-predicted ratio is narrowing despite the values from “Mozyr” 
and “Zhitkovichi” observation points.

Forecasting accuracies varying from 50 to 98 %. The verification shows that the optimal period for 
forecasts is 3 days with an accuracy up to 95 %, as compared to official data. However, in some cases the 
accuracy remained high even during the 5 day of forecast. The reason for the deviation, as compared to 
the official data, for longer forecast periods is not yet determined. Apparently, the more stable weather 
conditions might provide more accurate forecasting.

The forecasts were also validated from COPERNICUS European Forest Fire Information System 
(EFFIS) observations. Due to lack of conformity between calculating methods in Europe and Belarus,  
a comparison of fire danger classes was made. The forecasts might be performed daily, with 5-day 
predictions. As shown in Fig. 6 the maps of forecasted fire danger level created by EFFIS are in a good 
agreement with ones created by FF GIS. 

Some areas on the FIS GIS maps have a higher fire hazard level than the EFFIS maps. On April 12, 
some districts show a moderate level of fire danger, while on European maps the moderate level is 
forecasted beyond the region. The situation has changed on April 24 in most of the Gomel region, except 
two districts, a moderate level of fire hazard is determined (Fig. 6, b). On the other hand, EFFIS maps 
indicate a moderate level of fire danger only for eastern part of the region (Fig. 6, a). It should be noted 
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that maps created by FF GIS have differences in assigned color code, caused by reduced number  
of classes.

Results and its discussion. The main output of this work is a modern tool for forest fire risk 
management, that could be useful not only in contaminated forests but for whole regions. In comparison 
with other similar systems [22, 23], FF GIS has many significant differences. One of the most important 
is the special emphasis on radiological consequences of wildland fires. The DSS is providing next ser-
vices: cartographic, predicting atmospheric transfer of radionuclides and secondary contamination (inclu-
ding transboundary effects), predicting exposure doses for participants of firefighting. The main mile-
stone of implementation is development for Belarus a scientific radiological and firefighting background, 
base of firefighting knowledge, models and specific thematic maps and system of coordi nation between 
forestries and administrative units. 

Among the main problems in effective forest fires risk management in Belarus it is important  
to mention: 

lack of reliable and timely spatial information about location of forests with highest fire risk (digital 
maps for fuel load, infrastructure analysis etc.) and effective data transfer between forestries and smaller 
administrative units; 

Fig. 5. Comparison of forecasted FHI values with official data. On the graphs: lines highlights FHI values predicted by FF 
GIS, points represent official data (FHIN)
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Fig. 6. Comparison of daily maps of forecasted fire danger level from EFFIS (a) and FF GIS (b). The source of meteorological 
forecast data is the European Centre for Medium-Range Weather Forecast (ECMWF) with 8 km resolution
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absence of prediction scenarios of effective doses for firefighters and emitted amount of long-lived 
radionuclides during the ignition; 

lack of reliable information among local communities on environmental consequences of forest fires 
including radiological impact;

lack of information transparency for local authorities, stakeholders and decision makers. 
Launching the DSS on the territory of Gomel region will give an advantage over the national warning 

system. The main benefit is to fulfil a five-day prediction daily, thereby improving emergency prepa-
redness and response to wildfire events. An additional module for analysis of radionuclides transfer –  
a feature that distinguishes FF GIS from systems with similar functionality.   

In order to further improve and expand the existing functionality of FF GIS it is important to 
continue to investigating and compare with other similar decision support systems and the world expe-
rience in developing and implementation processes. Currently, the FF GIS software provide users with 
wide range possibilities:

to work with the forest fires parameters based on database;
forecasting of environmental consequences of forest fires in radioactively contaminated territories 

(emitted amount of radionuclides, secondary contamination of territories);
calculation of FHI using weather data downloaded from FTP-servers;
coloring elements of the vector layer in accordance with requirements [18].
Conclusion. The aim is to further develop the DSS to improve the acquisition of timely information 

on physical and radiological forest fire risks in contaminated territories, emergency preparedness  
of firefighting services and optimization of the early warning system for fires. During this year’s fire 
season, Gomel State Production Forestry Association provides pilot-testing and adoption of the system.

Within the dissemination phase, we aim at involving all crucial stakeholders. The main target groups are: 
public authorities of the territories contaminated by radionuclides;
forest and land managers, public agencies and organizations responsible for fire planning and 

suppression.
The outputs of this work are the first steps in adoption of automated forecasting system of forest fires 

and its consequences in Belarus. The DSS allows to highlight the benefits of using IT and GIS technology 
in wildland fires prevention. 
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Институт экспериментальной ботаники имени В. Ф. Купревича НАН Беларуси,  
Минск, Республика Беларусь

НАКОПЛЕНИЕ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИХ ПИГМЕНТОВ  
И ПОКАЗАТЕЛИ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ ХЛОРОФИЛЛА  

В ЛИСТЬЯХ DIOSCOREA ALATA L. ПРИ ВЕГЕТАТИВНОМ  
РАЗМНОЖЕНИИ РАСТЕНИЙ НА ИОНООБМЕННЫХ СУБСТРАТАХ

Аннотация. Изучены содержание фотосинтетических пигментов и флуоресценция хлорофиллов (Хл) в листьях 
растений Dioscorea alata L., выращенных на модифицированном ионообменном субстрате. Установлено, что в вари-
анте с добавлением в субстрат гидрогеля мелкой фракции в количестве 1 г/л содержание Хл а на 15 % выше по от-
ношению к контролю. Содержание Хл b и каротиноидов по сравнению с контролем различались несущественно. 
При добавлении гидрогеля в концентрации 0,5 г/л содержание Хл а во всех изученных вариантах былo значительно 
ниже контроля.

Исходя из исследованных параметров флуоресценции Хл, наиболее благоприятные для продуктивности фото-
синтеза условия были в варианте с добавлением с 1 г мелкой фракции и при освещении ДНаТ-400.

Ключевые слова: гидрогель, ионообменный субстрат, фотосинтетические пигменты, Dioscorea alata L.
Для цитирования: Карасева, Е. Н. Накопление фотосинтетических пигментов и показатели флуоресценции 

хлорофилла в листьях Dioscorea alata L. при вегетативном размножении растений на ионообменных субстратах /  
Е. Н. Карасева // Вес. Нац. aкад. навук Беларусі. Сер. біял. навук. – 2021. – Т. 66, № 3. – С. 333–338. https://doi.
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V. F. Kuprevich Institute of Experimental Botany of the National Academy of Sciences of Belarus,  
Minsk, Republic of Belarus

ACCUMULATION OF PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS AND INDICATORS OF FLUORESCENCE  
OF CHLOROPHYLL IN LEAVES OF DIOSCOREA ALATA L. DURING VEGETATIVE REPRODUCTION 

OF PLANTS ON ION-EXCHANGE SUBSTRATES

Abstract. The content of photosynthetic pigments and fluorescence of chlorophylls in leaves of Dioscorea alata L. plants 
grown on a modified ion-exchange substrate were studied. It was found that in the variant with the addition of a fine fraction 
to the hydrogel substrate in an amount of 1 g/l, the Chl а content is 15 % higher than in the control. The content of Chl b and 
carotenoids in comparison with the control differed insignificantly. When the hydrogel was added at a concentration of 0.5 g/l, 
the Chl а content in all studied variants was significantly lower than the control.

Based on the investigated parameters of chlorophyll fluorescence, the most favorable conditions for the productivity  
of photosynthesis were in the variant with the addition of 1 g of a fine fraction and illumination of DNaT-400.

Keywords: hydrogel, ion exchange substrate, photosynthetic pigments, Dioscorea alata L.
For citation: Karasiova А. N. Accumulation of photosynthetic pigments and indicators of fluorescence of chlorophyll in 

leaves of Dioscorea alata L. during vegetative reproduction of plants on ion-exchange substrates. Vestsi Natsyyanal’nai 
akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnykh navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. 
Biological series, 2021, vol. 66, no. 3, pp. 333–338 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1029-8940-2021-66-3-333-338

Введение. Адаптация растений к условиям выращивания представляет собой интегральный 
процесс, зависящий от ряда факторов. Для нормального роста и развития растений необходимо 
оптимальное сочетание элементов питания, теплового и светового режимов, влажности почвы  
и воздуха. В растениеводстве защищенного грунта существует проблема адаптации микрокло-
нов при перенесении их из условий in vitro или гидропонной культуры на корнеобитаемую среду 
in vivo [1].

© Карасева Е. Н., 2021
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В настоящей работе изучены особенности адаптации интродуцента Dioscorea alata L. в усло-
виях защищенного грунта при ускоренном микроклонировании in vivo.

Диоскорея крылатая представляет интерес для интродукции как высокодекоративное расте-
ние для озеленения офисов, холлов гостиниц, торговых сетей, оранжерей, а также для верти-
кального озеленения с использованием горшечных культур. Dioscorea alata L. – многолетняя 
травянистая лиана, формирующая богатые биологически активными веществами крупные клуб-
ни (рис. 1). Растение культивируется в Юго-Восточной Азии. Стебли четырехугольные, с 4 про-
дольно крылатыми, волнистыми, зелеными или красноватыми выростами. Листья, как правило, 
супротивные, иногда чередуются на быстрорастущих ветвях, кожистые, широкояйцевидные. 
Соцветия пазушные, цветки однополые. Благодаря фиолетовой окраске листьев может быть цен-
ным естественным источником пищевого красителя [2].

Учитывая, что объект исследования – лиана тропического происхождения, требующая до-
статочного водообеспечения и минерального питания в процессе вегетативного роста, необхо-
димо было решить ряд задач. Во-первых, разработать условия ускоренного размножения путем 
черенкования. Во-вторых, оптимизировать ионообменный субстрат по агрохимическому соста-
ву и агрофизическим свойствам для успешного роста интродуцируемой лианы. 

Ранее нами разработаны ионообменные субстраты, состоящие из новых катионо- и анионо-
обменных материалов и инертного материала – агроперлита [3]. Такой ионообменный субстрат 
способен поглощать и удерживать до 120 % воды относительно своей массы. Этих влажностных 
параметров достаточно при выращивании большинства растений с периодическим поливом, не 
вызывающим стрессовых изменений в листьях. Однако при выращивании тропических интро-
дуцентов, требующих высокой влажности для своего роста, необходимо создать более влагоем-
кий субстрат [4]. 

Для ускорения процессов ризогенеза и начального роста в условиях in vivo целесообразно 
также использование биологически активных веществ (БАВ), в частности новых соединений на 
основе адсорбционного геля – Ecofloc (КНР), ковалентно удерживающего ионы макро- и микро-
элементов, гуминовые кислоты, бентонит и другие вещества. С помощью этого геля и был моди-
фицирован ионообменный субстрат Триона® для потребностей лианы [5]. 

Одним из показателей адаптации растений к условиям выращивания in vivo является содер-
жание в листьях растений фотосинтетических пигментов. Содержание зеленых и желтых пиг-
ментов в листьях растений – один из существенных признаков их фотосинтетической актив-
ности и в определенной степени интенсивности снабжения растений ассимилятами. При этом 
содержание хлорофилла (Хл) в листьях служит свидетельством и возрастного состояния расте-
ний, так как при их старении уровень Хл значительно снижается [1].

Важным параметром оптимальности условий для роста растений является изменение флуо-
ресценции Хл. Анализ изменения параметров флуоресценции Хл представляет собой мощный 

 

Рис. 1. Внешний вид растений Dioscorea alata L.

Fig. 1. Appearance of Dioscorea alata L.
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инструмент при изучении воздействия самых разнообразных экологических факторов на расти-
тельные организмы. Химические факторы и климатические условия, часто являясь ингибитора-
ми или активаторами биоэнергетических процессов, протекающих в тилакоидах хлоропластов 
растительных клеток, способны оказывать выраженное влияние на параметры кинетики и спек-
тральные особенности флуоресценции, а также на ее стационарный уровень. Исследования кине-
тики флуоресценции могут дать важную информацию о влиянии внешней среды на параметры 
фотосинтеза как при осуществлении экологического мониторинга, так и  при оценке устойчиво-
сти растений. Объективные данные получают на основе анализа таких кинетических параме-
тров, как фоновая флуоресценция (F0), максимальная флуоресценция (Fm) и стационарная флуо-
ресценция (Fs) [6].

Цель исследования –  изучение пигментного комплекса растений Dioscorea alata L., выра-
щенных на модифицированном ионообменном субстрате с добавлением гидрогелей, для оптими-
зации условий их адаптации. 

Объекты и методы исследования. Объектами исследования служили растения диоскореи 
крылатой (Dioscorea alata L.), что было обусловлено их ценными хозяйственными, фармакологи-
ческими и декоративным свойствами. 

Черенки Dioscorea alata L. укореняли на биотехнических комплексах, установленных в за-
крытом помещении с искусственным освещением, на которых размещали пластиковые контей-
неры размером 20×20 см2 с вариантами модифицированного субстрата. Объем субстрата в кон-
тейнере составлял 1,6 л. Густота посадки – 5 черенков в контейнере. В качестве источника света 
использовали натриевые лампы ДНаТ-400, температуру поддерживали на уровне 20 ± 2 оС [3]. 

Для повышения влагоемкости корнеобитаемой среды использовали разного состава и разме-
ра гранулы гидрогелей. Модификацию субстрата осуществляли путем внесения определенного 
количества гидрогеля марки ECOFLOC А-07 (КНР) в следующих вариантах: гидрогель без удо-
брений крупной и мелкой фракции, гидрогель с бентонитом, гидрогель с гуматом, гидрогель К+ 
(вариант представляет собой полиакриламид на основе калия). Гель в дозах 1,0 и 0,5 г/л вносили 
в субстрат ТРИОНА® после предварительного его набухания [4].

Определение фотосинтетических пигментов осуществляли согласно методике, приведенной 
в работе [7].

Флуоресценцию Хл исследовали с помощью флуориметра СМ 2203. В качестве источника 
света использовали натриевые лампы ДНаТ-400. Спектры излучения (фотоиндукционные кри-
вые) записывали в диапазоне 600–780 нм, при возбуждающем свете 450 нм, щели 5 нм и с шагом 
2 нм. По кривым флуоресценции вычисляли коэффициенты спада флуоресценции Rfd.

Для количественной характеристики формы спектра флуоресценции Хл использовали пара-
метр ω, равный отношению максимальных значений интенсивности флуоресценции в области 
730–750 и 685 нм [8]: ω = F740/F685.        

Другой информативный показатель, коэффициент спада флуоресценции (Rfd), характеризующий 
квантовую эффективность фотосинтеза, вычисляли по формуле Rfd = (Fm – Fs)/Fs, где Fm и Fs – 
соответственно максимальный и стационарный уровни флуоресценции, получаемые из фотоин-
дукционных кривых. Величина Rfd получила также название индекса жизнеспособности [9, 10].

Чтобы определить значения стационарного уровня флуоресценции, записывали исходные фо-
тоиндукционные кривые Хл сегментов листьев опытных растений площадью 3–4 см2. Для полу-
чения максимального уровня флуоресценции Хл данные сегменты листьев помещали в 0,01 %-ный 
раствор диурона на 50 мин, затем повторно записывали кривые флуоресценции.

Для статистической обработки экспериментальных данных использовали прикладные паке-
ты программ STATISTICA 6.0 и статистические методы, применяемые для биологических иссле-
дований [11].

Результаты и их обсуждение. Содержание пигментов в листьях укорененных черенков Dio-
scorea alata L. было изучено в вариантах с добавлением в субстрат разного количества гидрогеля.

Показатели содержания Хл а, Хл b, каротиноидов (саr) и их соотношений в листьях Dioscorea 
alata L. в зависимости от композиционного состава ионообменного субстрата Триона® пред-
ставлены в табл. 1, 2.
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Т а б л и ц а  1. Содержание Хл а, Хл b, car и их соотношение в листьях Dioscorea alata L.  
при добавлении 1 г/л гидрогеля в состав ионообменного субстрата 

T a b l e  1. The content of Chl a, Chl b, car and their ratio in the leaves of Dioscorea alata L.  
with the addition of 1 g/l hydrogel to the composition of the ion-exchange substrate

Вариант гидрогеля Хл а Хл b саr Хл а + Хл b Хл а/Хл b Хл а + Хл b/саr

Мелкая фракция 0,867 ± 0,025 0,289 ± 0,016 0,413 ± 0,034 1,156 ± 0,009 3,001 ± 0,264 2,807 ± 0,193
Крупная фракция 0,587 ± 0,037 0,251 ± 0,005 0,267 ± 0,004 0,837 ± 0,041 2,336 ± 0,112 3,128 ± 0,113
С добавлением:
   калия 0,583 ± 0,026 0,297 ± 0,037 0,400 ± 0,011 0,880 ± 0,023 1,980 ± 0,327 2,190 ± 0,071
   бентонита 0,569 ± 0,051 0,290 ± 0,052 0,413 ± 0,062 0,859 ± 0,103 1,970 ± 0,186 2,086 ± 0,063
   гумата 0,711 ± 0,005 0,297 ± 0,065 0,453 ± 0,039 1,007 ± 0,060 2,473 ± 0,448 2,224 ± 0,055
Контроль 0,749 ± 0,023 0,247 ± 0,005 0,437 ± 0,008 0,996 ± 0,028 3,034 ± 0,028 2,281 ± 0,019

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2: р = 0,05.

Т а б л и ц а  2. Содержание Хл а, Хл b, car и их соотношение в листьях Dioscorea alata L.  
при добавлении 0,5 г/л гидрогеля в состав ионообменного субстрата 

T a b l e  2. The content of Chl a, Chl b, car and their ratio in the leaves of Dioscorea alata L.  
with the addition of 0.5 g/L hydrogel to the composition of the ion-exchange substrate

Вариант гидрогеля Хл а Хл b саr Хл а + Хл b Хл а/Хл b Хл а + Хл b/саr

Мелкая фракция 0,514 ± 0,027 0,204 ± 0,012 0,228 ± 0,013 0,718 ± 0,016 2,558 ± 0,252 3,160 ± 0,106
Крупная фракция 0,405 ± 0,031 0,187 ± 0,034 0,231 ± 0,019 0,593 ± 0,017 2,210 ± 0,510 2,575 ± 0,246
С добавлением:
   калия
   бентонита
   гумата

0,613 ± 0,022 0,268 ± 0,029 0,401 ± 0,005 0,882 ± 0,008 2,315 ± 0,361 2,195 ± 0,039
0,524 ± 0,01 0,252 ± 0,016 0,330 ± 0,002 0,776 ± 0,027 2,078 ± 0,097 2,351 ± 0,097
0,531 ± 0,016 0,216 ± 0,125 0,369 ± 0,044 0,747 ± 0,109 2,643 ± 1,322 2,024 ± 0,058

Контроль 0,749 ± 0,023 0,247 ± 0,005 0,437 ± 0,008 0,996 ± 0,028 3,034 ± 0,028 2,281 ± 0,019

Как видно из приведенных данных, в условиях in vivo с искусственным освещением на ионо-
обменном субстрате как оптимальной среде корнеобитания все изученные варианты имеют до-
статочно высокие показатели фотосинтетической активности.

Исходя из полученных данных (табл. 1), содержание Хл а значительно выше в варианте с до-
бавлением гидрогеля мелкой фракции (на 15 % по отношению к контролю), а в вариантах с кали-
ем, бентонитом и крупной фракцией гидрогеля – ниже относительно контроля на 24–25 %. 
Содержание Хл b и саr по сравнению с контролем различалось несущественно. Обращает на себя 
внимание тот факт, что содержание саr в варианте с гидрогелем крупной фракции почти в 2 раза 
ниже контроля.

В табл. 2 представлены значения содержания Хл а, Хл b, саr и их соотношений с использова-
нием различных модификаций композиционного состава ионообменного субстрата Триона®  
за счет добавления гидрогеля в дозе 0,5 г/л. Согласно полученным данным (табл. 2), уровень Хл 
а во всех изученных вариантах значительно ниже контроля и несущественно отличается от со-
держания Хл b и саr.

Поскольку условия выращивания исследуемого объекта были одинаковые (гидротермиче-
ский режим, освещенность), наблюдаемые различия в содержании фотосинтетических пигмен-
тов, на наш взгляд, обусловлены введением в состав ионообменного субстрата гидрогелей.

Следует отметить, что наиболее стабилизированным по влажности является вариант ионооб-
менного субстрата марки Триона® с добавлением гидрогеля мелкой фракции в концентрации 1 г/л.

Известно, что на коэффициент флуоресценции Хл (ω) влияют уровень и сбалансированность 
минерального питания, концентрация СО2, освещенность и длительность светового дня, влаж-
ность почвы и воздуха. Показано, что величина ω и скорость прироста биомассы определяются 
одними и теми же факторами, причем оптимальным условиям развития растения соответствует 
максимальное значение параметра ω [8].

Коэффициенты флуоресценции представлены по вариантам на диаграммах (рис. 2, 3).
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Согласно нашим данным, при освещении лампами ДНаТ-400 максимальный коэффициент ω на-
блюдался в варианте с добавлением 1 г мелкой фракции (на 23 % выше, чем в контроле). Также 
более высокий, чем в контроле, коэффициент был в вариантах с добавлением 0,5 и 1 г гидрогеля с ка-
лием (на 11 и 15 % соответственно). Остальные варианты отличались от контроля несущественно. 

Максимальная квантовая эффективность фотосинтеза Rfd наблюдалась также в варианте  
с добавлением 1 г мелкой фракции (на 25 % выше, чем в контроле). В вариантах с добавлением 
гидрогеля крупной фракции, гумата (в обеих концентрациях) и 1 г мелкой фракции отмечались 
наиболее низкие значения индекса жизнеспособности Rfd (на 20–27 % ниже контрольного).  
В остальных вариантах индекс жизнеспособности несущественно отличался от контроля.

Исходя из исследованных параметров флуоресценции Хл, наиболее благоприятные для про-
дуктивности фотосинтеза условия были в варианте с добавлением 1 г/л мелкой фракции и осве-
щении ДНаТ-400.

Заключение. Согласно результатам исследований, различия в содержании фотосинтетиче-
ских пигментов в листьях Dioscorea alata L. связаны с введением в состав ионообменного суб-
страта Триона® гидрогелей, так как все другие условия выращивания исследуемого объекта были 
одинаковы.
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Рис. 2. Коэффициент флуоресценции хлорофилла в листьях Dioscorea alata L. (ω)  
по вариантам модифицированного субстрата при освещении лампами ДНаТ-400

Fig. 2. Chlorophyll fluorescence coefficient in the leaves of Dioscorea alata L. (ω) by variants  
of the modified substrate under illumination with DNaT-400 lamps
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Рис. 3. Индекс жизнеспособности растений Dioscorea alata L. (Rfd)  
по вариантам модифицированного субстрата при освещении лампами ДНаТ-400 

Fig. 3. Viability index of Dioscorea alata L. plants (Rfd) by variants of the modified substrate  
under illumination with DNaT-400 lamps
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МОРФОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ БЕЛОРУССКИХ СОРТОВ  
ХРИЗАНТЕМЫ КОРЕЙСКОЙ (CHRYSANTHEMUM COREANUM)

Аннотация. Ассортимент цветочно-декоративных растений ежегодно пополняется новыми сортами многолет-
них цветочных растений. Особенно востребована в озеленении группа позднелетних и осеннецветущих многолет-
ников. Хризантема корейская (Chrysanthеmum сoreanum) – одна из наиболее перспективных культур для озеленения 
населенных пунктов Республики Беларусь, поэтому селекционерами Центрального ботанического сада НАН Бела-
руси была начата работа с данной группой мелкоцветковых хризантем. 

В статье изложены результаты селекционной работы, целью которой являлось создание местных высокодекора-
тивных сортов для нашей климатической зоны. С помощью метода свободного переопыления получены гибридные 
сеянцы и произведен последующий отбор наиболее перспективных их форм. При отборе учитывали такие наиболее 
значимые признаки, как сроки цветения, зимостойкость, устойчивостью к болезням и вредителям, а также хорошее 
вегетативное размножение. В итоге 4 отечественных сорта хризантемы корейской успешно прошли государственное 
сортоиспытание и были включены с 2020 г. в Государственный реестр сортов. Приведены описания этих новых  
сортов, их биометрические параметры, декоративные показатели и сроки цветения.

Ключевые слова: декоративность, период цветения, селекция, сорт, соцветие, хризантема корейская
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MORPHOBIOLOGICAL PROPERTIES OF BELARUSIAN VARIETIES OF KOREAN CHRYSANTHEMUM 
(CHRYSANTHEMUM COREANUM)

Abstract. The assortment of floral and ornamental plants is annually replenished with new varieties of perennial floral 
plants. The group of late summer and autumn flowering perennials is one of the most popular in landscaping. Korean 
chrysanthemum (Chrysanthеmum сoreanum) is one of the most promising crops for landscaping settlements in the Republic 
of Belarus, therefore, breeders of the Central Botanical Garden of the National Academy of Sciences of Belarus began to work 
with this group of small-flowered chrysanthemums. 

The article describes the results of breeding work, the purpose of which was to create local highly decorative varieties for 
our climatic zone. The method of free cross-pollination and subsequent selection from the obtained hybrid seedlings of the 
most promising forms were used in the work. The most significant features in the selection were the following: flowering 
time, winter hardiness, resistance to diseases and pests, as well as good vegetative reproduction. As a result, 4 domestic 
varieties of Korean chrysanthemum have successfully passed state variety testing and have been registered in the National 
List since 2020. Descriptions of these new varieties, their biometric parameters, decorative parameters and flowering times 
are provided.

Keywords: decorativeness, flowering period, breeding, variety, inflorescence, Korean chrysanthemum
For citation: Bazyleva N. A., Gulis A. L., Beinia V. A., Tsekhanovich S. V. Morphobiological properties of Belarusian 

varieties of Korean chrysanthemum (Chrysanthеmum coreanum). Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya 
biyalagichnykh navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2021, vol. 66, no. 3, 
pp. 339–344 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1029-8940-2021-66-3-339-344

Введение. Род хризантема (Chrysanthemum) семейства Астровые (Asteraceae) включает как 
однолетние, так и многолетние виды, ряд из которых используется в культуре более тысячи лет. 
Еще в трудах китайского философа Конфуция, жившего за 550 лет до н. э., упоминается о них 
как о декоративных растениях. Наибольшую популярность получил такой осеннецветущий 
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многолетник, как хризантема шелковицелистная (Chrtsanthemum×moryfolium (Ramat.)Hemsl.) ‒ 
вид сложного гибридного происхождения, среди предков которого были хризантема индийская, 
хризантема корейская и др. Первые сорта были получены в Китае, а затем вместе с многочислен-
ными китайскими культурными традициями этот вид получил распространение и в Японии. 
Здесь этот цветок стал не только символом императора, но и получил всенародное признание.  
В Европу, а именно в Англию, хризантемы различной формы и окраски были завезены в середи-
не XVIII в. И с этого времени началась их активная гибридизация с целью выведения новых со-
ртов, устойчивых к местным климатическим условиям [1, 2].

Долгое время селекция хризантем была направлена прежде всего на создание крупноцветко-
вых сортов. В дальнейшей селекционной работе важное значение придавали не только размеру 
(крупноцветковые, декоративные, мелкоцветковые), но и форме соцветий. Современная класси-
фикация формы соцветий хризантем включает следующие группы: простые немахровые, полу-
махровые, анемоновидные, махровые, шаровидные, лучевидные, помпонные. Очень разнообраз-
на окраска хризантем – от белой до темно-пурпуровой, различных оттенков желтого, сиреневого,  
а также их сочетание в пределах одного соцветия. Отсутствуют лишь синяя и голубая окраска.  
В настоящее время, по литературным данным, выведено более 100 000 сортов хризантем. Это 
разнообразие не оставит без выбора ни одного увлеченного цветовода. И за последние 40–50 лет 
в садах, парках, на приусадебных и дачных участках хризантемы уверенно лидируют в декора-
тивном озеленении.

К группе хризантема корейская (лат. Chrysanthеmum сoreanum, англ. hardy chrysanthemums) 
относятся многолетние сорта гибридного происхождения, которые отличаются неприхотливо-
стью при выращивании, легкостью размножения, широким сортовым разнообразием, высокой 
декоративностью соцветий, хорошей зимостойкостью в умеренном климате. Они пригодны для 
оформления осенних ландшафтных композиций и получения прекрасной срезки, устойчивой 
при транспортировке [3].

Хризантема является растением короткого дня и традиционно считается осенним цветком. 
Однако селекционерами получены сорта, которые начинают цвести уже с середины лета. Так, по 
срокам цветения в климатических условиях Беларуси выделяют следующие группы хризантем: 
ранние (начало цветения приходится на третью декаду июля), средние (зацветающие во второй 
половине августа), среднепоздние (соцветия начинают открываться во второй декаде сентября)  
и позднецветущие (зацветают с начала октября). К сожалению, цветение позднецветущих сортов 
в климатических условиях Беларуси наблюдается нечасто, поскольку возможно лишь в годы  
с теплой продолжительной осенью без заморозков [3]. Для нас представляли интерес сорта, 
успевающие достигнуть фазы полного цветения в наших условиях, так как при переносе сортов 
в иные почвенно-климатические условия часто наблюдается смещение фенофаз, снижается де-
коративность растения. Поэтому при оценке селекционного материала был учтен и данный кри-
терий отбора [3].

В Центральном ботаническом саду (ЦБС) НАН Беларуси содержится основной генофонд 
хризантемы корейской. Работа по накоплению и поддержанию коллекционного фонда проводит-
ся более четырех десятилетий, с 1980-х годов. За эти годы изучено более 300 сортов зарубежной 
селекции, полученных из разных климатических зон. Многие сорта оказались неперспективны-
ми из-за снижения их декоративности в климатических условиях республики, очень поздних 
сроков цветения, неустойчивости к болезням [4, 5]. В настоящее время в коллекции ЦБС НАН Бе-
ларуси представлено около 200 интродуцированных сортов хризантемы, большинство из кото-
рых могут служить исходным материалом для селекционной работы.

Появление в коллекции сравнительно большого количества новых сортов с ранним сроком 
цветения позволило начать работу по созданию белорусских сортов. Селекция новых отечест-
венных сортов хризантемы корейской началась в 2012 г. на базе лаборатории интродукции и се-
лекции орнаментальных растений ЦБС НАН Беларуси. Здесь проводится работа по многосто-
роннему изучению селекционного материала, испытанию и отбору новых сортов культуры для 
промышленного озеленения, а также для любительского садоводства [3–5].
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Цель нашей селекционной работы – создание зимостойких, с хорошим вегетативным раз-
множением, устойчивых к болезням и вредителям высокодекоративных сортов, сроки цветения 
которых соответствуют вегетационному периоду в Республике Беларусь.

Материалы и методы исследования. Хризантемы корейские размножаются семенами, де-
лением кустов и черенкованием. Для размножения сортов применяют два последних способа, 
поскольку при семенном размножении родительские признаки не сохраняются и происходит 
сильное расщепление потомства. Однако семенное размножение с селекционной целью является 
оптимальным, поскольку имеет ряд преимуществ. Местные сеянцы часто более приспособлены 
к пониженным температурам и другим условиям данной зоны, могут сочетать в себе желатель-
ные признаки разных сортов, а также проявлять новые качества, отсутствующие у родителей. 
Семена чаще завязывают растения с немахровой, анемовидной или полумахровой ромашковид-
ной формой соцветий, которые хорошо опыляются насекомыми, но искусственное опыление  
с пространственной изоляцией родительских пар значительно повышает получение ценных 
декоративных форм [1].

В период с 2012 по 2017 г. в результате свободного опыления из сортов хризантемы корейской 
раннего и среднераннего срока цветения были получены первые гибриды. Среди гибридного по-
томства был произведен отбор по таким признакам, как стабильная декоративность, устойчивость 
к болезням и вредителям, оптимальные сроки цветения, хорошая зимостойкость. Для оценки 
перспективных сеянцев использовали методику государственного сортоиспытания и пакет до-
кументов ГУ «Государственная инспекция по испытанию и охране сортов растений [6, 7]. Общие 
принципы испытания изложены в TG/1/3 «Общее введение в испытание на отличимость, одно-
родность и стабильность и составление согласованных описаний новых сортов растений» [5].

Испытание цветочных и декоративных растений на ООС, хозяйственно-ценные и биологиче-
ские свойства проводят в условиях, обеспечивающих нормальное развитие растений, как правило, 
в одном месте в течение не менее 2 лет. При необходимости испытание продолжают и на 3-й год.

Методикой проведения испытаний на ООС сортов хризантемы предусмотрено следующее [7]:
испытания проводят, как правило, в одном месте, но если в этом месте не могут быть опреде-

лены какие-либо существенные признаки сорта, растения могут быть испытаны в другом месте;
испытание выполняют в агроклиматических условиях, обеспечивающих нормальный рост  

и развитие растений для проявления характерных и отличительных признаков сорта;
планируют размер участков, с тем чтобы изъятие растений или их частей для подсчетов и из-

мерений не наносило ущерба наблюдениям, которые будут осуществляться на более поздних 
стадиях развития растений.

Для облегчения оценки на отличимость испытуемый сорт и сорта коллекции, имеющие схо-
жие характерные и отличительные признаки, разбивают на группы. Группирование сортов про-
водят по признакам, которые, исходя из практического опыта, не варьируются в пределах сорта 
или варьируются незначительно. Эти признаки можно учитывать как отдельно, так и вместе  
с другими признаками.

Рекомендуется использовать следующие признаки для группировки сортов хризантемы:
растение: тип (признак 2);
корзинка: тип (признак 30), исключая махровые и ромашковидные махровые сорта;
диск: тип (признак 31);
язычковый цветок: число окрасок внутренней стороны (признак 62), включая основную (при-

знак 63) и вторичную (признак 64) окраску.
Результаты и их обсуждение. В настоящее время 4 сорта хризантемы корейской, выведен-

ные в ЦБС НАН Беларуси, успешно прошли государственное сортоиспытание и с 2020 г. вклю-
чены в Государственный реестр сортов.

Приводим описание новых отечественных сортов хризантемы корейской.
Сорт Вязынская Зорка. Многолетнее светолюбивое, раннецветущее, зимостойкое растение 

высотой около 50–60 см. Куст прямостоячий, полусферической формы, компактный, хорошо вет-
вящийся. Стебли зеленые, прочные. Листья зеленые, среднего размера, с тупым основанием, 
имеют мало надрезов средней глубины. Сорт раннего срока цветения. Период бутонизации –  
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с 25.06 по 20.07, окрашивание бутонов – с 05.07 по 15.07, начало массового цветения – с 18.07 по 
22.07. Продолжительность цветения составляет 40–50 дней. Период основной декоративности 
длится примерно с 10.07 по 01.09.

Соцветия сорта полумахровые, ромашковидные, большие (около 7 см в диаметре), корзинки – 
на цветоножках средней длины. В среднем на цветоносе 7–14 соцветий, на растении – 150–250. 
Аромат цветов слабый, листьев – специфический. Язычковые цветки лопатовидные, гладкие,  
узкие, средней длины, сильновогнутые, с соприкасающимися краями в поперечном сечении,  
с округлым кончиком. Базальная часть язычковых цветков восходящая, а продольная ось пря-
мая. Их основная окраска сиренево-розовая (186 D по цветовой шкале RHS). Диск маленький, 
слегка куполообразный в поперечном сечении, желтый.

Сорт Дзiвачка. Многолетнее светолюбивое растение высотой 50−60 см. Куст полуверти-
кальной формы, густо ветвящийся. Стебли зеленые, прочные. Листья зеленые, среднего размера, 
с тупым основанием, имеют среднее количество надрезов средней глубины. Период бутониза-
ции – с 15.07 по 17.08, окрашивание бутонов – с 20.08 по 01.09, начало массового цветения –  
с 01.09 по 15.09. Продолжительность цветения составляет 40–50 дней. Период основной декора-
тивности длится примерно с 01.09 по 18.10. Ежегодная продуктивность цветения увеличивается.

Соцветия сорта махровые, большие (7–9 см), корзинки – на цветоножках средней длины.  
В среднем на цветоносе 13–18 соцветий, на растении – от 100 до 280. Аромат цветов слабый, ли-
стьев – специфический. Язычковые цветки гладкие, длинные, средней ширины, слабовогнутые  
в поперечном сечении. Продольная ось язычковых цветков прямая. Их основная окраска желто-
оранжевая (21 В по цветовой шкале RHS), вторичная окраска оранжевая (25 А по цветовой шкале 
RHS), распределена в краевой зоне лепестка.

Сорт Свiцязянка. Многолетнее светолюбивое, зимостойкое растение высотой 70–80 см. 
Куст растущий вертикально, хорошо ветвящийся, слегка раскидистый. Стебли зеленые, прочные. 
Листья темно-зеленые, среднего размера, с округлым основанием, имеют мало мелких надрезов. 
Период бутонизации – с 01.07 по 20.07, начало цветения – с 27.07 по 05.08. Продолжительность 
цветения составляет около 40−55 дней. Период основной декоративности длится примерно  
с 15.08 по 25.09.

Соцветия сорта полумахровые, ромашковидные, большие (8−9 см в диаметре), корзинки – на 
коротких цветоножках. В среднем на цветоносе 12–20 соцветий. На второй год вегетации до 
100–150 штук корзинок на растении, на третий и четвертый год выращивания – до 400–450 со-
цветий. Аромат цветов слабый, листьев – специфический. Язычковые цветки лопатовидные, 
гладкие, узкие, длинные, сильновогнутые, с соприкасающимися краями в поперечном сечении,  
с округлым кончиком. Базальная часть язычковых цветков восходящая, а продольная ось пря-
мая. Их основная окраска насыщенная пурпурно-красная (187 D по цветовой шкале RHS). Диск 
маленький, слегка куполообразный в поперечном сечении, желтый.

Сорт Спадчына. Многолетнее светолюбивое растение высотой 50–60 см. Куст прямостоя-
чий, полусферической формы, компактный, хорошо ветвящийся. Стебли зеленые, прочные. 
Листья зеленые, среднего размера, с тупым основанием, имеют мало мелких надрезов. Период 
бутонизации – с 05.07 по 17.07, окрашивание бутонов – с 22.07 по 05.08, начало массового цве-
тения – с 15.08 по 25.08. Продолжительность цветения составляет 40–55 дней. Период основ-
ной декоративности длится примерно с 05.08 по 25.09. Ежегодная продуктивность цветения 
увеличивается.

Соцветия сорта полумахровые, корзинки ромашковидные, на коротких цветоножках, диа-
метром 4−5,5 см. В среднем на цветоносе 18–25 соцветий одновременно, на растении – от 250 до 
600. Аромат цветов слабый, листьев – специфический. Язычковые цветки гладкие, ровные, сред-
него размера, слабовогнутые в поперечном сечении, с округлым кончиком. Базальная часть 
язычковых цветков горизонтальная, а продольная ось прямая. Основная окраска язычковых 
цветков яркая желто-оранжевая (21 А по цветовой шкале RHS). Вторичная окраска оранжевая 
(25 А по цветовой шкале RHS), распределена в дистальной части лепестка в виде румянца. Диск 
среднего размера, слегка куполообразный в поперечном сечении, желто-оранжевый. Сорт отно-
сительно устойчив к фузариозу, зимостойкий.
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Полученные сорта отличаются относительной устойчивостью к фузариозу и к неблагопри-
ятным климатическим условиям, хорошо переносят бесснежные и сильно влажные зимы. У них 
высокий коэффициент размножения черенкованием и они хорошо размножаются путем деления 
куста в открытом грунте. Данные сорта ежегодно обильно и продолжительно цветут (от 40 до  
55 дней), их соцветия устойчивы к выгоранию. Рекомендуются для декоративного использова-
ния на клумбах в любительском садоводстве.

На основании основных фенологических фаз развития сорта Дзiвачка, Свiцязянка, Спадчына 
были объединены в группу со средним сроком цветения, а сорт Вязынская Зорка – с ранним сро-
ком цветения. Также была проведена первичная комплесная сортооценка, на основании которой 
сорт Спадчына был оценен как перспективный для промышленного озеленения.

Заключение. Сорта, полученные в Центральном ботаническом саду, приспособлены к кли-
матическим условиям Беларуси, успевают пройти все вегетативные фазы развития ‒ от бутони-
зации до массового цветения, устойчивы к болезням и вредителям, рекомендуются для более 
широкого их применения в условиях Республики Беларусь.
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ИНДУЦИРОВАННЫЕ ПЛЮРИПОТЕНТНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ. 
ПОЛУЧЕНИЕ, СВОЙСТВА И ПЕРСПЕКТИВЫ ПРИМЕНЕНИЯ  

В БИОЛОГИИ И МЕДИЦИНЕ

Аннотация. Настоящий обзор посвящен индуцированным плюрипотентным стволовым клеткам (ИПСК), откры-
тие которых стало одним из выдающихся достижений медико-биологической науки начала XXI в. ИПСК являются, 
по сути, искусственно созданным в лабораторных условиях аналогом эмбриональных стволовых клеток (ЭСК), пул 
которых формируется в оплодотворенной яйцеклетке и затем вовлекается в чрезвычайно сложные процессы онтоге-
неза. Рассматривается место стволовых клеток вообще и ИПСК в частности в иерархии клеток организма. 

Описаны основные свойства этих клеток, сходство и различия между ИПСК и ЭСК, перспективы их практиче-
ского применения в биологии и медицине, в том числе при лечении заболеваний человека, а также механизмы инду-
цированной дедифференцировки как в унипотентных клетках (фибробласты, кератиноциты и др.), так и в мультипо-
тентных гемопоэтических стволовых клетках (ГСК) и мезенхимальных стромальных клетках (МСК).

В обзоре представлена информация об используемых в мире способах получения ИПСК, описываются протоко-
лы репрограммирования, которые различаются по способу доставки генетического материала в клетку, условиям 
культивирования клеток в процессе их дедифференцировки и эффективности. В качестве примера приводится опи-
сание всего цикла дедифференцировки фибробластов человека в ИПСК. Кроме того, представлены данные об уни-
кальных свойствах ИПСК, которые позволяют изучать in vitro процессы онтогенеза, патофизиологические процес-
сы, имеющие место при различных заболеваниях, а также использовать данный тип клеток при разработке потенци-
альных лекарственных препаратов.

Ключевые слова: стволовые клетки, плюрипотентность, репрограммирование, дедифференцировка, индуци-
рованные плюрипотентные стволовые клетки, эмбриональные стволовые клетки
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INDUCED PLURIPOTENT STEM CELLS. OBTAINING, PROPERTIES AND APPLICATION PROSPECTS 
IN BIOLOGY AND MEDICINE

Abstract. This review dedicated to induced pluripotent stem cells discovery of which became one of the outstanding 
achievements of biomedical science at the beginning of 21th century. These cells are in fact a artificially induced analogue  
of embryonic stem cells. They are the progenitors of all cells contained in organism of animals and human. The pool  
of embryonic stem cells forms in fertilized cell and they are involved in extremely complex processes of organogenesis.  
The position of these cells in general and of induced pluripotent stem cells in particular in hierarchy of cells in organism  
is described. 

The main properties of these cells, similarities and differences between embryonic and induced pluripotent stem cells, 
prospects for their practical use in biology and medicine including treatment of human diseases are considered.  
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The mechanisms of induced dedifferenciation in both unipotent cells, for example fibroblasts and keretotinocytes, and 
multipotent cells as hemopoetic or mesenchimal stromal stem cells are described. 

In this review the information on used in the world approaches for obtaining of induced pluripotent stem cells  
is presented, the ways of reprogramming different in the methods of delivery of genetic material into the cells and conditions 
of their cultivation during dedifferentiation process and efficacy. As an example, description of all dedifferentiation cycle  
of human fibroblasts in induced pluripotent stem cells is provided. Besides, the data on unique properties of induced 
pluripotent stem cells what allowed to study ontogenesis processes, pathophysiology of various diseases both in vitro and in 
animals’ models to be obtained using induced pluripotent stem cells and also on approaches of these cells application for 
medicine screening when they are synthesized and tested are given.

Keywords: stem cells, pluripotency, reprogramming, dedifferentiation, induced pluripotent stem cells, embryonic stem cells
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Введение. Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК) – это стволовые клетки, по-
лученные из иных (соматических, репродуктивных) клеток путем репрограммирования, основанного на 
изменении эпигенома клетки. Получение ИПСК человека и изучение их биологии является актуальной 
задачей современной клеточной биологии и регенеративной медицины. ИПСК, получаемые с помощью 
репрограммирования, открывают широкие перспективы для фундаментальных и прикладных исследова-
ний, направленных на изучение процессов, лежащих в основе онтогенеза человека [1, 2]. С использованием 
ИПСК стали возможными изучение молекулярно-генетических механизмов развития в первую очередь 
наследственных заболеваний человека, создание моделей генетических заболеваний, разработка новых 
протоколов их лечения, а также использование ИПСК для тестирования лекарственных препаратов. 
Акцент на наследственных заболеваниях оказался не случайным. По разным данным, порядка 800‒900 за-
болеваний человека прямо или косвенно связаны с модификациями на уровне генома.

Большой интерес к ИПСК обусловлен еще одним важным обстоятельством. С открытием ИПСК воз-
никла возможность придать любой клетке нашего организма свойства эмбриональной стволовой клетки 
(ЭСК), являющейся, как известно, прародительницей порядка 200 типов клеток, из которых построен че-
ловеческий организм. Иными словами, из ИПСК, как и из ЭСК, можно получить в лабораторных условиях 
практически все типы специализированных клеток, присутствующих во взрослом организме [3]. Откры тие 
ИПСК поставило перед исследователями фундаментальный вопрос о том, какие генетические и эпигене-
тические механизмы отвечают за превращение генома соматической клетки в геном клетки, идентичной ран-
нему эмбриональному состоянию. В отличие от ЭСК, аутологичный материал которых, как правило, недо-
ступен, ИПСК, созданные с помощью генно-инженерных методик из аутологических соматических кле-
ток, лишены недостатков, связанных с иммунологической несовместимостью и этическими моментами [1].

В настоящее время детальные события процесса получения ИПСК широко исследуются во многих 
лабораториях в разных странах, апробировано большое количество протоколов репрограммирования, ко-
торые различаются как по способу доставки индуцирующих факторов или генетического материала  
в клетку, так и по условиям культивирования клеток в процессе их дедифференцировки. Однако следует 
отметить, что до сих пор не существует универсальных высокоэффективных подходов получения ИПСК.

Для репрограммирования чаще всего используют такие соматические клетки человека, как фибро-
бласты, кератиноциты и гемопоэтические стволовые клетки (ГСК). Их главным преимуществом является 
доступность, простота получения и высокая пролиферативная активность.

Один из успешных и часто используемых в лабораторной практике протоколов репрограммирования 
основан на введении в геном клетки четырех кодирующих транскрипционных факторов плюрипотентно-
сти генов, таких как oct-4 (octamer-4), sox2 (sry-sex 4determining region Y-box 2), klf4 (Kruppel-like factor 4) 
и c-myc (cellular myelocytomatosis oncogene) – так называемый «коктейль Яманаки». В литературе эту чет-
верку факторов маркируют как факторы OSKM. Индуцированная экспрессия данных генов переключает 
метаболические пути клетки, что приводит к ее дедифференцировке [4]. Одним из важных этапов репро-
граммирования является подбор протокола введения целевого гена в клетку с целью поддержания его 
экспрессии.

Несмотря на имеющиеся перспективы использования вирусного метода репрограммирования сомати-
ческих клеток, последний потенциально способен вызывать генетическую нестабильность клеток, что 
исключает возможность применения полученных таким образом ИПСК в регенеративной медицине [1]. 
Поскольку, согласно литературным данным, существующие методики все еще являются низкоэффектив-
ными, в настоящее время разрабатываются альтернативные методы получения ИПСК, которые помимо 
минимизации рисков их использования в клинической практике позволят увеличить выход репрограм-
мированных клеток.
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Место стволовых клеток в клеточной иерархии организма. Основным свойством любой клетки 
является ее потентность, определяемая степенью дифференцировки и способностью превращаться в дру-
гие клетки. Иными словами, потентность – это способность любой клетки дифференцироваться в опреде-
ленные виды клеток различных органов. Чем большее количество видов клеток может образовываться из 
исходной клетки, тем выше ее потентность. Исходя из этого, выделяют следующие разновидности ство-
ловых клеток [3]: 

тотипотентные клетки характеризуются наибольшим потенциалом дифференцировки и способны 
превращаться в любую клетку, в том числе в эмбриональную и внезародышевую клетку; тотипотентно-
стью характеризуются зигота и бластомер;

плюрипотентные клетки обладают неограниченной пролиферацией и могут дифференцироваться  
в производные трех первичных зародышевых листков энтодермы, мезодермы и эктодермы;

мультипотентные и олигопотентные клетки ‒ взрослые стволовые клетки, находящиеся во всех 
тканях и органах, способны превращаться в клетки одной линии, например ГСК, мезенхимальные ство-
ловые клетки;

унипотентные клетки ‒ предшественники клеток одного типа, образуются из мультипотентных и оли-
гопотентных стволовых клеток.

В рассматриваемом контексте с потентностью клеток связаны еще два термина: репрограммирование 
(расширение потентности и дифференцировочного потенциала клеток), достигаемое тремя способами ‒ 
переносом ядер, слиянием клеток и генетическими манипуляциями, и трансдифференцировка (расши-
рение потенции клеток и возникновение клеток других линий), под которой понимают индукцию транс-
крипционными факторами взаимопревращения между различными дифференцированными клеточными 
типами.

Открытие ИПСК произошло благодаря синтезу научных фундаментальных результатов и техноло-
гий, получивших распространение в течение нескольких последних десятилетий [5]. Это было обусловле-
но следующим:

демонстрацией переноса ядер между соматическими клетками и тем фактом, что дифференцирован-
ные клетки сохраняют в своем генетическом аппарате ту же информацию, что и эмбриональные клетки;

развитием технических возможностей, позволяющих выделять, культивировать и исследовать плю-
рипотентные стволовые клетки;

установлением того, что транскрипционные факторы являются ключевыми регуляторными структу-
рами, принудительная экспрессия которых запускает процесс превращения одного типа зрелых клеток  
в другие.

История получения индуцированных плюрипотентных стволовых клеток. Идентификация 
природы ключевых транскрипционных факторов. Первые линии плюрипотентных стволовых клеток 
были получены из внутренней клеточной массы бластоцисты мыши в 1981 г. [5], а первое репрограмми-
рование соматических клеток до плюрипотентного состояния было проведено в 2006 г. группой японских 
исследователей, возглавляемых С. Яманака. Ими было установлено, что использование комбинации че-
тырех транскрипционных факторов ‒ Oct3/4, Sox2, Кlf4 и с-Мус (OSKM) ‒ достаточно для перехода мы-
шиных фибробластов в плюрипотентное состояние при репрограммировании [4]. Также было доказано, 
что указанная комбинация факторов эффективно работает и в отношении клеток человека. С. Яманака  
с сотр. [4] обнаружили, что такие факторы транскрипции, как Oct3/4, Sox2 и Nanog, поддерживают состо-
яние плюрипотентности как у ранних эмбрионов, так и у ЭСК, а онкогены Stat3 (signal transducer and 
activator of transcription 3, кодирует сигнальный белок и активатор транскрипции), E-Ras (expressed ras, 
кодирует малые ГТФазы), с-Мyc и Klf4 способствуют долгосрочному сохранению фенотипа и усиливают 
пролиферацию ЭСК в культуре. Для эксперимента было отобрано 24 гена в качестве кандидатов на коди-
рование транскрипционных факторов, которые вызывают плюрипотентность в соматических клетках.  
В результате были получены данные, которые свидетельствуют о том, что фактор Nanog не является кри-
тичным для получения ИПСК, а факторы c-Myc и Klf4 не могут быть заменены другими онкогенами,  
в том числе E-Ras, Tcl1 (T-cell leukemia/lymphoma 1), β-катенин и Stat3. 

Кроме того, исследователи из той же лаборатории под руководством С. Яманака сообщили об успеш-
ной дедифференцировке фибробластов взрослого человека и получении ИПСК с помощью идентичных 
пептидных факторов [4]. Этот процесс получил название прямого генетического репрограммирования,  
т. е. репрограммирования путем прямого воздействия на эпигенетическое состояние взрослой клетки  
в отличие от переноса ядра соматических клеток (somatic cell nuclear transfer, SCNT) и слияния клеток. 
Технология репрограммирования позволила получать плюрипотентные стволовые клетки из разных ти-
пов клеток (фибробласты кожи, клетки крови, нервные клетки, эндотелиальные клетки и др.) различных 
организмов.
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В то же время Дж. Томсон с соавт. [6], которые использовали для репрограммирования клеток гены 
факторов Oct3/4, Sox2, Nanog и Lin28, показали, что при репрограммировании возможна замена c-Myc, 
так как была установлена его роль в индукции апоптоза ЭСК человека, а также в стимуляции 20 % случа-
ев опухолевой трансформации ИПСК мышей при реактивации соответствующей области ретровирусно-
го вектора [4]. Во многих работах по репрограммированию соматических клеток для индукции плюрипо-
тентности приведены данные о значительном увеличении эффективности репрограммирования при до-
бавлении гена Lin28 в набор факторов репрограммирования. Основной вклад транскрипционного фактора 
Lin28 в этот процесс связывают с его участием в процессинге микроРНК. Предполагается, что в ЭСК 
Lin28 ингибирует процессинг микроРНК let7, известного супрессора опухолевого роста. Он участвует  
в подавлении активности c-Myc [7]. Кроме того, было показано, что ключевые факторы репрограммиро-
вания Oct3/4, Sox2 и Nanog могут запускать синтез семейства микроРНК miR-290, члены которого экс-
прессируются в ЭСК в норме, принимая участие в регуляции пролиферации и стабилизации этих клеток. 
С участием miR-290 происходит ремоделирование хроматина с помощью c-Myc [7]. Одной из мишеней 
транскрипционных факторов плюрипотентности Oct3/4, Sox2, Nanog и Rex1 является промотор кластера 
микроРНК miR-302–367. Его продукты могут опосредованно индуцировать сигнальные пути TGF-β 
(transforming growth factor β)/Nodal (протеины суперсемейства TGF-β)/Activin (представитель надсемей-
ства лигандов TGF-β). Этот сигнальный путь играет существенную роль в поддержании плюрипотентно-
го статуса ЭСК и в подавлении их дифференцировки, ингибируя некоторые регуляторы этого пути, что  
в свою очередь положительно сказывается на поддержании клеток в недифференцированном состоянии 
[8]. Позже С. Яманака с соавт. [4] на 60 % повысили эффективность введения векторов с oct3/4, sox2, с-мус, 
klf4 в клетки, используя для этого лентивирусные векторы, которые содержали гены мышиных рецепто-
ров для ретровирусов – Slc7a1 (solute carrier family 7 member 1) и среды для культивирования, обогащен-
ные bFGF (basic fibroblast growth factor), что стимулировало пролиферацию ЭСК человека. 

Уникальность компонентов «коктейля Яманака» состоит не только в том, что входящие в его состав 
факторы участвуют в поддержании плюрипотентного состояния, но и в том, что некоторые компоненты 
этого «коктейля» играют большую роль в регуляции клеточного цикла, пролиферации и эпигенетическо-
го статуса клеток.

Уже в первых работах по изучению технологии репрограммирования было показано негативное вли-
яние процесса старения на эффективность индукции плюрипотентного состояния. Одним из важных мо-
ментов при репрограммировании явился выбор исходного клеточного материала – он должен быть легко-
доступным и не иметь в геноме накопленных повреждений ДНК (например, от УФ-излучения и других 
факторов внешней среды). Эффективность репрограммирования, как оказалось, сильно зависела и от так 
называемого эффекта положения, т. е. места, куда внедрялся вирусный вектор, влияющий на экспрессию 
закодированных в нем генов. Кроме того, снижению эффективности данного способа способствовал есте-
ственный клеточный иммунитет, защищающий клетку от внедрения чужеродных генов [6].

Основной же проблемой использования интеграционных методов является высокий риск канцероге-
неза. Существуют эпигенетические механизмы, подавляющие активность генов плюрипотентности, что 
обеспечивает дальнейшую нормальную дифференцировку клеток. Эти же механизмы действуют и на ге-
ны, внедренные вирусными векторами. Однако существует вероятность того, что внедренные гены, кото-
рые по природе являются онкогенами для соматических клеток и клеток, вступивших на путь дифферен-
цировки, будут продолжать экспрессироваться. В таком случае это приведет к развитию из ИПСК злока-
чественных опухолей [3].

Сравнение эмбриональных и индуцированных стволовых клеток. На сегодняшний день известно 
два типа плюрипотентных клеток, имеющих широкий потенциал применения в биомедицине: ЭСК  
и ИПСК. ЭСК представляют собой практически неисчерпаемый источник недифференцированных кле-
ток с нормальным диплоидным кариотипом, которые могут быть дифференцированы по самым разным 
направлениям. До недавнего времени практически единственным их источником была внутренняя масса 
бластоцисты, которую получали в лабораторных условиях через несколько дней после процедуры экстра-
корпорального оплодотворения. Следует отметить, что манипуляции с ЭСК сопровождаются высоким 
риском их злокачественной трансформации, а также значительными проблемами этического характера, 
связанными с необходимостью забора клеток из человеческих эмбрионов [3].

Альтернативой ЭСК служат ИПСК. Этот тип плюрипотентных клеток получают, как упоминалось 
выше, из соматических клеток взрослого организма путем репрограммирования с помощью эктопиче-
ской экспрессии определенного набора транскрипционных факторов [4]. Главной характеристикой плю-
рипотентных стволовых клеток является их способность к неограниченной пролиферации и дифферен-
цировке в производные трех первичных зародышевых листков. Важный момент состоит в том, что ИПСК 
теряют эту способность в ходе дифференцировки [4].
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ИПСК по своим свойствам аналогичны ЭСК. В них работают каскады сигнальных путей, которые 
блокируют индукцию дифференцировки и способствуют поддержанию в активном состоянии транскрип-
ционных факторов, ответственных за состояние плюрипотентности [4]. Доказано, что в ЭСК существуют 
две подсистемы регуляторов плюрипотентности: внешняя и внутренняя. Подсистема «внешних регуля-
торов плюрипотентности» включает в себя несколько сигнальных путей, основными из которых являют-
ся каскады, запускаемые белками LIF (leukemia inhibitory factor), BMP4 (bone morphogenetic protein), 
TGFβ, активином A, NODAL и bFGF [9]. Подсистема «внутренних регуляторов плюрипотентности» ‒ это 
подсистема транскрипционных факторов, действующих в ядрах клеток. К числу ключевых регуляторов  
в данной подсистеме относятся транскрипционные факторы Oct-4, Nanog и Sox2 [4].

ЭСК и ИПСК имеют сходные морфологические (компактность колоний, высокое ядерно-цитоплазма-
тическое соотношение, четкая визуализация ядер), молекулярно-биологические, иммуноцитохимические 
(экспрессируют гликолипиды SSEA-3, SSEA-4 (stage-specific embryonic 8antigen) и протогликаны Тга-1-60 
и Тга-1-81) данные и функциональные характеристики, теломеразную активность и способность диффе-
ренцироваться в клетки трех зародышевых листков [1]. 

Установлено также, что ИПСК и ЭСК экспрессируют сходный спектр генов, формируют тератомы, 
содержащие производные всех трех зародышевых листков [4]. При сравнении ИПСК и ЭСК руководству-
ются такими критериями, как способность к дифференцировке и профиль экспрессии генов, эпигенети-
ческие характеристики и др. Для ИПСК мыши в качестве основного теста на способность к дифференци-
ровке обычно используется тест на формирование жизнеспособных химер [10]. Инъекция диплоидных 
ИПСК в тетраплоидную бластоцисту мыши (тетраплоидная комплементация) позволила полностью раз-
вить организм из ИПСК, что указывает на эквивалентность некоторых линий ИПСК, в плане их способ-
ности к дифференцировке, ЭСК. В отношении клеток человека по этическим причинам для исследования 
доступны тесты, основанные на дифференцировке in vitro, формировании тератома-подобных новообра-
зований при введении стволовых клеток иммунодефицитным мышам и способности к образованию эм-
бриоидных телец, что характеризует клетки как плюрипотентные [7]. В таблице приведены сравнитель-
ные характеристики ЭСК, взрослых МСК и ИПСК.

Сравнительные свойства эмбриональных (ЭСК), взрослых мезенхимальных стволовых клеток (ВМСК)  
и индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) [11]

Comparative properties of embryonic, adult mesenchimalstem cells and induced pluripotent stem cells [11]

Свойства клеток ЭСК ВМСК ИПСК

Природа  
(локализация)

Находятся во внутренней 
клеточной массе  
бластоцисты

Входят в состав тканей  
и органов

Получают при репрограммировании 
соматических клеток с различным 
дифференцировочным  
потенциалом in vitro

Способность  
к самообновлению

Высокая Ограниченная Высокая

Потентность Плюрипотентность Мультипотентность Плюрипотентность
Дифференцировка Дифференцируются  

в клетки трех  
зародыдышевых листков

Обладают ограниченной  
дифференцировочной  
способностью

Дифференцируются в клетки трех 
зародышевых листков

Маркеры OCT-3/4, SOX-2, NANОG, 
SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-
60, TRA-1-81

CD90+, CD73+, CD105+,  
СD15–, СD3–, CD19–, CD11–, 
СD79–, HLA–DR–

OCT-3/4, SOX-2, NANOG, SSEA-4, 
KLF-4, TRA-1-60, TRA-1-81

Спонтанная  
онкотрансформация

Возможна Отсутствует Возможна

Иммунный ответ Сильный Присутствует для аллогенных 
клеток, отсутствует для  
аутологичных клеток

Сильный для ИПСК аллогенного 
происхождения, отсутствует для 
аутологичных клеток

Этические моменты Присутствуют Отсутствуют Отсутствуют

ИПСК по сравнению с ЭСК имеют ряд преимуществ, два из которых являются основными: получе-
ние клеток не требует использования человеческих бластоцист, которые остаются невостребованными 
после процедуры экстракорпорального оплодотворения, что снимает этические вопросы; перспектива по-
лучения ИПСК рутинными методами из клеток любого пациента снимает проблемы иммунологической 
совместимости.
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В настоящее время исследование свойств и характеристик ИПСК, а также разработка протоколов их 
получения особо актуальны. Резюмируя вышесказанное, ИПСК можно получить из различных соматиче-
ских клеток взрослого организма, репрограммируя их до плюрипотентного состояния с помощью набора 
определенных генов (например, oct3/4, sox2, klf4, c-myc, nanog и lin28), большинство из которых кодируют 
транскрипционные факторы [10]. Кроме того, показано, что ИПСК мыши и человека можно получить пу-
тем введения в клетку микроРНК, рекомбинантных белков, матричных РНК, эписомных плазмид [12].

Получение ИПСК. В литературе имеется большое количество протоколов получения ИПСК, кото-
рые различаются по способу доставки трансгенов в клетки и условиям их культивирования в процессе 
репрограммирования [13]. Все существующие методы получения ИПСК условно можно разделить на две 
группы: вирусные и невирусные. При этом вирусные методы получения ИПСК подразделяются на мето-
ды с интеграцией трансгена в геном клетки реципиента и без интеграции. Первыми были разработаны 
вирусные системы доставки генетического материала в клетку на основе ретро- и лентивирусов.

Ретро- и лентивирусы интегрируют трансген в геном хозяина, что обеспечивает его высокий уровень 
экспрессии и эффективное заражение делящихся клеток. Однако существует опасность инсерционного 
мутагенеза и активации протоонкогенов, что может увеличить риск образования опухолей [10]. Первое 
получение ИПСК было осуществлено благодаря одновременной трансдукции четырьмя ретровирусами, 
несущими гены oct3/4, sox2, klf4 и c-myc [4].

Для решения проблемы инсерционного мутагенеза и снижения риска канцерогенеза были разработаны 
неинтеграционные методы, использующие векторы на основе аденовирусов и вируса Сендай. Неинтегра-
ционный метод получения ИПСК был использован в 2008 г. группой ученых во главе с С. Дунканом.  
В качестве вектора для доставки репрограммирующих факторов (Oct3/4, Sox2, Klf4 и c-Myc) был приме-
нен аденовирус. Аденовирусы способны переносить генетический материал как в делящиеся, так и в не-
делящиеся клетки и обеспечивают достаточно высокую экспрессию генов, как правило, не встраиваясь  
в геном. Риск канцерогенеза был сведен к минимуму, но эффективность данного метода оказалась более 
низкой, чем эффективность при использовании интеграционных векторов. В 2009 г. Н. Фузаки с соавт. 
получили ИПСК, используя вектор на основе вируса Сендай. Этот вирус содержит РНК, а следовательно, 
не может встроиться в геном клетки. Несмотря на способность вируса спонтанно элиминироваться  
в процессе деления клеток, данный подход требовал применения либо дополнительных процедур по се-
лекции ИПСК, либо модификации векторов. Основным препятствием для использования таких векторов 
остается низкая эффективность репрограммирования.

Еще одним неинтеграционным методом доставки репрограммирующих факторов является использо-
вание плазмид. Это довольно простой, доступный метод, при котором исключается интеграция плазми-
ды в геном. В то же время в первых экспериментах К. Окита такая интеграция плазмидного вектора в ге-
ном клетки имела место, однако оптимизация протокола позволила избежать впоследствии интеграции 
экзогенной ДНК и в 2010 г. были получены ИПСК без внедренной в геном стволовой клетки плазмидной 
ДНК. Недостатком использования плазмид является низкая эффективность репрограммирования [14]. 

Альтернативный способ репрограммирования ‒ использование искусственных хромосом, которые 
обладают большой вместимостью и сохраняются при делении клетки. Экспрессия генов, внедренных  
с помощью этих хромосом, гораздо более стабильна и менее зависима от эффекта положения [14]. 

М. Хирацука с соавт. разработали искусственную хромосому, содержащую ДНК, в которой были за-
кодированы 4 репрограммирующих фактора (Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc) и ген, «выключающий» белок р53, 
который является опухолевым супрессором, а также выполняет множество других функций, например 
принимает участие в дифференцировке и регуляции клеточного цикла (в данном случае подавление его 
активности позволяет повысить эффективность репрограммирования). Недостатками этого метода явля-
ются опасность интеграции экзогенного генетического материала в геном клетки, довольно низкая эф-
фективность метода и возможные отрицательные последствия, связанные с подавлением активности бел-
ка р53 в процессе репрограммирования [15]. 

Л. Варреном с соавт. разработан также метод, заключающийся в периодическом введении в культуру 
соматических клеток синтетической мРНК, кодирующей 5 транскрипционных факторов (Klf4, c-Myc, 
Oct4, Sox2, Lin28). Основной проблемой использования экзогенной мРНК является слишком быстрая ее 
деградация и необходимость периодического введения в клетку синтетической мРНК, что может приве-
сти к повреждению клеток.

Х. Чжоу с коллегами разработали метод получения ИПСК с помощью введения в клетки рекомби-
нантных белков, в которых полиаргинин (выполняющий транспортную функцию) был связан с С-кон-
цевыми доменами 4 факторов ‒ Oct3/4, Sox2, Klf4 и c-Myc. Доставка белков в клетку осуществлялась как 
инвазивными методами (микроинъекция, электропорация), так и неинвазивным методом (введение ре-
комбинантного белка, связанного с коротким катионным пептидом, способным проникать через клеточную 
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мембрану) [14]. Несмотря на то что при использовании неинвазивного метода клетки не повреждаются, не 
требуется специального оборудования, а риск инсерционного мутагенеза отсутствует, его эффективность 
низкая. Сам процесс репрограммирования довольно длительный и включает несколько циклов, а кроме 
того, использование данного метода требует достаточного количества хорошо очищенного рекомбинант-
ного белка [14].

Важно отметить, что некоторые низкомолекулярные соединения (например, оксистерол, пурморфа-
мин и другие метаболиты, аскорбиновая кислота, бутират натрия, форсколин) повышают эффективность 
репрограммирования. Самостоятельно они, к сожалению, не эффективны. Правда, считается, что некото-
рые из них либо их комбинации могут функционально заменить транскрипционные факторы. Основным 
недостатком такого подхода является сложная процедура обработки клеток комбинациями из малых мо-
лекул. Вероятно, из-за большей сложности молекулярных процессов, происходящих при репрограммиро-
вании клеток у человека, пока не удается подобрать состав «коктейля» из малых молекул для получения 
человеческих ИПСК.

Следует отметить, что в ряду интеграционные вирусы ‒ микроРНК безопасность по отношению  
к стабильности генома растет, т. е. снижается вероятность нежелательных событий на его уровне (напри-
мер, нежелательной активности транскрипционных факторов или образования в нем мутаций), приводя-
щих к нарушению его структурно-функциональной целости. В то же время в данном ряду эффективность 
индукции плюрипотентности снижается (рис. 1) [16].

Стадии репрограммирования. Превращение соматических клеток в ИПСК. На сегодня имеется 
опыт получения ИПСК из различных типов клеток взрослого организма, например из нейральных ство-
ловых клеток, клеток эндотелия, кератиноцитов, клеток периферической крови, гепатоцитов и эпители-
альных клеток желудка, волосяных фолликулов, клеток слизистых оболочек глаза, фибробластов, МСК  
и др. Однако по причине простоты получения наиболее популярными объектами для репрограммирова-
ния являются фибробласты, кератиноциты кожи и мононуклеарных клеток периферической крови.

Процесс репрограммирования клеток состоит из трех стадий: инициации, созревания и стабилиза-
ции. На первой стадии (инициации) после трансфекции клеток факторами Oct3/4, Sox2, Klf4 и c-Myc 
происходит метилирование промоторов генов, экспрессия которых характерна для соматических клеток. 
Далее число быстро пролиферирующих клеток увеличивается и в них происходит метаболическое пере-
ключение с окислительного фосфорилирования на гликолиз, что характерно для ЭСК, которые адаптиру-
ются к условиям гипоксии на ранних стадиях эмбриогенеза [11].

Переключение метаболического пути с окислительного фосфорилирования на гликолиз происходит 
через 7 дней после начала процесса репрограммирования. Ключевым сигнальным каскадом на данной 
стадии является фосфатидил-инозитол-3-киназный (PI3K/AKT) путь. Во время репрограммирования 
компоненты данного пути, такие как киназы PI3 (рhosphoinositide 3-kinases), Pdk1 (3-phosphoinositide-
dependent protein kinase-1) и Akt (alpha serine/threonine-protein kinase), активируются, а гены, кодирующие 
белки гликолиза, экспрессируются [10]. 

Запускается процесс мезенхимально-эпителиального перехода (МЭП), что приводит к потере клетка-
ми подвижности вследствие реорганизации цитоскелета, приобретению клеточной полярности и индук-
ции экспрессии E-кадгерина, который относится к семейству белков плотных контактов. МЭП является 
обратимым по причине непродолжительной экспрессии генов, кодирующих факторы (Oct3/4, Sox2, Klf4  

Рис. 1. Способы доставки индукторов дедифференцировки в клетки

Fig. 1.  The methods of delivery of dedifferentiation inductors into cells



352    Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2021, vol. 66, no. 3, pp. 345–356

и c-Myc) [17]. Поэтому экзогенные Oct3/4, Sox2, Klf4 и c-Myc должны присутствовать в клетках достаточ-
но продолжительное время.

Ключевым геном в МЭП в течение репрограммирования является Sox2, продукт которого супресси-
рует фактор Snail, в норме обеспечивающий обратный процесс – эпителиально-мезенхимальный переход. 
Klf4 отвечает за индукцию гена, кодирующего E-кадгерин [17], в поддержание экспрессии которого затем 
вступают факторы семейства белков BMP. В отсутствие Klf4 его может функционально заменять один из 
эндогенных белков семейства BMP, что у мышей приводит к возможности репрограммирования фибро-
бластов только при внесении экзогенного Oct3/4 [18]. Но конститутивная сверхэкспрессия генов, кодиру-
ющих семейство факторов BMP, препятствует получению ИПСК из фибробластов человека [18]. Подобное 
различие в механизмах, лежащих в основе репрограммирования, характерна для клеток человека и мыши.

Через 3 дня после одновременной трансфекции транскрипционными факторами OSKM наблюдается 
увеличение пролиферативной активности клеток, обусловленное сверхэкспрессией гена c-Myc [18]. Также 
на данном этапе происходит усиление экспрессии гена lin28, что приводит к регуляции пролиферации за 
счет взаимодействия с циклинами A, B и циклин-зависимой киназой Cdk4 (сyclin-dependent kinase 4) [19]. 
Во время стадии инициации минимальное число клеток становятся устойчивыми к апоптозу и старению. 

После инициации следует вторая стадия созревания ИПСК. Только небольшое число клеток проходит 
стадию созревания успешно, что проявляется в низкой эффективности репрограммирования в целом [20]. 
На данном этапе эпигенетические модификации позволяют активировать экспрессию генов, кодирующих 
такие эндогенные факторы плюрипотентности, как Oct3/4, Nanog, Sall4 (Sal-like protein 4) и др. 

Важную роль в созревании ИПСК играет LIF-STAT сигнальный путь. При культивировании клеток 
на среде без добавления LIF, который служит активирующим агентом данного сигнального пути, форми-
рующиеся колонии, схожие по морфологии с колониями ЭСК, открепляются от адгезивной поверхности 
флакона, в котором культивируются. Активация LIF-STAT-пути приводит к деметилированию промото-
ров генов, обеспечивающих поддержание плюрипотентного состояния. Было показано, что транскрипци-
онный фактор Stat3 напрямую блокирует ДНК-метилтрансферазу DNMT1 и гистоновые деацетилазы 
HDAC2, HDAC3 и HDAC8 [21].

WNT-сигнальный путь участвует в созревании ИПСК, так как добавление Wnt3a-активирующего ли-
ганда между 6-м и 9-м днем после начала репрограммирования увеличивает количество сформирован-
ных ИПСК колоний [22]. 

До третьей стадии стабилизации доходит лишь 1 % клеток, вступивших на путь репрограммирова-
ния. Данная стадия характеризуется наличием эндогенной экспрессии факторов поддержания плюрипо-
тентности. Было показано, что при элиминации экзогенных факторов на 9-й день репрограммирования 
фенотипической реверсии клеток не происходит, т. е. на этой стадии процесс необратим.

На стадии стабилизации наиболее четко прослеживаются различия между ИПСК мыши и человека. 
При репрограммировании соматических клеток мышей имеет место реактивация X-хромосомы, которая 
в норме у особей женского пола инактивирована. В клетках человека реактивации X-хромосомы не проис-
ходит.

Ниже представлен примерный протокол получения ИПСК человека из фибробластов дермы человека, 
используемый в настоящее время в Институте биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси.

1. Получение стока вирусных частиц. Клетки HEK 293Т/Phoenix одновременно трансфецируются 
плазмидами, экспрессирующими упаковочные вирусные белки (например, Gag, Pol и VSV-G), а также 
плазмидами, экспресирующими целевые гены белков плюрипотентности OSKM, в соответствии с про-
токолом производителя трансфекционного реагента. Через 24 ч после трансфекции среда меняется. Затем 
каждые 24 ч проводится сбор среды, содержащей вирусные частицы. До завершения сбора эта среда хра-
нится при +4 °С. После этого накопленный объем пропускается через целлюлозно-ацетатный фильтр  
с размерами пор 0,45 мкм и концентрируется путем центрифугирования при 70 000 g в течение 1 ч при 
+4 °С. По окончании этой процедуры материал закладывается на хранение при ‒80 °С.

2. Подготовка культуры фибробластов дермы человека к репрограммированию. Для получения более 
высокой эффективности репрограммирования используются фибробласты ранних пассажей (2‒5-й).  
В концентрации 3000‒5000 кл/см2 фибробласты дермы человека высаживаются в питательную среду для 
культивирования и инкубируются при +37 °С в атмосфере 5 % СО2. Каждые 2 дня среда (2 мл) меняется 
на свежую. По достижении культурой 80 % монослоя фибробласты пассируются в соотношении от 1:4 до 
1:6 и инкубируются при +37 °С в атмосфере 5 % CO2 до готовности к репрограммированию. Перед нача-
лом работы в каждую лунку 6-луночного планшета, в которой проводится трансфекция/трансдукция, 
добавляется субстрат для культивирования ЭСК и ИПСК, повышающий адгезию клеток и оказывающий 
трофический эффект. Затем фибробласты ресуспендируются в 2 мл питательной среды для культивиро-
вания в конечной концентрации 5·104 клеток в 1 мл и добавляются в каждую лунку 6-луночного планшета, 
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содержащую субстрат для культивирования ЭСК и ИПСК и инкубируются при +37 °С и 5 % CO2 в те-
чение 12 ч.

3. Репрограммирование. При вирусной индукции плюрипотентности к клеткам добавляется реагент, 
повышающий эффективность трансфекции (например, Polybrene в концентрации до 8 мкг/мл). Затем 
определяется титр полученных вирусных частиц, т. е. их концентрация при добавлении к клеткам. Через 
2 дня после посева клетки инфицируются четырьмя собранными вирусными векторами. На первых эта-
пах дедифференцировки в течение первой недели после инфицирования в среду культивирования клеток 
добавляются такие демителирующие агенты, как вальпроевая кислота и BIX-01294. В данной среде фи-
бробласты культивируются в течение недели, после чего пассируются в соотношении 1 к 10 на 35-милли-
метровые пластиковые культуральные чашки. На следующий день после пересева среда меняется на сре-
ду для культивирования ЭСК человека. В этой среде клетки культивируются в течение 10–12 дней, среда 
меняется через каждые 2 дня до появления ЭСК-подобных колоний. С помощью стеклянного микрока-
пилляра образовавшиеся колонии механически пересаживаются в новые покрытые фидерным субстратом 
пластиковые чашки Петри с питательной ростовой средой для ИПСК (например, mTeSR 1 или TeSR E8 
(Stem Cell Technologies, Канада)). Для повышения адгезии фрагментов колоний ИПСК в поддерживаю-
щую среду добавляется ингибитор Rho-киназы. Колонии ИПСК культивируются при +37 °С в атмосфере 
5 % CO2 с заменой каждые 2 дня кондиционированной ростовой среды и проведением мониторинга мор-
фологии клеток под микроскопом.

Перспективы применения ИПСК в регенеративной медицине и биологии. На сегодняшний день 
недифференцированные ИПСК нашли практическое применение в сфере биомедицинских исследований. 
Создаются банки ИПСК, которые в дальнейшем могут быть использованы при проведении фундамен-
тальных исследований, а в перспективе ‒ при персонализированной клеточной терапии.

ИПСК, созданные с помощью безвирусных методов репрограммирования, потенциально могут при-
меняться при персонифицированной клеточной терапии различных тяжелых заболеваний человека, ког-
да необходимо восстановить поврежденные в результате патологического процесса или травмы клетки, 
ткани и органы пациента. В частности, при макулярной дистрофии с помощью ИПСК удается частично 
восстановить поврежденный слой клеток пигментного эпителия сетчатки [11]. Особенно перспективно их 
использование при лечении заболеваний органов. Ведь с помощью ИПСК можно получить собственные 
кардиомиоциты и гепатиты и выйти на лечение инфаркта миокарда и дистрофии печени. В настоящее 
время с использованием направленно дифференцированных in vitro ИПСК проводятся доклинические ис-
следования возможности лечения серповидно-клеточной анемии [23], сердечно-сосудистых заболеваний 
[24], болезни Паркинсона, заболеваний глаз [11] и др., созданы линии ИПСК человека от пациентов с та-
кими заболеваниями, как муковисцидоз, болезнь Гоше, мышечная дистрофия, болезнь Паркинсона, бо-
лезнь Хантингтона, а также активно ведутся исследования в направлении генетической модификации 
различных линий ИПСК [25]. Приведенный выше перечень заболеваний далеко не полный, но очевидно, 
что в ближайшем будущем появятся новые клеточные технологии с использованием ИПСК, позволяю-
щие лечить заболевания, трудно поддающиеся обычной терапии. К ним относятся нейродегенеративные 
заболевания центральной нервной системы, инфаркт миокарда, диабет, заболевания печени, почек и лег-
ких. При этом следует иметь в виду, что получение аутологичных ИПСК с использованием биологическо-
го материала пациента позволит исключить отторжение трансплантированных клеток вследствие воз-
можных иммунных конфликтов при использовании чужеродного клеточного материала, т. е. аллогенных 
ИПСК.

 
Рис. 2. Варианты использования ИПСК на практике

Fig. 2. Use cases of iPSC in practice
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Следует отметить, что использование ИПСК в тандеме с технологией редактирования генома являет-
ся перспективным в плане исправления мутаций в генах, ответственных за развитие того или иного гене-
тически детерминированного заболевания. К перечисленным лечебным подходам с использованием 
ИПСК тесно примыкает еще одна важная проблема. Речь идет о создании органов человека не с помощью 
3D печати, а на основе аутологичных ИПСК с их введением в биоинкубатор ‒ эмбрион животного, в орга-
низме которого, в конечном счете, сформируется персонифицированный орган человека. Подобного рода 
опыты начали проводиться на уровне пары животных мышь‒крыса. Кроме того, еще одной прикладной 
задачей, которую позволяет решить технология получения ИПСК in vitro, является восстановление и со-
хранение генофонда исчезающих видов животных, увеличение их популяций и генетического разнообра-
зия [26].

ИПСК имеют большой потенциал не только в регенеративной медицине, но и в фармакологии и ток-
сикологии. ИПСК являются оптимальной тест-системой для апробации новых лекарственных препара-
тов, позволяют изучать патогенез болезней на клеточном и субклеточном уровне, осуществлять поиск 
новых лекарственных средств, тестирование эффективности лекарственных препаратов, оценку их ток-
сичности, подбор протоколов лечения и т. д. Получение ИПСК путем репрограммирования соматических 
клеток больных и здоровых пациентов определяет их преимущество перед ЭСК, открывается перспекти-
ва персонифицированного подхода в подборе протоколов лечения заболеваний различного генеза. Ввиду 
способности ИПСК к дифференцировке в различных направлениях возможно проведение точных докли-
нических испытаний лекарственных препаратов на клетках человека, без использования животных [27].

Однако широкое использование ИПСК в клеточной терапии пока ограничивается рядом проблем, ко-
торые предстоит решить в ближайшем будущем. Это полный отказ от вирусных конструкций; повыше-
ние эффективности репрограммирования (на сегодня при дедифференцировке удалось достигнуть репро-
граммирования в среднем у 1 % популяции клеток); снижение или полное подавление иммуногенности 
ИПСК; решение проблемы высокой вероятности злокачественной трансформации ИПСК in vivo при ис-
пользовании их в терапии.

Во многих лабораториях активно ведется разработка протоколов экспрессного получения ИПСК  
с высоким выходом из соматических клеток и протоколов последующей модификации ИПСК с целью 
минимизации риска их злокачественной трансформации при попадании в организм человека.
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ВОЗМОЖНЫЙ ОТВЕТ МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОТЕХНОЛОГИИ  
НА ВЫЗОВ SARS-COV-2

Аннотация. Пандемия COVID-19, вызванная коронавирусом SARS-CoV-2, затронула практически все стороны 
жизнедеятельности большинства стран и народов. В течение 2020 г. заболели COVID-19 порядка 100 млн жителей 
Земли, из которых 2 млн человек умерли. Поэтому фармацевтические компании многих стран включились в гонку 
по скорейшему созданию профилактических противовирусных вакцин. Однако не исключена вероятность, что па-
рентеральные вакцины против быстро мутирующего пандемического коронавируса могут оказаться недостаточно 
эффективными, поскольку создаются без должной проверки на отдаленные побочные эффекты.

В качестве возможной альтернативы традиционному парентеральному вакцинированию в настоящей мини-об-
зорной статье рассматривается подход, предусматривающий кроме интраназальной адъювантной вакцинации фар-
макологическую инактивацию коронавируса с помощью рибо-фавипиравира, рекомбинантных аргининдеиминазы, 
РНКазы L и лактоферрина, а также биогенных наночастиц серебра или меди – препаратов, полученных с использо-
ванием современных молекулярно-биотехнологических методов.

Ключевые слова: пандемия COVID-19, вакцинация, химиотерапия, модифицированный нуклеозид, лактофер-
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Abstract. COVID-19 pandemic caused by coronavirus SARS-CoV-2 affected virtually all life aspects in most countries 
and nations. During 2020 around 100 mln of Earth inhabitants contracted this morbid infection and 2 mln people died 
thereafter. It is natural therefore that many pharmaceutical companies around the globe have joined into the race aimed at 
elaboration of prophylactic antiviral vaccines. However, the option can not be ruled out that parenteral vaccines to counter 
rapidly mutating pandemic coronavirus may be designed hastily, neglecting due tests of remote side effects, so that in the long 
run they risk to be expelled from the marked due to doubtful safety and efficiency. 

As a real alternative to traditional vaccination techniques the present mini-review has proposed application of intranasal 
adjuvant nano-vaccine. If necessary, this approach may be complemented with pharmacological inactivation of coronavirus 
under the impact of ribo-favipiravir, recombinant arginine deiminase, RNAse L or lactoferrin, as well as biogenic silver or 
copper nanoparticles – the preparations derived from up-to-date molecular biotechnological processes.
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Введение. В конце 2019 г. человечество постигло потрясение, которое с полной уверенностью можно 
отнести к категории бедствий, сравнимых с мировыми войнами. Пандемия инфекционного заболевания 
COVID-19, вызванная коронавирусом SARS-CoV-2, затронула практически все стороны жизнедеятельно-
сти большинства стран и народов. 

Согласно статистическим данным, в течение 2020 г. во всем мире COVID-19 заболели более 100 млн 
жителей Земли, из которых умерли порядка 2 млн человек [1].
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Следует отметить, что, «к счастью», вирус SARS-CoV-2 оказался намного менее губительным, чем, 
например, вызвавший в 2012 г. вспышку коронавирус MERS-CoV, летальность которого составила 34 % 
[2], или вирус Nipah – еще один недавно активизировавшийся вирус, поражающий дыхательные пути  
и мозг с летальностью от 40 до 75 % [3]. Невозможно даже представить, что бы сейчас творилось в мире, 
если бы SARS-CoV-2 оказался таким же летальным. 

Коронавирусы известны с 1966 г., когда D. Tyrrell и М. Bynoe первыми выделили и описали такой ви-
рус у пациентов, страдающих простудой [4]. 

Коронавирусы представляют собой большое семейство сложных сферических (размером от 60 до 140 нм) 
вирусов с несегментированной одноцепочечной (+)РНК и с шипами из белка на поверхности (S), которые 
под электронным микроскопом имеют вид короны [5] (рис. 1). 

Природным резервуаром коронавирусов служат дикие животные, преимущественно летучие мы-
ши. Но иногда эти вирусы преодолевают межвидовой барьер между животными и людьми, вызывая 
целый спектр заболеваний – от инфекций, напоминающих простуду, до поражений нижних дыхатель-
ных путей, таких как бронхит, пневмония и тяжелый острый респираторный синдром (SARS). Подобно 
другим коронавирусам, SARS-CoV-2 несет четыре основных структурных гена, кодирующих основные 
структурные белки, известные как белок-шип (S), белок оболочки (E), белок мембраны (M) и белок ну-
клеокапсида (N). Белок N защищает геномную РНК (30 000 нуклеотидов), а белки S, E и M составляют 
оболочку вируса. Белок S позволяет вирусу связываться и сливаться с мембраной клетки-хозяина. Это 
ключевой иммуногенный антиген, который играет решающую роль в определении вирулентности ви-
руса и круга его хозяев [6].

При атаке человека коронавирусом предполагается следующая последовательность развития собы- 
тий [8] (рис. 2): 

1) вирус находит клетки, несущие на своей поверхности белки-рецепторы, которые по структуре (как 
ключ к замку) подходят к белку-антирецептору, находящемуся на поверхности вируса. В случае SARS-
CoV-2 антирецептором является гликопротеин шипа (S), а рецептором служит трансмембранный фермент 
АСЕ2;

2) происходит слияние мембраны клетки с оболочкой вируса, а нуклеокапсид, содержащий геномную 
РНК, оказывается в цитоплазме клетки; 

3) согласно дизъюнктивному способу размножения, свойственному всем вирусам без исключения, ко-
ронавирус после проникновения в клетку диссоциирует на составные части, чтобы высвободить свой ге-
ном в цитоплазму для осуществления процессов репликация РНК, ее трансляции и синтеза белков;

4) на завершающих стадиях процесса происходит сборка вирионов потомства и выход их из клетки-
хозяина.

Из анализа рис. 2 следует, что наиболее уязвимыми местами в системе внутриклеточного размноже-
ния вируса является целостность самой главной молекулы вируса – РНК и механизм ее репликации. 

Рис. 1. Схема строения коронавируса SARS‐CoV‐2 [7]

Fig. 1. Structure of the coronavirus SARS‐CoV‐2 [7]
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Профилактика COVID-19. История медицины свидетельствует о том, что самым эффективным спо-
собом борьбы с инфекционными заболеваниями является вакцинация, поэтому с самого начала панде-
мии фармацевтические компании многих стран включились в гонку по скорейшему созданию профилак-
тических вакцин против SARS-CoV-2. При этом разрабатываемые в настоящее время вакцины против 
этого вируса используют технологические платформы на основе нуклеиновых кислот, пептидов, реком-
бинантных белков, вирусных векторов, инактивированных и живых аттенуированных вирусов [9].

К настоящему времени несколько кандидатных вакцин против SARS-CoV-2 прошли проверку на без-
опасность по сокращенной программе и поступили на фармацевтический рынок. Они включают иРНК, 
кодирующие S-белок; нереплицирующиеся аденовирусные векторы, содержащие ген S-белка; наночастицы, 
несущие фрагменты S-белка; ДНК-вакцины, содержащие ген S-белка, и вирусоподобные частицы на ос-
нове S-белка [10]. Впрочем, для многих вакцин подробности, касающиеся конкретных антигенов, и адъю-
ванты-усилители иммунитета не разглашаются. 

По нашему мнению, в качестве вакцины наиболее целесообразно использовать фрагмент вирусной 
РНК, кодирующий не весь S-белок, а его наиболее иммуногенный участок, ответственный за синтез так 
называемого минимального рецептор-связывающего домена, состоящего из аминокислот в положениях 
318–510 [6]. 

Известно, что большинство вакцин, одобренных для использования человеком, вводятся в организм 
парентерально и только в незначительной степени обеспечивают защиту слизистых оболочек. В то же 
время следует согласиться с некоторыми авторами, которые считают, что для индукции мощных иммун-
ных ответов против респираторных инфекций необходима как раз интраназальная иммунизация [11]. Это 
важно, поскольку слизистые оболочки дыхательных путей, глаз и рта являются основными «входными 
воротами» для вируса SARS-CoV-2.

По нашему мнению, эффективность интраназальной вакцины может быть значительно повышена  
с помощью одного из мукозальных адъювантов нового поколения – циклического диаденозин-5′-моно-
фосфата (цикло-диАМФ) [12, 13] (рис. 3).

Важно отметить, что ферментативная технология получения этого циклического динуклеотида не-
давно разработана нами в лаборатории молекулярной биотехнологии Института микробиологии НАН Бе-
ларуси [14].

Еще одно возможное нововведение может заключаться в использовании в качестве носителя для ин-
траназальной иРНК-вакцины наночастиц, состоящих из Mg,Al-слоис тых двойных гидроксидов (рис. 4) 

 

Рис. 2. Цикл репликации SARS-CoV-2 [7]

Fig. 2. Replication cycle of SARS-CoV-2 [7]
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[15]. Получение таких наноразмерных (100–200 нм) частиц, интеркаляция и высвобождение из них раз-
личных нуклеиновых соединений продемонстрировано нами в 2016 г. [16]. 

Следует отметить, что, несмотря на то что благодаря простоте проведения, отказу от специально обу-
ченного персонала и отсутствию болезненных ощущений во время вакцинирования, интраназальная вак-
цинация является весьма привлекательной манипуляцией. На сегодняшний день единственная лицензи-
рованная вакцина, которая производится в форме спрея, – это вакцина против вируса гриппа для людей  
в возрасте от 2 до 50 лет [17].

Весьма вероятно, что в гонке за разработкой наиболее эффективной вакцины против SARS-CoV-2 
именно стимулирование иммунитета слизистых оболочек приведет к созданию такого препарата, кото-
рый поможет человечеству справиться с этим патогеном.

Терапия COVID-19. Несмотря на неоспоримые успехи вакцинологии в прошлом, так и не удалось 
создать эффективных вакцин против вируса иммунодефицита человека (ВИЧ), вируса гепатита С, вируса 
ящура, вируса африканской чумы свиней и даже вируса гриппа. Поэтому не исключена вероятность, что 
и вакцины против быстро мутирующего пандемического коронавируса, которые создаются в недопусти-
мо ускоренном режиме [18], могут оказаться неэффективными [9]. Это обстоятельство оправдывает уси-
лия, направленные на создание лекарств прямого противовирусного действия. 

Следует особо подчеркнуть значительные методические успехи в обнаружении SARS-CoV-2, однако 
в настоящее время не существует официально одобренного средства для терапии COVID-19 с клинически 
доказанной эффективностью и безопасностью [19]. Пока лечение в основном направлено на облегчение 
симптомов заболевания. Кроме того, принимаются строгие меры для ограничения передачи инфекции от 

Рис. 3. Структура молекулы мукозального адъюванта цикло-диАМФ

Fig. 3. Structure of mucosal adjuvant cyclic diAMP molecule

Рис. 4. Схематическое изображение РНК-вакцины, включенной в наночастицы,  
состоящие из Mg,Al-слоистых двойных гидроксидов

Fig. 4. Schematic image of an RNA vaccine included in nanoparticles consisting  
of Mg, Al-layered double hydroxides
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человека к человеку. Таким образом, существует насущная потребность в создании терапевтических 
агентов, непосредственно нацеленных на SARS‐CoV‐2.

Материалы, представленные в текущей научной периодике, свидетельствуют о том, что в арсе- 
нале исследователей имеется ряд препаратов, которые потенциально могут угнетать размножение вируса 
SARS-CoV-2 в организме человека. Это предположение основано на опыте применения таких препаратов 
при отмечавшихся ранее вспышках коронавирусных инфекций – тяжелого острого респираторного дис-
стресс-синдрома (SARS) и ближневосточного респираторного синдрома (MERS) [20, 21]. 

Фавипиравир. Одним из препаратов, имеющих перспективу применения в терапии COVID-19, является 
модифицированный аналог гуанина – фавипиравир (favipiravir; Т-705) (рис. 5, а) [22, 23], который разрабо-
тан и одобрен в 2014 г. в Японии для лечения гриппа. 

Фавипиравир может эффективно ингибировать РНК-транскриптазу таких РНК-содержащих вирусов, 
как вирус гриппа, вирус лихорадки Эбола, вирус желтой лихорадки, энтеровирусы, вирус чикунгунья [24]. 

В Японии, России, Индии и Китае фавипиравир применяется и в качестве лекарства для лечения 
COVID-19. Сообщается также, что прием этого средства вызывает более быстрое выздоровление у инфи-
цированных пациентов с легкой и средней степенью тяжести заболевания [23]. При этом выявлен ряд по-
бочных эффектов, в том числе повышение уровня мочевины и транс аминаз в крови [25]. Повышение 
уровня мочевины особенно опасно для пациентов с больными почками. Кроме того, препарат противопо-
казан беременным и кормящим матерям. 

Фавипиравир является пролекарством, т. е. предшественником действующего вещества – рибо-
фавипиравир-5′-трифосфата. После введения в организм препарат попадает в клетку, где подвергается 
ферментативной трансформации в указанное выше действующее вещество. Кроме того, в кровяном русле 
нерибозилированный фавипиравир подвергается деградации ферментами катаболизма (альдегидоксида-
зой и ксантиноксидазой), превращаясь в неактивные соединения, обусловливающие, по-видимому, по-
бочные эффекты [22, 23]. 

Нам представляется, что указанных побочных эффектов можно избежать, а заодно и повысить эффек-
тивность этого средства, если использовать в качестве вводимой в организм лекарст венной субстанции 
не фавипиравир (азотистое основание), а его нуклеозид (рибо-фавипиравир) (рис. 5, b), что сократит путь 
его метаболической трансформации в действующее вещество. 

В качестве предварительного эксперимента нами предпринята попытка трансформации фавипирави-
ра в его рибонуклеозид (с выходом реакции синтеза порядка 40 мол%) с помощью рекомбинантного фер-
мента (пуриннуклеозидфосфорилазы), аналогично ранее проведенной нами трансформации кинетина  
в рибо-кинетин [26].

Рибонуклеазы. В середине прошлого века Р. И. Салгаником было высказано предположение, что 
РНКазы принимают непосредственное участие в биологических механизмах противовирусной защиты [27]. 
К настоящему времени накоплен значительный массив данных, позволяющих рассматривать РНКазы не 
только как компоненты иммунной защиты, но и как основу для разработки новых противовирусных пре-
паратов [28].

Первый препарат РНКазы (из крупного рогатого скота) был зарегистрирован в СССР еще в 1968 г. 
Теперь такой препарат выпускается в виде таблеток и лиофилизата для приготовления растворов для 

                                            a                                                   b 
Рис. 5. Структура молекул фавипиравира (а) и рибо-фавипиравира (b) 

Fig. 5. Structure of the molecules favipiravir (a) and ribo-favipiravir (b)
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инъекций и местного применения. Препарат рекомендован при воспалительных заболеваниях дыхатель-
ных путей (трахеит, бронхит, пневмония, синусит), при пародонтозе, остеомиелите, тромбофлебите, ви-
русном менингите и клещевом энцефалите [28]. 

Здесь следует отметить, что клиническое применение РНКаз млекопитающих (в отличие от РНКаз 
бактериального происхождения) не всегда эффективно, поскольку их активность может блокироваться 
специфическим ингибитором, представленным практически во всех тканях и необходимым для защиты 
клетки от собственных РНКаз [29]. 

Побудительным мотивом, заставившим нас обратить внимание на РНКазы как средство против кон-
кретного вируса SARS‐CoV‐2, явилась информация в сообщении [30] об очень слабой уязвимости детей  
и подростков в отношении этого патогена (рис. 6). 

Известно, что в клетках человека и всех позвоночных животных под действием вирусов в считанные 
часы и даже минуты начинает синтезироваться особый гормоноподобный белок – интерферон. В свою оче-
редь интерферон через цепь биохимических событий активирует латентную РНКазу-L, которая эффек-
тивно разрушает вирусные РНК [31], прерывая цикл размножения вирусов. 

Нам представляется логичным допустить, что причиной сравнительной безвредности SARS‐CoV‐2 
для детей и подростков является то, что у этой возрастной группы описанная выше система универсаль-
ной экстренной противовирусной защиты срабатывает на полную «проектную мощность», а у пожилых 
людей эта система, по-видимому, уже в той или иной степени истощена. Отсюда закономерно возникает 
предложение использовать в качестве лекарственного средства против SARS‐CoV‐2 человеческую 
РНКазу-L, источником которой может стать рекомбинантный бактериальный штамм E. coli. 

Предпосылкой успеха такого начинания может служить успешная гетерологичная экспрессия челове-
ческих генов в клетках E. coli, продемонстрированная некоторыми научными группами, в том числе на-
шей лабораторией [32]. 

Аргининдеиминаза. При создании фармакологического препарата прямого противовирусного дей-
ствия в качестве мишени предлагается использовать аминокислоту аргинин, дефицит которой приводит 
к инактивации всех до сих пор изученных в этом отношении вирусов [33]. 

Как и другие вирусы, SARS-CoV-2 зависит от исправности молекулярных механизмов жизнедеятель-
ности клетки-хозяина и доступности питательных веществ, необходимых для синтеза вирусных макро-
молекул. Таким образом, лишение основных питательных веществ – подход, используемый в области он-
кологии для лечения опухолей – может препятствовать репликации вируса. Хотя этот подход к метаболи-
ческому голоданию еще не применялся в клинической практике для борьбы с вирусами, доклинические 
исследования подтверждают эту концепцию [33].

Аминокислота аргинин является ключевым питательным веществом, которое, как было показано, 
играет важную роль в жизненном цикле многих ДНК- и РНК-содержащих вирусов [34]. Некоторые фер-
менты, разрушающие аргинин, уже находятся в стадии клинической разработки. Так, согласно результа-
там недавнего клинического исследования, посвященного раку, пегилированная бактериальная аргининде-
иминаза (ADI-PEG 20), которая расщепляет аргинин на цитруллин и аммиак, проявила противовирусную 
активность у онкологических пациентов с инфекцией вируса гепатита С [33].

Рис. 6. Cмертность от COVID-19 в США с 12 февраля по 16 марта 2020 г.

Fig. 6. Mortality from COVID-19 in USA from February 12 to March 16, 2020
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Следует отметить, что на сегодняшний день исследований по истощению аргинина в клетках, зара-
женных коронавирусами, не проводилось, однако в литературе высказано уверенное мнение, что «расще-
пляющие аргинин терапевтические ферменты могут быть легко доступными средствами лечения 
COVID-19» [33]. 

Лактоферрин. У человека и млекопитающих животных помимо универсальной противовирусной за-
щиты в виде системы интерферона имеется еще одна универсальная система защиты против вирусов 
(правда, действующая только в первые месяцы жизни) – система лактоферрина [35]. Забегая вперед, от-
метим, что, возможно, именно этим можно объяснить тот факт, что случаи COVID-19 у новорожденных и 
младенцев встречаются чрезвычайно редко и никогда не прогрессируют до инфекции нижних дыхатель-
ных путей [36].

По заверениям ряда исследователей, основным фактором патогенеза SARS-CoV-2 является перегруз-
ка организма пациентов свободным (несвязанным) железом [37]. Как установлено, вирус атакует и разру-
шает гемоглобин, что приводит к выбросу железа в кровоток. Действительно, хотя железо необходимо для 
всех живых клеток, несвязанное железо, возникающее, как правило, в результате нарушения регуляции 
его обмена, является очень реактивным и токсичным, поскольку способствует гиперкоагуляции тромбо-
цитов (обнаруживаемой у пациентов с тяжелой формой COVID-19) и генерирует активные формы кисло-
рода (АФК). В свою очередь АФК реагируют с клеточными липидами, нуклеиновыми кислотами и белка-
ми и повреждают их с последующей индукцией острых или хронических воспалительных процессов. 

Отдельного внимания заслуживает тот факт, что увеличение концентрации железа в легких связано  
с повышенным риском повреждения этого особо уязвимого при коронавирусных инфекциях органа [38].

Более того, катализируемое железом повреждение липидов вызывает, как недавно обнаружено, неа-
поптотическую гибель клеток, названную ферроптозом [39]. Принципиально важно, что, в отличие от 
апоптоза, ферроптоз является иммуногенным и не только приводит к гибели клеток, но и способствует 
ряду воспалительных процессов, вызывающих полиорганную недостаточность, повреждение и значи-
тельное снижение емкости легких. 

Поскольку перегрузка железом способствует развитию СOVID-19, были предприняты по иски хелато-
ров, которые привели исследователей к обнаружению эффективного природного железосвязывающего 
гликопротеина – лактоферрина [40]. 

Лактоферрин – это белок, который обычно содержится в грудном молоке и различных секреторных 
жидкостях, таких как слезы, слюна и носовые выделения различных видов млекопита ющих, включая 
людей [41]. Этот гликопротеин представляет собой важнейшую врожденную линию защиты от патоге-
нов, особенно на начальных стадиях инфекции. Он проявляет широкий спектр профилактической, тера-
певтической и биологической активности, включая противогрибковую, антибактериальную, противови-
русную, противоопухолевую, антиоксидантную и иммуномодулирующую активность. 

Отдельного внимания заслуживают противовирусные свойства лактоферрина. Так, было обнаруже-
но, что он препятствует активности как простых, так и покрытых оболочкой ДНК- и РНК-содержащих 
вирусов, таких как цитомегаловирус, вирус простого герпеса, ВИЧ, ротавирус, полиовирус, респиратор-
но-синцитиальный вирус, вирусы гепатита B и C, аденовирус, энтеровирус, вирус гриппа A и вирус япон-
ского энцефалита [37]. 

Кроме того, природный лактоферрин оказывает иммуномодулирующее, а также противовоспали-
тельное действие и может связываться с рецепторами, используемыми коронавирусами, тем самым бло-
кируя их проникновение в клетки-хозяева. Следовательно, благодаря уже только этому свойству лактофе-
рин может иметь высокую терапевтическую ценность во время нынешней пандемии COVID-19 [42]. При 
этом в качестве субстанции лекарственного препарата против SARS-CoV-2 может выступать человече-
ский лактоферрин, выделяемый из молока трансгенных коз [43], который биохимически эквивалентен 
белку человеческого молока [44].

Наночастицы серебра. Наночастицы (НЧ) из металлического серебра (AgНЧ) обладают широким 
спектром антимикробного действия против различных бактерий, микроскопических грибов и виру-
сов. Благодаря своей универсальности AgНЧ в настоящее время нашли применение в качестве микробио-
цидов для перевязочных материалов, медицинских инструментов, дезодорантов и разнообразных тканей 
[45]. Ряд исследователей выявили мощное противовирусное действие AgНЧ против различных патоген-
ных вирусов человека и животных, таких как респираторно-синцитиальный вирус, вирус гриппа, вирус 
гепатита B, ВИЧ, вирус оспы обезьян [46, 47].

Поскольку в дополнение к указанным выше вирусам было продемонстрировано, что Ag убивает 
SARS-CoV [48], S. Jeremiah с соавт. [49] выдвинули предположение о том, что AgНЧ способны ингибиро-
вать и пандемический SARS-CoV-2. 
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Точный механизм, посредством которого AgНЧ убивают вирусы, все еще неясен. Однако S. Hati  
и S. Bhattacharyya продемонстрировали важность дисульфидных связей в связывании спайкового S-белка 
SARS-CoV-2 с рецептором ACE2, нарушение которого приводит к предотвращению связывания вируса с 
клеткой [50]. Принимая во внимание механизм действия AgНЧ, показанный другими авторами, можно 
предположить, что AgНЧ оказывают свое противовирусное действие на SARS-CoV-2, разрушая дисуль-
фидные связи на белке (S) и рецепторе ACE2. 

Противовирусный эффект AgНЧ зависит от их размера, поскольку S. Jeremiah с соавт. [49] наблюдали, 
что AgНЧ активны против SARS-CoV-2 только при диаметре меньше 15 нм. Для борьбы с продолжающей-
ся пандемией COVID-19 AgНЧ можно помещать на различные поверхности. Так, было обнаружено, что 
маски с покрытием из AgНЧ эффективно инактивируют SARS-CoV-2 и потенциально могут быть также 
эффективны при нанесении на воздушные фильтры кондицио неров и медицинские инструменты [51].  

Что касается способа получения AgНЧ, то наметилась тенденция к переходу от химического способа 
их синтеза к их получению с использованием микробиологических и биохимических процессов [52]. 

Кроме того, в последнее время исследователей привлекает возможность получения НЧ на основе ме-
нее изученных, но более доступных элементов, таких как медь, цинк, железо и др. В связи с этим в качестве 
альтернативы НЧ из более дорогостоящего серебра нами осуществлен «зеленый синтез» медных НЧ [53], 
также обладающих антимикробной активностью [54].

Анализ приведенных выше и других литературных данных по результатам «зеленого синтеза» ме-
таллических НЧ позволяет сделать вывод об актуальности использования таких нанообъектов для созда-
ния лекарственных препаратов, которые бы уничтожали пандемический SARS-CoV-2 и другие коронави-
русы с минимальными побочными эффектами.  

Заключение. Пандемия COVID-19 высветила удручающую научно-техническую беспомощность ми-
ровой медико-биологической науки в отношении атаки далеко не самого вредоносного из известных воз-
будителей инфекционных заболеваний. Трудно себе представить последствия пандемии, вызванной не 
SARS-CoV-2 с уровнем летальности 2–4 %, а известным по вспышке 2012 г. вирусом MERS-CoV с леталь-
ностью 34,3 % [7] или недавно начавшим активизироваться вирусом Nipah с летальностью 40–75 % [3].  
А ведь не исключена вероятность появления в любой момент еще гораздо более губительной инфекции. 
При этом нельзя недооценивать и опасность биотерроризма. Ведь пандемия показала, что, в принципе, 
можно без гигантских затрат на разработку ядерного оружия и средств его доставки, «выпустив на волю» 
инфекционный патоген, поставить на колени все развитые страны. 

Принимая во внимание ускоренный мутагенез вирусов вообще и особенно вирусов, содержащих РНК, 
вариант обуздания SARS-CoV-2 с помощью вакцин, даже интраназальных, может оказаться тупиковым. 
В этой связи представляются оправданными (хотя бы в плане расширения арсенала противовирусных 
средств) попытки создания противовирусных препаратов прямого действия на основе модифицированно-
го нуклеозида, рекомбинантных лактоферрина и ферментов (особенно РНКазы, разрушающей главную 
молекулу вируса) и биогенных металлических наночастиц из серебра или более дешевой меди. 

Список использованных источников

1. COVID-19 data repository by the Center for Systems Science and Engineering (CSSE) at Johns Hopkins University 
[Electronic resource]. – 2021. – Mode of access: https://github.com/CSSEGISandData/COVID-19. – Date of access: 07.03.2021. 

2. SARS and MERS: recent insights into emerging coronaviruses / E. de Wit [et al.] // Nat. Rev. Microbiol. – 2016. –  
Vol. 14, N 8. – P. 523–534. https://doi.org/10.1038/nrmicro.2016.81

3. Nano-based approach to combat emerging viral (NIPAH virus) infection / R. G. Kerry [et al.] // Nanomed. Nanotechnol. 
Biol. Med. – 2019. – Vol. 18. – P. 196–220. https://doi.org/10.1016/j.nano.2019.03.004

4. Tyrrell, D. A. Cultivation of viruses from a high proportion of patients with colds / D. A. Tyrrell, M. L. Bynoe // 
Lancet. – 1966. – Vol. 289, N 7428. – P. 76–77. https://doi.org/10.1016/s0140-6736(66)92364-6

5. Transmission electron microscopy imaging of SARS-CoV-2 / S. Prasad [et al.] // Indian J. Med. Res. – 2020. – Vol. 151, 
N 2‒3. – P. 241–243. https://doi.org/10.4103/ijmr.IJMR_577_20 

6. The proximal origin of SARS-CoV-2 / K. G. Andersen [et al.] // Nat. Med. – 2020. – Vol. 26, N 4. – P. 450–452. https://
doi.org/10.1038/s41591-020-0820-9

7. Repurposed drugs, molecular vaccines, immune-modulators, and nanotherapeutics to treat and prevent COVID-19 
associated with SARS-CoV-2, a deadly nanovector / T. Dube [et al.] // Adv. Ther. – 2020. ‒ Vol. 4, N 2. – Art. 2000172. https://
doi.org/10.1002/adtp.202000172

8. SARS‐CoV‐2 life cycle: stages and inhibition targets [Electronic resource]. – 2020. – Mode of access: https://www.
antibodies-online.com/resources/18/5410/sars-cov-2-life-cycle-stages-and-inhibition-targets. – Date of access: 07.03.2021 

9. The COVID-19 vaccine development landscape / T. T. Le [et al.] // Nat. Rev. Drug Discov. – 2020. – Vol. 19, N 5. –  
P. 305–306. https://doi.org/10.1038/d41573-020-00073-5 



        Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2021. Т. 66, № 3. C. 357–369 365

10. The SARS-CoV-2 vaccine pipeline : an overview / W. H. Chen [et al.] // Curr. Trop. Med. Rep. – 2020. – Vol. 7, N 2. –  
P. 61–64. https://doi.org/10.1007/s40475-020-00201-6

11. The establishment of resident memory B cells in the lung requires local antigen encounter / S. R. Allie [et al.] // Nat. 
Immunol. – 2019. – Vol. 20, N 1. – P. 97–108. https://doi.org/10.1038/s41590-018-0260-6 

12. Superior immunogenicity of HCV envelope glycoproteins when adjuvanted with cyclic-di-AMP, a STING activator 
or archaeosomes / A. Landi [et al.] // Vaccine. – 2017. – Vol. 35, N 50. – P. 6949–6956. https://doi.org/10.1016/j.vaccine. 
2017.10.072

13. Viromimetic STING agonist-loaded hollow polymeric nanoparticles for safe and effective vaccination against Middle 
East respiratory syndrome coronavirus / L. C. Lin [et al.] // Adv. Func. Mat. – 2019. – Vol. 29, N 28. – Art. 1807616. https://doi.
org/10.1002/adfm.201807616

14. Создание рекомбинантного штамма Escherichia coli – продуцента диаденилатциклазы и ее использование 
для синтеза цикло-ди-АМФ / И. С. Казловский [и др.] // Вес. Нац. акад. навук Беларусi. Сер. бiял. навук. – 2015. – № 4. – 
С. 51–55.

15. Optimization of formulations consisting of layered double hydroxide nanoparticles and small interfering RNA for 
efficient knockdown of the target gene / Y. Wu [et al.] // ACS Omega. – 2018. – Vol. 3, N 5. – P. 4871–4877. https://doi.
org/10.1021/acsomega.8b00397

16. Intercalation and release of dinucleotides from a nanodimensional layered double hydroxide / A. S. Shchokolova  
[et al.] // Chemical and Biochemical Physics: A Systematic Approach to Experiments, Evaluation, and Modeling. ‒ Oakville 
(Canada), 2016. ‒ P. 317‒327.

17. Shedding and immunogenicity of live attenuated influenza vaccine virus in subjects 5–49 years of age / S. L. Block  
[et al.] // Vaccine. – 2008. – Vol. 26, N 38. – P. 4940–4946. https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2008.07.013 

18. Risk in vaccine research and development quantified / E. S. Pronker [et al.] // PLoS ONE. – 2013. – Vol. 8, N 3. –  
Art. e57755. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0057755

19. Immune response and possible therapeutics in COVID-19 / A. Dutta [et al.] // RSC Adv. – 2021. – Vol. 11. – P. 960–977. 
https://doi.org/10.1039/D0RA08901J

20. Remdesivir in adults with severe COVID-19: a randomised, double-blind, placebo-controlled, multicentre trial /  
Y. Wang [et al.] // Lancet. – 2020. – Vol. 395, N 10263. – P. 1569–1578. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)31022-9

21. Elfiky, A. A. Ribavirin, Remdesivir, Sofosbuvir, Galidesivir, and Tenofovir against SARS-CoV-2 RNA dependent 
RNA polymerase (RdRp): a molecular docking study / A. A. Elfiky // Life Sci. – 2020. – Vol. 253. – Art. 117592. https://doi.
org/10.1016/j.lfs.2020.117592

22. Favipiravir (T-705), a novel viral RNA polymerase inhibitor / Y. Furuta [et al.] // Antiviral Res. – 2013. – Vol. 100,  
N 2. – P. 446–454. https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2013.09.015

23. Experimental treatment with Favipiravir for COVID-19: an open-label control study / Q. Cai [et al.] // Engineering. – 
2020. – Vol. 6, N 10. – P. 1192–1198. https://doi.org/10.1016/j.eng.2020.03.007 

24. de Clercq, E. New nucleoside analogues for the treatment of hemorrhagic fever virus infections / E. de Clercq // 
Chem. Asian J. – 2019. – Vol. 14. – P. 3962–3968. https://doi.org/10.1002/asia.201900841

25. Uric acid elevation by favipiravir, an antiviral drug / E. Mishima [et al.] // Tohoku J. Exp. Med. – 2020. – Vol. 251,  
N 2. – P. 87–90. https://doi.org/10.1620/tjem.251.87

26. Способ получения кинетинрибозида : пат. 20102 Респ. Беларусь / А. И. Береснев, С. В. Квач, Л. А. Ерошевская, 
А. И. Зинченко; заявитель Институт микробиологии НАН Беларуси. – № а20130261; заявл. 04.03.2013; опубл. 
30.06.2016.

27. Ингибирование синтеза РНК и репродукции вируса клещевого энцефалита под действием рибонуклеазы /  
Р. И. Салганик [и др.] // Докл. АН СССР. – 1968. – Т. 180, № 6. – С. 1473–1475.

28. Ильинская, О. Н. Рибонуклеазы как противовирусные агенты / О. Н Ильинская, Р. Шах Махмуд // Молекуляр. 
биология. – 2014. – Т. 48, № 5. – С. 707–717.

29. Makarov, A. A. Cytotoxic ribonucleases: molecular weapons and their targets / A. A. Makarov, O. N. Ilinskaya // 
FEBS Lett. – 2003. – Vol. 540, N 1‒3. – P. 15–20. https://doi.org/10.1016/s0014-5793(03)00225-4

30. Severe outcomes among patients with coronavirus disease 2019 (COVID-19) United States, February 12–March 16, 
2020 / S. Bialek [et al.] // MMWR. – 2020. – Vol. 69, N 12. – Р. 343–346. https://doi.org/10.15585/mmwr.mm6912e2 

31. Molecular mechanisms for the adaptive switching between the OAS/RNase L and OASL/RIG-I pathways in birds and 
mammals / E. Rong [et al.] // Front. Immunol. – 2018. – Vol. 9. – Art. 1398. https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.01398 

32. Engineering of bacterial strain-producer of chimeric protein containing human annexin A5 and Escherichia coli 
adenosine deaminase / A. I. Zinchenko [et al.] // East. Eur. Sci. J. (Dusseldorf). – 2017. – N 4. – P. 5‒11.

33. Arginine depletion as a therapeutic approach for patients with COVID-19 / J. M. Grimes [et al.] // Int. J. Infect. Dis. – 
2021. – Vol. 102. – P. 566–570. https://doi.org/10.1016/j.ijid.2020.10.100

34. Izzo, F. Pegylated arginine deiminase lowers hepatitis C viral titers and inhibits nitric oxide synthesis / F. Izzo,  
M. Mon tella, A. P. Orlando // J. Gastroenterol. Hepatol. – 2007. – Vol. 22, N 1. – P. 86–91. https://doi.org/10.1111/ j.1440-
1746.2006.04463.x

35. Lactoferrin: a glycoprotein involved in immunomodulation, anticancer, and antimicrobial processes / Q. Rascon-
Cruz [et al.] // Molecules. – 2021. – Vol. 26, N 1. – Art. 205. https://doi.org/10.3390/molecules26010205

36. Novel coronavirus infection in hospitalized infants under 1 year of age in China / M. Wei [et al.] // JAMA. – 2020. – 
Vol. 323, N 13. – P. 1313–1314. https://doi.org/10.1001/jama.2020.2131



366    Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2021, vol. 66, no. 3, pp. 357–369 

37. The role of iron in the pathogenesis of COVID-19 and possible treatment with lactoferrin and other iron chelators /  
H. M. Habib [et al.] // Biomed. Pharmacother. – 2021. – Vol. 136. – Art. 111228. https://doi.org/10.1016/j.biopha.2021.111228 

38. Kim, J. The role of Iron metabolism in lung inflammation and injury / J. Kim, M. Wessling-Resnick // J. Allergy Ther. – 
2012. – Vol. 3, N 4. https://doi.org/10.4172/2155-6121.S4-004 [Abstract]. 

39. Cavezzi, A. COVID-19: hemoglobin, iron, and hypoxia beyond inflammation. A narrative review / A. Cavezzi,  
E. Troiani, S. Corrao // Clin. Pract. – 2020. – Vol. 10, N 2. – Art. 1271. https://doi.org/10.4081/cp.2020.1271 

40. The antiviral properties of human milk: a multitude of defence tools from mother nature / D. Morniroli [et al.] // 
Nutrients. – 2021. – Vol. 13, N 2. – Art. 694. https://doi.org/10.3390/nu13020694

41. Krupinka, A. M. Clinical aspects of the use of lactoferrin in dentistry / A. M. Krupinka, Z. Bogucki // J. Oral Biosci. – 
2021. https://doi.org/10.1016/j.job.2021.02.005

42. Chang, R. Lactoferrin as potential preventative and adjunct treatment for COVID-19 / R. Chang, T. B. Ng, W. Z. Sun // 
Int. J. Antimicrob. Agents. – 2020. – Vol. 56, N 3. – Art. 106118. https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2020.106118  

43. Development of dairy herd of transgenic goats as biofactory for large-scale production of biologically active recom bi-
nant human lactoferrin / I. Semak [et al.] // Transgen. Res. – 2019. – Vol. 28. – P. 465–478. https://doi.org/10.1007/s11248-019-00165-y 

44. Получение рекомбинантного лактоферрина человека из молока коз-продуцентов и его физиологические эф-
фекты / В. С. Лукашевич [и др.] // Докл. Нац. акад. наук Беларуси. – 2016. – Т. 60, № 1. – С. 72–81. 

45. All that glitters is not silver-a new look at microbiological and medical applications of silver nanoparticles /  
P. Kowalczyk [et al.] // Int. J. Mol. Sci. – 2021. – Vol. 22, N 2. https://doi.org/10.3390/ijms22020854 

46. Silver nanoparticles are broad-spectrum bactericidal and virucidal compounds / H. H. Lara [et al.] // J. Nanobiotechnol. – 
2011. – Vol. 9. – Art. 30. https://doi.org/10.1186/1477-3155-9-30

47. Antiviral and immunomodulatory activity of silver nanoparticles in experimental RSV infection / D. Morris [et al.] // 
Viruses. – 2019. – Vol. 11, N 8. – Art. 732. https://doi.org/10.3390/v11080732

48. Efficient and quick inactivation of SARS coronavirus and other microbes exposed to the surfaces of some metal 
catalysts / J. Han [et al.] // Biomed. Environ. Sci. – 2005. – Vol. 18, N 3. – P. 176–180.

49. Potent antiviral effect of silver nanoparticles on SARS-CoV-2 / S. S. Jeremiah [et al.] // Biochem. Biophys. Res. 
Commun. – 2020. – Vol. 533, N 1. – P. 195–200. https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2020.09.018

50. Hati, S. Impact of thiol-disulfide balance on the binding of Covid-19 spike protein with angiotensin-converting 
enzyme 2 receptor / S. Hati, S. Bhattacharyya // ACS Omega. – 2020. – Vol. 5, N 26. – P. 16292–16298. https://doi.org/10.1021/
acsomega.0c02125

51. Virucidal effect against coronavirus SARS-CoV-2 of a silver nanocluster/silica composite sputtered coating /  
C. Balagna [et al.] // Open Ceram. – 2020. – Vol. 1. – Art. 100006. https://doi.org/10.1016/j.oceram.2020.100006

52. Green synthesis of metallic nanoparticles and their potential applications to treat cancer / D. Zhang [et al.] // Front. 
Chem. – 2020. – Vol. 8. – Art. 799. https://doi.org/10.3389/fchem.2020.00799    

53. Синенок, Д. Н. Биохимическое получение наночастиц меди / Д. Н. Синенок, Л. Л. Биричевская, А. И. Зинченко // 
Сахаровские чтения 2017 г.: экол. проблемы XXI века : материалы 17-й Междунар. науч. конф., Минск, 18–19 мая 
2017 г. / МГЭИ им. А. Д. Сахарова БГУ. ‒ С. 219‒220.

54. Synthesis and antimicrobial activity of monodisperse copper nanoparticles / T. Kruk [et al.] // Colloids Surf.  
B: Biointerfaces. – 2015. – Vol. 128. – P. 17–22. https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2015.02.009

References

1. COVID-19 data repository by the Center for Systems Science and Engineering (CSSE) at Johns Hopkins University, 
2021. Available at: https://github.com/CSSEGISandData/COVID-19 (accessed 07.03.2021). 

2. de Wit E., van Doremalen N., Falzarano D., Munster V. J. SARS and MERS: recent insights into emerging corona-
viruses. Nature Reviews Microbiology, 2016, vol. 14, no. 8, pp. 523–534. https://doi.org/10.1038/nrmicro.2016.81

3. Kerry R. G., Malik S., Redda Y. T., Sahoo S., Patra J. K., Majhi S. Nano-based approach to combat emerging viral 
(NIPAH virus) infection. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine, 2019, vol. 18, pp. 196–220. https://doi.
org/10.1016/j.nano.2019.03.004

4. Tyrrell D. A., Bynoe M. L. Cultivation of viruses from a high proportion of patients with colds. Lancet, 1966, vol. 289, 
no. 7428, pp. 76–77. https://doi.org/10.1016/s0140-6736(66)92364-6

5. Prasad S., Potdar V., Cherian S., Abraham P., Basu A. Transmission electron microscopy imaging of SARS-CoV-2. 
Indian Journal of Medical Research, 2020, vol. 151, no. 2‒3, pp. 241–243. https://doi.org/10.4103/ijmr.ijmr_577_20 

6. Andersen K. G., Holmes E. C., Garry R. F. The proximal origin of SARS-CoV-2. Nature Medicine, 2020, vol. 26, no. 4, 
pp. 450–452. https://doi.org/10.1038/s41591-020-0820-9 

7. Dube T., Ghosh A., Mishra J., Kompella U. B., Panda J. J. Repurposed drugs, molecular vaccines, immune-modulators, 
and nanotherapeutics to treat and prevent COVID-19 associated with SARS-CoV-2, a deadly nanovector. Advanced Therapy, 
2020, vol. 4, no. 2, art. 2000172. https://doi.org/10.1002/adtp.202000172

8. SARS‐CoV‐2 life cycle: stages and inhibition targets, 2020. Available at: https://www.antibodies-online.com/
resources/18/5410/sars-cov-2-life-cycle-stages-and-inhibition-targets (accessed 07.03.2021). 

9. Le T. T., Andreadakis Z., Kumar A., Roman R. G., Tollefsen S., Saville M., Mayhew S. The COVID-19 vaccine 
development landscape. Nature Reviews Drug Discovery, 2020, vol. 19, no. 5, pp. 305–306. https://doi.org/10.1038/d41573-
020-00073-5  



        Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2021. Т. 66, № 3. C. 357–369 367

10. Chen W. H., Strych U., Hotez P. J., Bottazzi M. E. The SARS-CoV-2 vaccine pipeline: an overview. Current Tropical 
Medicine Reports, 2020, vol. 7, no. 2, pp. 61–64. https://doi.org/10.1007/s40475-020-00201-6 

11. Allie S. R., Bradley J. E., Mudunuru U., Schultz M. D., Graf B. A., Lund F. E., Randall T. D. The establishment  
of resident memory B cells in the lung requires local antigen encounter. Nature Immunology, 2019, vol. 20, no. 1, pp. 97–108. 
https://doi.org/10.1038/s41590-018-0260-6

12. Landi A., Law J., Hockman D., Logan M., Crawford K., Chen C.  [et al.]. Superior immunogenicity of HCV envelope 
glycoproteins when adjuvanted with cyclic-di-AMP, a STING activator or archaeosomes. Vaccine, 2017, vol. 35, no. 50,  
pp. 6949–6956. https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2017.10.072 

13. Lin L. C., Huang C. Y., Yao B. Y., Lin J. C., Agrawal A., Algaissi A. [et al.]. Viromimetic STING agonist-loaded 
hollow polymeric nanoparticles for safe and effective vaccination against Middle East respiratory syndrome coronavirus. 
Advanced Functional Materials, 2019, vol. 29, no. 28, art. 1807616. https://doi.org/10.1002/adfm.201807616 

14. Kazlovskii I. S., Zinchenko A. I., Solov’eva A. V., Novikova O. N., Lomako Yu. V. Construction of Escherichia coli 
strain, producing di-adenylate cyclase and its application for cyclic di-AMP synthesis. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk 
Belarusi. Seryya biyalagichnykh navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 
2015, no. 4, рр. 51–55 (in Russian).

15. Wu Y., Gu W., Chen C., Do S. T., Xu Z. P. Optimization of formulations consisting of layered double hydroxide 
nanoparticles and small interfering RNA for efficient knockdown of the target gene. ACS Omega, 2018, vol. 3, no. 5,  
pp. 4871–4877. https://doi.org/10.1021/acsomega.8b00397

16. Shchokolova A. S., Rymko A. N., Burko D. V., Kvach S. V., Zinchenko A. I. Intercalation and release of dinucleotides 
from a nanodimensional layered double hydroxide. Chemical and Biochemical Physics: A Systematic Approach to Experi-
ments, Evaluation, and Modeling. Oakville (Canada), 2016, pp. 317‒327. 

17. Block S. L., Yogev R., Hayden F. G., Ambrose C. S., Zeng W., Walker R. E. Shedding and immunogenicity of live 
attenuated influenza vaccine virus in subjects 5–49 years of age. Vaccine, 2008, vol. 26, no. 38, pp. 4940–4946. https://doi.
org/10.1016/j.vaccine.2008.07.013 

18. Pronker E. S., Weenen T. C., Commandeur H., Claassen E., Osterhaus A. Risk in vaccine research and development 
quantified. PLoS ONE, 2013, vol. 8, no. 3, e57755. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0057755 

19. Dutta A., Roy A., Roy L., Chattopadhyay S., Chatterjee S. Immune response and possible therapeutics in COVID-19. 
RSC Advances, 2021, vol. 11, pp. 960–977. https://doi.org/10.1039/D0RA08901J

20. Wang Y., Zhang D., Du G. Remdesivir in adults with severe COVID-19: a randomized, double-blind, placebo-control-
led, multicentre trial. Lancet, 2020, vol. 395, no. 10263, pp. 1569–1578. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)31022-9

21. Elfiky A. A. Ribavirin, Remdesivir, Sofosbuvir, Galidesivir, and Tenofovir against SARS-CoV-2 RNA dependent 
RNA polymerase (RdRp): a molecular docking study. Life Sciences, 2020, vol. 253, art. 117592. https://doi.org/10.1016/j.
lfs.2020.117592 

22. Furuta Y., Gowen B. B., Takahashi K., Shiraki K., Smee D. F., Barnard D. L. Favipiravir (T-705), a novel viral 
RNA polymerase inhibitor. Antiviral Research, 2013, vol. 100, no. 2, pp. 446–454. https://doi.org/10.1016/j.antiviral. 
2013.09.015

23. Cai Q., Yang M., Liu D., Chen J., Shu D., Xia J., Liao X., Gu Y., Cai Q., Yang Y. Experimental treatment with Favi-
piravir for COVID-19: an open-label control study. Engineering, 2020, vol. 6, no. 10, pp. 1192–1198. https://doi.org/10.1016/j.
eng.2020.03.007 

24. de Clercq E. New nucleoside analogues for the treatment of hemorrhagic fever virus infections. Chemical Asian 
Journal, 2019, vol. 14, pp. 3962–3968. https://doi.org/10.1002/asia.201900841 

25. Mishima E., Anzai N., Miyazaki M., Abe T. Uric acid elevation by favipiravir, an antiviral drug. Tohoku Journal  
of Experimental Medicine, 2020, vol. 251, no. 2, pp. 87–90. https://doi.org/10.1620/tjem.251.87  

26. Beresnev A. I., Kvach S. V., Eroshevskaya L. A., Zinchenko A. I. Method of producing kinetinriboside: patent of the 
Republic of Belarus, no. 20102, 2016 (in Russian).

27. Salganik R. I., Batalina T. A., Berdishevskaya L. S., Mosolov A. N. Inhibition of RNA synthesis and re production  
of tickencephalitis virus under the influence of ribonuclease. Doklady Akademii nauk SSSR [Scientific reports of the Academy 
of Sciences of USSR], 1968, vol. 180, no. 6, pp. 1473–1475 (in Russian).

28. Il’inskaya O. N., Shakh Makhmud R. Ribonucleases as antiviral agents. Molekularnaya biologiya [Molecular 
biology], 2014, vol. 48, no. 5, pp. 707–717 (in Russian).

29. Makarov A. A., Ilinskaya O. N. Cytotoxic ribonucleases: molecular weapons and their targets. FEBS Letters, 2003, 
vol. 540, no. 1‒3, pp. 15–20. https://doi.org/10.1016/s0014-5793(03)00225-4 

30. Bialek S., Boundy E., Bowen V., Chow N., Cohn A., Dowling N., Ellington S., Gierke R., Hall A., MacNeil J. 
Severe outcomes among patients with coronavirus disease 2019 (COVID-19) United States, February 12–March 16,  
2020. Morbidity and Mortality Weekly Report, 2020, vol. 69, no. 12, pp. 343–346. https://doi.org/10.15585/mmwr. 
mm6912e2 

31. Rong E., Wang X., Chen H., Yang C., Hu J., Liu W., Wang Z., Chen X., Zheng H., Pu J. Molecular mechanisms for the 
adaptive switching between the OAS/RNase L and OASL/RIG-I pathways in birds and mammals. Frontiers in Immunology, 
2018, vol. 9, art. 1398. https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.01398 

32. Zinchenko A. I., Kvach S. V., Eroshevskaya L. A., Bulatovski A. B. Engineering of bacterial strain-producer  
of chimeric protein containing human annexin A5 and Escherichia coli adenosine deaminase. Eastern European Scientific 
Journal (Dusseldorf), 2017, no. 4, pp. 5‒11. 



368    Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2021, vol. 66, no. 3, pp. 357–369 

33. Grimes J. M., Khan S., Badeaux M., Rao R. M., Rowlinson S. W., Carvajal R. D. Arginine depletion as a therapeutic 
approach for patients with COVID-19. International Journal of Infectious Diseases, 2021, vol. 102, pp. 566–570. https://doi.
org/10.1016/j.ijid.2020.10.100

34. Izzo F., Montella M., Orlando A. P. Pegylated arginine deiminase lowers hepatitis C viral titers and inhibits nitric 
oxide synthesis. Journal of Gastroenterology and Hepatology, 2007, vol. 22, no. 1, pp. 86–91. https://doi.org/10.1111/j.1440-1 
746.2006.04463.x

35. Rascon-Cruz Q., Espinoza-Sanchez E. A., Siqueiros-Cendon T. S., Nakamura-Bencomo S. I., Arevalo-Gallegos S., 
Iglesias-Figueroa B. F. Lactoferrin: a glycoprotein involved in immunomodulation, anticancer, and antimicrobial processes. 
Molecules, 2021, vol. 26, no. 1, art. 205. https://doi.org/10.3390/molecules26010205 

36. Wei M., Yuan J., Liu Y., Fu T., Yu X., Zhang Z. J. Novel coronavirus infection in hospitalized infants under 1 year  
of age in China. JAMA, 2020, vol. 323, no. 13, pp. 1313–1314. https://doi.org/10.1001/jama.2020.2131 

37. Habib H. M., Ibrahim S., Zaim A., Ibrahim W. H. The role of iron in the pathogenesis of COVID-19 and possible 
treatment with lactoferrin and other iron chelators. Biomedicine and Pharmacotherapy, 2021, vol. 136, art. 111228. https://doi.
org/10.1016/j.biopha.2021.111228  

38. Kim J., Wessling-Resnick M. The role of Iron metabolism in lung inflammation and injury. Journal of Allergy and 
Therapy, 2012, vol. 3, no. 4. https://doi.org/10.4172/2155-6121.S4-004 

39. Cavezzi A., Troiani E., Corrao S. COVID-19: hemoglobin, iron, and hypoxia beyond inflammation. A narrative 
review. Clinics and Practice, 2020, vol. 10, no. 2, art. 1271. https://doi.org/10.4081/cp.2020.1271 

40. Morniroli D., Consales A., Crippa B. L., Vizzari G., Ceroni F., Cerasani J., Colombo L, Mosca F., Giannì M. L. The 
antiviral properties of human milk: a multitude of defense tools from mother nature. Nutrients, 2021, vol. 13, no. 2, art. 694. 
https://doi.org/10.3390/nu13020694

41. Krupinka A. M., Bogucki Z. Clinical aspects of the use of lactoferrin in dentistry. Journal of Oral Biosciences, 2021. 
https://doi.org/10.1016/j.job.2021.02.005

42. Chang R., Ng T. B., Sun W. Z. Lactoferrin as potential preventative and adjunct treatment for COVID-19. International 
Journal of Antimicrobial Agents, 2020, vol. 56, no. 3, art. 106118. https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2020.106118 

43. Semak I., Budzevich A., Maliushkova E., Kuzniatsova V., Popkov N., Zalutsky I., Ivashkevich O. Development  
of dairy herd of transgenic goats as biofactory for large-scale production of biologically active recombinant human lactoferrin. 
Transgenic Research, 2019, vol. 28, pp. 465–478. https://doi.org/10.1007/s11248-019-00165-y 

44. Lukashevich V. S., Budevich A. I., Semak I. V., Kuznetsova V. N., Malyushkova E. V., Pyzh A. E. [et al.]. 
Production of recombinant human lactoferrin from the milk of goat-producers and its physiological effects. Doklady 
Natsional’noi akademii nauk Belarusi [Reports of the National Academy of Sciences of Belarus], 2016, vol. 60, no. 1,  
pp. 72–81 (in Russian).

45. Kowalczyk P., Szymczak M., Maciejewska M., Laskowski L., Laskowska M., Ostaszewski R., Skiba G., Franiak-
Pietryga I. All that glitters is not silver – a new look at microbiological and medical applications of silver nanoparticles. 
International Journal of Molecular Sciences, 2021, vol. 22, no. 2, art. 854. https://doi.org/10.3390/ijms22020854

46. Lara H. H., Garza-Trevino E. N., Ixtepan-Turrent L., Singh D. K. Silver nanoparticles are broad-spectrum bactericidal 
and virucidal compounds. Journal of Nanobiotechnology, 2011, vol. 9, art. 30. https://doi.org/10.1186/1477-3155-9-30

47. Morris D., Ansar M., Speshock J., Ivanciuc T., Qu Y., Casola A., Garofalo R. P. Antiviral and immunomodulatory 
activity of silver nanoparticles in experimental RSV infection. Viruses, 2019, vol. 11, no. 8, art. 732. https://doi.org/10.3390/
v11080732

48. Han J., Chen L., Duan S. M., Yang Q. X., Yang M., Gao C., Zhang B. Y., He H., Dong X. P. Efficient and quick 
inactivation of SARS coronavirus and other microbes exposed to the surfaces of some metal catalysts. Biomedical and 
Environmental Sciences, 2005, vol. 18, no. 3, pp. 176–180. 

49. Jeremiah S. S., Miyakawa K., Morita T., Yamaoka Y., Ryo A. Potent antiviral effect of silver nanoparticles on SARS-
CoV-2. Biochemical and Biophysical Research Communications, 2020, vol. 533, no. 1, pp. 195–200. https://doi.org/10.1016/j.
bbrc.2020.09.018

50. Hati S., Bhattacharyya S. Impact of thiol-disulfide balance on the binding of Covid-19 spike protein with angio-
tensin-converting enzyme 2 receptor. ACS Omega, 2020, vol. 5, no. 26, pp. 16292–16298. https://doi.org/10.1021/acsomega. 
0c02125

51. Balagna C., Perero S., Percivalle E., Nepita E. V., Ferraris M. Virucidal effect against coronavirus SARS-CoV-2 of  
a silver nanocluster/silica composite sputtered coating. Open Ceramics, 2020, vol. 1, art. 100006. https://doi.org/10.1016/j.
oceram.2020.100006 

52. Zhang D., Ma X. I., Gu Y., Huang H., Zhang G. W. Green synthesis of metallic nanoparticles and their potential 
applications to treat cancer. Frontiers in Chemistry, 2020, vol. 8, art. 799. https://doi.org/10.3389/fchem.2020.00799    

53. Sinenok D. N., Birichevskaya L. L., Zinchenko A. I. Biochemical preparation of copper nanoparticles. Sakharov - 
skie chteniya 2017 goda: ekologicheskie problemy XXI veka: materialy 17-i mezhdunarodnoi nauchnoi konferentsii (Minsk, 
18–19 maya 2017 goda) [Sakharov Readings 2017: environmental problems of the 21st century: proceedings of the 17th 
International scientific conference (Minsk, May 18‒19, 2017)]. Minsk, 2017, pp. 219‒220 (in Russian).  

54. Kruk T., Szczepanowicz K., Stefanska J., Socha R. P., Warszynski P. Synthesis and antimicrobial activity  
of monodisperse copper nanoparticles. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 2015, vol. 128, pp. 17–22. https://doi.
org/10.1016/j.colsurfb.2015.02.009 



        Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2021. Т. 66, № 3. C. 357–369 369

                   Информация об авторах  

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

Биричевская Лариса Леонидовна – канд. биол. наук, 
доцент, ст. науч. сотрудник. Институт микробиологии 
НАН Беларуси (ул. Купревича, 2, 220141, г. Минск, Рес пуб-
лика Беларусь). E-mail: l.birichevskaya@mbio.bas-net.by 

Казловский Илья Сергеевич – магистр биол. наук, 
науч. сотрудник. Институт микробиологии НАН Бела-
руси (ул. Купревича, 2, 220141, Минск, Республика Бела-
русь). E-mail: kazlouski.illia@gmail.com

Булатовский Алексей Борисович – магистр биол. 
наук, мл. науч. сотрудник. Институт микробиологии 
НАН Беларуси (ул. Купревича, 2, 220141, г. Минск, Рес-
публика Беларусь). E-mail: a.bulatovski@yandex.ru  

Information about the authors

Anatoli 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 

Larisa L. Birichevskaya – Ph. D. (Biol.), Associate Pro-
fessor, Senior Researcher. Institute of Microbiology of the 
National Academy of Sciences of Belarus (2, Kuprevich Str., 
220141, Minsk, Republic of Belarus). E-mail: l.birichevska-
ya@mbio.bas-net.by

Illia S. Kazlouski – Master of Biol. Sci., Researcher. 
Institute of Microbiology of the National Academy of Scien-
ces of Belarus (2, Kuprevich Str., 220141, Minsk, Republic  
of Belarus). E-mail: kazlouski.illia@gmail.com

Aleksei B. Bulatovski – Master of Biol. Sci., Junior Re-
searcher. Institute of Microbiology of the National Academy 
of Sciences of Belarus (2, Kuprevich Str., 220141, Minsk, 
Republic of Belarus). E-mail: a.bulatovski@yandex.ru



370 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2021, vol. 66, no. 3, pp. 370–384

ISSN 1029-8940 (Print)
ISSN 2524-230X (Online)
УДК 616-006+116-006.04+577.29                       Поступила в редакцию 22.04.2021
https://doi.org/10.29235/1029-8940-2021-66-3-370-384  Received 22.04.2021

Т. А. Позняк1, А. Е. Гончаров1, В. М. Абашкин1, А. И. Становая1,  
А. В. Прохоров2, Д. Г. Щербин1

1Институт биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь 
2Белорусский государственный медицинский университет, Минск, Республика Беларусь

ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ ОПУХОЛЕВЫЕ КЛЕТКИ И ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ  
РАКОВЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ И ИХ ДЕТЕКЦИЯ МЕТОДОМ  
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Аннотация. В обзоре приведено описание циркулирующих раковых стволовых клеток (цРСК) и циркулирую-
щих опухолевых клеток (ЦОК) в крови человека и методов их определения. цРСК являются одними из главных ини-
циаторов рецидива онкологических заболеваний, что делает их основной мишенью для разработки новых методов 
лечения. ЦОК являются относительно новыми биомаркерами для ранней диагностики метастазирования, монито-
ринг содержания которых дает ценную информацию на всех этапах ведения онкопациентов, включая раннюю диа-
гностику заболевания, оценку риска рецидива болезни, определение эффективности химиотерапии с возможностью 
последующей ее коррекции.
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Abstract. This review describes the circulating cancer stem cells (CCSCs) and circulating tumor cells (CTCs). CCSCs 
are one of the main initiators of recurrent cancer and thus make them an important target for the development of new treatment 
methods. CTCs are relatively new biomarkers for the early diagnosis of metastasis. CTCs provide doctors with valuable 
information about each stages of cancer treatments: diagnostic of early-stage disease, early detection of recurrent cancer, the 
efficiency of chemotherapy, and makes it possible to select an individual sensitive drug.

The most informative and frequently used markers for the detection of CSCs and CSCs were described. The mechanism 
of two models of tumor formation is considered: clonal and hierarchical. The known mechanisms of epithelial-mesenchymal 
transition of tumor cells are described. The most widely used specific cell surface markers for the detection and isolation  
of CTCs and CCSCs are described. The efficiency of a sensitive high-precision method of multicolor flow cytometry using 
specific fluorescent dye-labeled monoclonal antibodies for the detection of СCSCs and CTCs in the blood of cancer patients  
is analyzed. Detection of CTCs and CCSCs provides important information for the early diagnosis of metastasis and open  
a possibility to personalized treatment, and to monitoring of all stages cancers.
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Введение. Согласно статистике ВОЗ, злокачественные новообразования десятки лет занимают лиди-
рующие позиции среди причин человеческой смертности. Так, в начале 2019 г. онкологические заболевания 
обогнали сердечно-сосудистые, став основной причиной смерти в развитых странах. По предварительным 
оценкам Международного агентства изучения рака (IARC), к 2030 г. число ежегодно регистрируемых  
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в мире случаев онкозаболеваний превысит 22,2 млн [1]. В то же время в лечении рака за последнее время 
достигнуты значительные успехи, доказательством чего служат статистические данные о существенном 
увеличении числа людей, проживших более 5 лет после постановки первичного диагноза. На сегодняш-
ний день предотвратить возникновение около 30 % раковых заболеваний можно при условии исключения 
факторов риска (химического, физического, канцерогенного воздействия и др.) и осуществления страте-
гии их профилактики. А одним из главных факторов успешного лечения рака является ранняя диагности-
ка и мониторинг всех этапов лечения, в том числе послеоперационного.

Основной причиной смерти пациентов с онкологическими заболеваниями является появление отда-
ленных метастазов, а также рецидивы в пораженных органах. Метастатические поражения трудно под-
даются лечению, поскольку часто проявляют повышенную устойчивость к химиотерапии. Одним из 
главных условий эффективного выбора лечения является глубокое понимание механизмов процесса об-
разования первичных и вторичных злокачественных опухолей, закономерностей метастазирования, воз-
можных фенотипических изменений злокачественных раковых клеток. 

Предполагается, что существует несколько моделей образования опухолей (рис. 1). Клональная (сто-
хастическая) модель [2, 3] подразумевает, что любая опухолевая клетка способна инициировать образо-
вание опухоли, и это может происходить одновременно во многих клетках организма (рис. 1, b). При до-
стижении мутациями определенного порогового значения в соматических клетках происходит злокаче-
ственное их перерождение. Каждая из клеток с мутациями при благоприятных условиях обладает 
потенциалом для восстановления до нормального состояния путем генетической репарации [4]. В этой 
модели гетерогенность опухоли объясняется геномной нестабильностью, различным уровнем и скоро-
стью мутаций (рис. 1). Злокачественные клетки начинают различаться не только числом, но и качеством 
накопленных мутаций, а следовательно, и степенью их злокачественности. В результате образуются бо-
лее злокачественные клоны, которые отвечают за рост опухоли. Согласно стохастической модели, излече-
ние возможно лишь при условии гибели подавляющей части популяции опухолевых клеток, ответствен-
ных за ее прогрессирование. 

Иерархическая модель (рис. 1, а) объясняет гетерогенность опухоли наличием пула раковых ство-
ловых клеток (РСК), которые способны образовывать множество опухолевых клеток, ответственных  
за инициирование, рост и рецидив опухоли. 

Первые доказательства существования РСК встречаются еще в работах Бонета [5], который обнару-
жил способность такой клетки инициировать острый миелоидный лейкоз человека у мышей, не страдаю-
щих такими заболеваниями, как диабет, ожирение и иммунодефицит.
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Рис. 1. Схемы возможных моделей образования опухоли: иерархическая (а), клональная (b).  
РСК – раковые стволовые клетки (рисунок модифицирован [3])

Fig. 1. Schemes of possible models of tumor formation: hierarchical (а), clonal (b).  
СSC ‒ сancer stem cells (according to ref. [3])



372 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2021, vol. 66, no. 3, pp. 370–384

Клетки, инициирующие лейкоз, обладают дифференцирующей, пролиферативной способностью и име-
ют потенциал для самообновления. Результаты все большего числа научных исследований подтверждают 
иерархическую модель большинства солидных опухолей, которая объясняет наличие пула РСК [6]. Гипо-
теза о наличии РСК и модель клональной эволюции не исключают друг друга. Напротив, многие авторы 
склоняются к версии одновременного задействования механизмов клональной и иерархической моделей 
[7]. Предположительно сами РСК могут подвергаться клональной эволюции с образованием более злока-
чественных субпопуляций, что способствует опухолевой прогрессии. Обе модели предполагают суще-
ствование субпопуляции клеток с повышенной онкогенностью при образовании солидных опухолей.

Раковые стволовые клетки (англ. сancer stem cells (СSCs)). РСК представляют собой небольшую по-
пуляцию неопластических клеток, способных в течение продолжительного времени размножаться для 
поддержания инвазивной солидной опухоли или лейкоза, а также обладают способностью к самообнов-
лению и дают начало гетерогенным линиям раковых клеток опухоли [3, 8]. Эти свойства определяют РСК 
как одни из главных инициаторов рецидива, что делает их важной мишенью для разработки новых ме-
тодов лечения. РСК названы по аналогии с нормальными стволовыми клетками, поскольку также облада-
ют способностью к самообновлению и дифференцировке. Они могут давать начало фенотипически от-
личной популяции, состоящей из злокачественно трансформированных клеток с разным потенциалом 
пролиферации. РСК способны к асимметричному делению, в результате которого возникает одна клетка-
реплика исходной клетки и одна клетка, утратившая способность делиться асимметрично, но облада-
ющая неконтролируемым пролиферативным потенциалом (обычно с высокой инвазивностью) и часто 
проявляющая признаки дифференцировки. Считается, что РСК возникают не только в результате ряда 
мутаций стволовых клеток, но могут происходить и из дифференцированных эпителиальных клеток  
в процессе их эпителиально-мезенхимального перехода (ЭМП), приобретая миграционные и опухолевые 
свойства [9, 10].   

Важным фактом является то, что РСК, как и опухолевые клетки, характеризуются повышенной гете-
рогенностью и, следовательно, образуют внутри опухоли субклоны, отличающиеся по структуре генома 
клеток, характеру протеома и т. п. Субклоны имеют разную злокачественность, поскольку РСК внутри 
опухоли оказываются в разном микроокружении и по-разному с ним взаимодействуют [11]. Одним из 
фенотипических отличий РСК от основного пула опухолевых клеток является экспрессия на их поверх-
ности специфических маркеров. Для выделения или идентификации РСК при разных видах опухоли уже 
наработана определенная линейка маркеров (см. таблицу), наиболее известными из которых являются 
CD133, CD44, ALDH, CD34, CD24, EpCAM [10]. Как показывает практика, для лучшего охвата всей попу-
ляции РСК необходимо использовать не меньше двух белковых маркеров.

Наиболее значимые маркеры РСК, экспрессируемые при различных онкозаболеваниях человека

The most important CSC markers expressed in various human cancers

Онкозаболевание РСК маркеры

Рак шейки матки CD133+, CD49f+, CK-17+

Рак пищевода CD44+, ALDH1+, Integrin α7+

Рак почек CD24‒, CD44+, CD105+, CD133+

Рак легких CD44+, CD90+, CD133+, ABCG2+, ALDH+

Рак толстой кишки CD24+, CD44+, CD133+, EpCAM+, ALDH+

Рак печени CD24+, CD44+, CD90+, CD133+, ALDH+, ABCG2+

Рак поджелудочной железы CD44+, CD133+, ABCG2+, ALDH+, EpCAM+

Рак яичников CD44+, CD117+, CD133+, ALDH1+

Рак простаты CD44+, CD133+, α2β1+, ALDH+

Рак области головы и шеи CD44+, CD133+, ALDH+, CD34+

Рак молочной железы CD24‒, CD44+, CD133+, ALDH-1+

Рак желудка CD44+, CD133+

Глиома CD44+, CD133+, A2B5+, BCRP1+, SSEA-1+

Миелоидный лейкоз:
   острый CD34+, CD38‒, CD123+

CD25+, CD26+, CD44+, CD93+, IL1RAP+   хронический 
Меланома ABCB5+, CD20+

Саркома CD29+, CD117+, CD133+, Nestin+, Stro-1+
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Используя панель перевиваемых линий клеток рака молочной железы (РМЖ), Филмор и Купервассер 
показали, что клеточные линии РМЖ действительно содержат РСК. Они также обнаружили, что комбинация 
маркеров CD24‒(low)/CD44+(high) идентифицирует клетки с фенотипом РСК только в подгруппе клеток 
РМЖ и не коррелирует с онкогенностью линий клеток РМЖ с базальноклеточным фенотипом [12].

Еще одним маркером РСК служит альдегиддегидрогеназа 1 (ALDH1). ALDH представляет собой се-
мейство из 19 изоферментов человека. Гинестьер и его коллеги идентифицировали активность и экспрес-
сию ALDH1 как маркера РСК при РМЖ и показали, что CD24‒(low)/CD44+(high)/ALDH1+ раковые клет-
ки могут образовывать опухоли всего из 20 клеток [13], а высокий уровень экспрессии ALDH1 коррелиру-
ет с плохим клиническим прогнозом. ALDH1 в качестве маркера РСК широко используется не только при 
РМЖ, но и при других солидных опухолях, включая плоскоклеточный рак головы и шеи, колоректаль-
ный рак, рак легких и др. 

Одной из главных проблем на сегодняшний день является резистентность раковых клеток к извест-
ным методам лечения и их способность вызывать рецидив. Устойчивость РСК к терапевтическим аген-
там может быть причиной активации сигнальных путей, которые приводят к самообновлению, повышен-
ной экспрессии мембранных переносчиков АТФ-связывающих кластеров, уклонению от реакций иммунной 
системы, увеличению экспрессии ABC-транспортных белков, отвечающих за выведение лекарственных 
препаратов [14]. В частности, при анализе сверхэкспрессии апоптотических белков при лимфоидном он-
козаболевании установлено, что к выживаемости раковых клеток и РСК причастны некоторые белки, 
участвующие в апоптозе [15]. Рецидив онкозаболеваний происходит либо в первичном очаге, либо во вто-
ричных органах за счет миграции РСК. Это происходит вследствие ЭМП популяции раковых клеток  
с приобретением фенотипических признаков, которые позволяют им ослаблять контакт между клетками 
и открепляться от опухолевой ткани, разрушать базальную мембрану и диссоциировать из опухолевой 
массы в кровеносную или лимфатическую систему. Далее они могут попадать в отдаленные органы  
и инициировать появление вторичной опухоли и/или метастазов. В процессе ЭМП клетки частично теря-
ют свои маркеры адгезии и, таким образом, становятся «неуловимыми» при применении ранее использу-
емых методов. В работе [16] авторы рассматривают ЭМП в качестве отличительного признака метастази-
рования, связывающего образование как ЦОК, так и клеток с фенотипами РСК. 

Эпителиально-мезенхимальный переход (англ. epithelial-mesenchymal transition (EMT)). ЭМП – это 
многоступенчатый процесс, включающий молекулярные и клеточные изменения в эпителиальных клет-
ках. Неподвижные эпителиальные клетки приобретают мезенхимальный фенотип, характеризующийся 
повышением клеточной подвижности и способностью разрушать внеклеточный матрикс [17, 18]. Во время 
этого перехода происходит полное или частичное подавление активности эпителиальных адгезивных 
белков, например E-кадгерина, цитокератина (СК), клаудина, окклюдина. Одновременно отмечается экс-
прессия белков, характерных для мезенхимальных клеток: N-кадгерина, фибронектина, виментина, те-
насцина С, коллагена VI и ламинина-1 [16]. ЭМП играет важную роль при ряде физиологических и пато-
физиологических состояний. В зависимости от механизма ЭМП различают три типа: I – эмбриональный, 
II – фиброзный (или ранозаживляющий), III – онкопрогрессирующий [17, 19]. 

Классический ЭМП (тип I) встречается в период эмбрионального развития и постнатального роста. 
Индукторы ЭМП подавляют экспрессию адгезивных и контактных белков, что приводит к разрушению 
базальной мембраны и дальнейшему приобретению клетками миграционных свойств. Первичные мезен-
химальные клетки образованы таким образом, что они имеют потенциал для последующего прохожде-
ния мезенхимально-эпителиального перехода (МЭП), обратного ЭМП, генерируя таким образом вторич-
ный эпителий [20]. Образование почти всех органов у взрослых – результат одного или нескольких ЭМП, 
за которыми следует МЭП. Такая способность клеток называется эпителиальной пластичностью, уни-
кальным примером чего служит постнатальное развитие молочной железы. Во время цикла развития это-
го органа эпителиальные клетки проходят несколько этапов пролиферации, инвазии и гибели. 

ЭМП типа II (фиброзный ЭМП) вызывается травмой, что провоцирует образование фибробластов,  
необходимых для реконструкции поврежденных тканей [19]. В физиологических условиях фибробласты 
и иммунные клетки выделяют факторы воспалительного процесса (например, разные цитокины) и вне-
клеточные матриксные белки, которые являются стимуляторами клеток к ЭМП. Когда воспаление стиха-
ет, процесс прекращается. Патологические состояния воспаления и непрерывные ЭМП нормальных эпи-
телиальных клеток могут привести к фиброзу и поражению органов (легких, печени, почек) [7]. 

Онкогенный процесс может нарушать гомеостаз в клетках и вызывать ЭМП III типа. ЭМП I и III типов 
очень схожи, однако последний менее упорядочен. Факт гистопатологического сходства вторичных опу-
холей с клетками первичной объясняется процессом МЭП, следующим после достижения клетками от-
даленных органов.  Имеется большое количество публикаций, описывающих переключения между ЭМП 
и МЭП при раке мочевого пузыря, раке яичников и колоректального рака [20], а также влияние микро-
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окружения вторичного органа на способность индуцировать процесс МЭП путем возобновления экспрес-
сии E-кадгерина [21]. Такие ЭМП клеток, ведущие к изменению фенотипа, способствуют возникнове - 
нию гибридных фенотипов, которые «накапливают» особенности обоих типов клеток [22]. Существует 
мнение, что для успешного метастазирования нет необходимости полного ЭМП всех клеток. Они могут 
морфологически оставаться дифференцированными и участвовать в метастазирующих процессах, что 
называется «коллективной» миграцией. Цуджи с соавт. [23] описали модель коллективной миграции при 
раковом заболевании, когда только «сотрудничество» между клетками ЭМП и раковыми клетками обе-
спечивает процесс метастазирования (рис. 2, модель В). Такая модель предполагает, что опухолевые клет-
ки перемещаются не по отдельности, а как кластеры, в которых лишь некоторые клетки подверглись 
ЭМП. Эти клетки, имея инвазивный фенотип, способствуют деградации матрикса, помогая тем самым 
клеткам без ЭМП, с адгезивным фенотипом, проникать в локальные ткани и сосуды и прикрепляться к их 
стенке, создавая метастазы.  Возможно, что в кластере мигрирующих клеток сосуществует много проме-
жуточных типов клеток между эпителиальным и мезенхимальным фенотипами. Однако очевидным яв-
ляется наличие более чем одного клеточного механизма инвазии в ткани, что делает более трудоемким 
процесс исследования эпителиальных опухолей.

Циркулирующие опухолевые клетки (англ. circulating tumor cells (CTCs)). Процесс метастазирова-
ния является сложным многоступенчатым механизмом, в котором задействовано большое количество 
клеток и факторов, поэтому при его изучении появляются все новые и новые данные. 

Известно, что метастатическое распространение опосредствуется в гетерогенной первичной опухоли 
редкими ЦОК, которые способны проникать в кровоток [24] и оттуда перемещаться во вторичные органы, 
инициируя там образование метастазов, либо снова поражать первичный орган, приводя к повышенной 
агрессивности опухоли. В первичной опухоли отмечается стремительный рост клеток, который вызывает 
нехватку кислорода, активируя ангиогенез. Кроме того, происходит подавление эпителиальных белков, 
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Рис. 2. Две возможные модели (А, В) метастазирования в процессе ЭМП раковых клеток. После стимуляции у опухо-
левых клеток происходит изменение фенотипа (либо на фенотип мезенхимальных клеток, либо на клетки с «гибрид-
ными» фенотипами) и они приобретают способность к ЭМП. Модель A: эпителиальные опухолевые клетки подвер-
гаются процессу ЭМП, а далее уже мезенхимально-подобные раковые клетки мигрируют по кровеносной системе. 
Как только они достигают вторичного органа, они подвергаются МЭП и образуют метастазы [19]. Модель Б: раковые 
клетки мигрируют как кластеры клеток с разными фенотипами (раковые клетки, которые проходят полный и ча-
стичный ЭMП, и клетки, не относящиеся к ЭMП). Все типы клеток попадают в кровоток, но только раковые клетки, 

не относящиеся к EMT, способны экстравазировать и создавать метастазы [23]. (Рисунок модифицирован [16])

Fig. 2. Two possible models of cancer cell metastasis (А, B) during EMT. Two models have been proposed for EMT 
involvement in cancer metastasis. After stimulation, carcinoma cells activate a program of EMT and phenotypical changes 
occur, leading to the formation of either a pure population of highly invasive mesenchymal-like cells or sets of cell clusters 
with ‘hybrid’ phenotypes. Model A: after undergoing full EMT, mesenchymal-like cancer cells disseminate from the tumor 
mass and reach the circulatory system. Once they extravasate in a distant organ, they undergo MET and create metastases 
[19]. Model B: cancer cells disseminate and migrate as clusters of cells with different phenotypes; cancer cells that pass 
through full EMT lead the partial EMT and non-EMT cells. All cell types enter the circulation, but only non-EMT cancer 

cells are able to extravasate and create metastases [23] (according to ref. [16])
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что приводит к снижению адгезии клеток и ранней инвазивности опухолевых клеток, устойчивых к апоп-
тозу. В целом происходит смена эпителиального фенотипа клеток на мезенхимальный. После попадания  
в кровеносные сосуды (интравазация) ЦОК подвергаются апоптозу или циркулируют как изолированные 
клетки. В кровеносном русле ЦОК находятся в фазе покоя и не размножаются. Затем те ЦОК, которые не 
подверглись апоптозу, экстравазируются в отдаленные органы, после чего либо остаются в виде спящих 
одиночных клеток (диссеминированные опухолевые клетки), либо подвергаются ограниченной пролифе-
рации с дальнейшим образованием очагов опухолевого роста (метастазов). Неконтролируемая пролифе-
рация ЦОК приводит к формированию метастазов за счет реверсии фенотипа в процессе МЭП и ангиоге-
неза. Циркулирующие микроэмболы опухоли (ЦМО) представляют собой «коллективную миграцию» 
опухолевых клеток с высоким метастатическим потенциалом, поскольку они устойчивы к апоптозу и со-
храняют способность к пролиферации. ЦМО не может экстравазировать, но способны задерживаться  
в капиллярах и разрастаться, разрывая стенки капилляров и инициируя образование метастазов.

Идентификация ЦОК позволяет определить один из первых этапов метастатического каскада, а также 
имеет большой потенциал для прогноза и мониторинга ответа на лечение онкозаболеваний. Прогно-
стическое значение ЦОК было подтверждено у пациентов с неметастатическим РМЖ [24, 25], при мета-
статическом колоректальном раке, при злокачественных новообразованиях  эпителия, в том числе при 
раке простаты [26], яичников, легких, толстого кишечника. Клетки с фенотипом ЦОК у здоровых людей 
либо у пациентов с незлокачественными заболеваниями встречаются крайне редко. Многочисленные ис-
следования показали, что количественное определение ЦОК является надежным независимым прогно-
стическим фактором общей выживаемости пациентов с ранним и метастатическим РМЖ [24, 27]. Таким 
образом, детекция и молекулярная характеристика ЦОК считаются ключом к ранней клинической оценке 
метастазирования, что дает важную информацию для своевременного выбора верного профиля терапии. 
Техническая задача в этой области состоит в обнаружении «редких» опухолевых клеток (всего несколько 
ЦОК среди примерно 10 млн лейкоцитов и 5 млрд эритроцитов в 1 мл крови) и в возможности отличить 
их от эпителиальных неопухолевых клеток и лейкоцитов. 

По своей природе ЦОК гетерогенны и представляют собой популяцию клеток опухоли, которые по-
пали в кровеносное русло либо из первичных очагов, либо из метастазов. Часть популяции ЦОК пред-
ставлена цРСК, часть ‒ ЭMП клетками (находящиеся в состоянии ЭМП), а большая часть не имеют при-
знаков ЭMП и РСК. Предполагается, что именно стволовые ЦОК и клетки, прошедшие эпителиально-ме-
зенхимальную трансформацию, инициируют рост метастазов. 

В экспериментальных моделях на мышах было показано, что всего 1 из 40 ЦОК может создать очаги 
метастазирования и лишь 1 из 100 таких очагов может образовать опухоль [28]. Такая «неэффективность» 
метастазирования является результатом аноикиса (формы программируемой клеточной смерти путем 
апоптоза) и объясняет низкую выживаемость ЦОК после выхода из опухолевой массы [29], а также неспо-
собностью ранних микрометастазов в отдаленных органах стимулировать ангиогенез и продолжить рост. 
И одиночные клетки, и микрометастазы могут оставаться в состоянии покоя в течение многих лет и не 
подвергаться апоптозу.

Неоваскуляризация, индуцированная опухолью, происходит параллельно с инвазией опухолевых 
клеток, что обеспечивает их распространение по сосудам и может предшествовать явному разрастанию 
первичной опухоли в течение многих лет. Таким образом, распространение опухолевых клеток может на-
чаться на ранних этапах онкогенеза, т. е. задолго до постановки диагноза [30]. Подтверждением этого 
служат результаты клинических исследований пациентов с РМЖ, раком толстой кишки и др., среди кото-
рых значительная часть (20–30 %) имели макрометастазы на момент постановки диагноза [31]. 

На сегодняшний день для выделения и определения ЦОК используют следующие параметры, кото-
рые отличают ЦОК от других популяций клеток: наличие специфических белков-маркеров и транскрип-
тов генов, несколько больший размер, плотность, электрический заряд, инвазивные свойства. Наиболее 
эффективный и часто используемый подход для детекции и выделения ЦОК основан на применении ан-
тител против эпителиально-специфических или опухолеспецифических маркеров, присутствующих на 
поверхности клеток, таких как EpСAM (молекула адгезии эпителиальных клеток), СК 8, 18, 19, EphB4 
(рецептор эфрина), EGFR (эпидермальный фактор роста), CEA (карциноэмбриональный антиген), FGFR 
(рецептор фактора роста фибробластов), HER2, эпителиальный муцин (MUC1 и MUC2), эпителиальный 
фактор роста 2 (Her2/neu), маммоглобин и др. [32]. Каждый из них имеет как преимущества, так и недо-
статки.

Наиболее часто применяемым маркером для обнаружения и выделения ЦОК является EpCAM [33]. 
Впервые EpCAM был обнаружен на эпителиальных клетках карциномы. Установлено также, что он экс-
прессируется на большинстве первичных и метастатических опухолей. При использовании этого маркера 
ЦОК в количестве больше 2 клеток на 7,5 мл крови были обнаружены у пациентов с метастатическим 
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РМЖ [34], метастатическим раком толстой кишки и раком простаты в 70, 60 и 70,8 %  случаев соответ-
ственно [35]. Во многих работах по изучению различных видов солидных опухолей была подтверждена 
информативность EpCAM и доказано, что он является исключительным маркером отбора для выделения 
ЦОК. Однако следует учитывать, что при ЭМП экспрессия EpCAM может подавляться, а наиболее инва-
зивные опухолевые клетки при этом не детектируются. Более того, экспрессия данного маркера варьиру-
ется в зависимости от типа опухоли. Наблюдается сильная экспрессия EpCAM при РМЖ, раке легких, 
толстой кишки, предстательной железы, тогда как он не обнаруживается при мезенхимальных раковых 
образованиях (саркоме, лимфоме и нейрогенных опухолях). 

Среди разработанных многочисленных методов выделения ЦОК система CellSearch® (Janssen 
Diagnostics, Raritan, NJ, США) на сегодняшний день является единственной платформой, которая одобре-
на FDA (Управление по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов, США) 
для клинического использования при раке груди, толстой кишки и простаты [36]. Первый этап данного 
метода – иммуномагнитное обогащение с использованием антител против молекулы EpCAM, второй – 
окрашивание выделенных клеток специфическими флуоресцентными конъюгатами антител против CD45 
и CK 8, 18, 19. На следующем этапе образец сканируется на анализаторе. В этой системе ЦОК определя-
ются как ядросодержащие клетки, лишенные лейкоцитарного маркера CD45, так и экспрессирующие СК. 

Однако платформа CellSearch® имеет некоторые недостатки, что связано с использованием маркера 
эпителиальности клеток EpCAM. Есть вероятность ложноположительных результатов, поскольку эпите-
лиальные неопухолевые клетки могут циркулировать в крови также во время воспаления, регенерации 
органов, при повреждении ткани (например, после хирургических вмешательств, биопсии). Данная систе-
ма может давать и ложноотрицательные результаты в случае ЭМП, что ведет к потере эпителиальных  
и СК-маркеров и экспрессии новых мезенхимальных маркеров, в частности виментина, N-кадгерина [16]. 
После установления факта изменения эпителиальных маркеров на мезенхимальные после химиотерапии 
группой ученых сделано предположение, что причиной  химиорезистентности является ЭМП [37]. Также 
известно, что более агрессивные CK-отрицательные ЦОК появляются после ЭМП или нейроэндокринной 
дифференциации [38]. Однако эти клетки не выделяются системой CellSearch®. Кроме того, наиболее зло-
качественные циркулирующие мезенхимальные и стволовые опухолевые клетки не обнаруживаются 
этой системой.

Анализ полученных результатов методом CellSearch® показывает, что ЦОК обнаруживается лишь  
у 40–50 % пациентов с диссеминированными карциномами и не детектируется при других видах опухо-
лей [39]. Например, большое количество ЦОК (EpCAM+) часто обнаруживается в образцах крови пациен-
тов с РМЖ, раком простаты и мелкоклеточным раком легкого. И наоборот, низкое количество ЦОК у па-
циентов с панкреатическим, колоректальным и немелкоклеточным раком легкого [40]. Это объясняется 
тем, что во время диссеминации для преодоления интравазации и образования вторичных опухолей  
в эпителиальных опухолевых клетках изменяется паттерн экспрессии EpCAM. Обнаружено, что наибо-
лее злокачественные ЦОК теряют эпителиальные маркеры, что показано в работе Sieuwerts, где широко 
используемый маркер EpСAM, экспрессия которого наблюдается в 60‒100 % случаев РМЖ, не распозна-
ется на клетках РМЖ, характеризующегося агрессивным поведением [41]. Punnoose в своих исследовани-
ях показал, что клеточные линии с низким уровнем экспрессии EpCAM проявляют и низкую экспрессию 
других эпителиальных маркеров – СК 8, 18 и 19 или Е-кадгерина и высокую экспрессию виментина [42]. 
Кроме того, иногда наблюдаются снижение межклеточной адгезии и потеря апикально-базолатеральной 
полярности. В связи с этим при использовании только маркеров EpСAM и СК иногда невозможно обнару-
жить ЦОК [43]. С учетом перечисленных проблем, которые встречаются на сегодняшний день при детек-
ции ЦОК системой CellSearch, очевидно, что этот вопрос требует дальнейшего исследования и расшире-
ния линейки специфических маркеров.

Кроме системы CellSearch® существуют и другие методы количественного определения и выделения 
ЦОК, основанные на применении EpCAM как маркера: MagSweeper (иммуномагнитный метод), GILPUI 
CellCollector® (выделение ЦОК in vivo из вены руки с помощью нанопроволоки),  IsoFlux® (использова-
ние покрытых антителами к EpCAM магнитных микрофлюидных шариков) и др. Однако все эти методы 
по-прежнему требуют аналитической и клинической проверки, поскольку на сегодняшний день ни один 
из них не получил одобрения FDA.

Существует также независимый от EpCAM метод выделения ЦОК, основанный на физических харак-
теристиках клеток – ISET® (изоляция эпителиальных опухолевых клеток по размеру). Принцип действия 
этого метода заключается в фильтрации крови через специальный фильтр ISET® с порами размером  
8 мкм, задерживающий опухолевые клетки, которые намного крупнее лейкоцитов (24 мкм и более).

Одним из подходов, устраняющим недостатки системы CellSearch®, является использование допол-
нительных к EpCAM маркеров ЦОК. Так, например, разработана методика  выделения ЦОК из образов 
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крови онкопациентов с использованием индивидуальных магнитных микрочастиц, конъюгированных с 
антителами к EpCAM и EGFR [44]. Комбинация этих двух маркеров показала оптимальную комплемен-
тарность для эффективного охвата различных фенотипов опухолевых клеток. Авторами установлено, что 
общее количество ЦОК в 68,18 % исследованных образцов было выше по сравнению с числом клеток, об-
наруженных с помощью метода CellSearch®. Этот новый подход устраняет недостаток использования 
только маркера EpCAM и охватывает широкий спектр фенотипов, включая мезенхимальные клетки.

EGFR принадлежит к семейству рецепторов тирозинкиназ HER/ErbB, отвечающих за регулирование 
сигнальных путей во время роста, выживания и подвижности клеток. Активация EGFR нарушает меж-
клеточную адгезию вследствие дестабилизации комплекса E-кадгерин/β-катенин, способствует ЭМП  
и приобретению подвижного фенотипа. Функция EGFR часто нарушается при эпителиальных опухолях, 
а передача сигналов через EGFR играет важную роль как при прогрессировании рака, так и при ЭМП. 
Однако чувствительность данного маркера невысока.

Еще одним маркером, используемым для детекции ЦОК, является EphB4 (рецептор эфрина) – пред-
ставитель рецепторных протеинкиназ, активность которого повышается при некоторых видах рака. Этот 
комплекс лиганд с рецептором опосредствует передачу сигнала межклеточного контакта и является регу-
лятором миграции клеток и формирования тканевого паттерна, которые часто используются раковыми 
клетками при прогрессировании опухоли. Сверхэкспрессия EphB4 наблюдается при раке головы и шеи 
[45], раке желудка, РМЖ и др. При этом у здоровых доноров не обнаружена экспрессия данного маркера. 
Однако поскольку этот маркер присутствует и на неопухолевых эпителиальных клетках, он может давать 
ложноположительные результаты. 

Недавно был разработан метод детекции ЦОК у пациентов с немелкоклеточной карциномой легких с 
применением технологий ПЦР с обратной транскрипцией в реальном времени [46]. Была изучена вероят-
ность содержания внеклеточной РНК в периферической крови как потенциального биомаркера для обна-
ружения ЦОК у онкологических больных путем определения уровня экспрессии мРНК генов CK7, EphB4, 
EGFR, ELF3. Авторы показали, что экспрессия CK7 и EphB4 в мононуклеарных клетках периферической 
крови (МКПК) коррелирует с возрастом и гистопатологическим типом соответственно. Экспрессия CK7 
и ELF3 в опухолевых тканях и EGFR в МКПК была связана с метастазами в лимфатических узлах. 
Экспрессия всех четырех генов в опухолевых тканях и МКПК достоверно коррелировала с клинической 
стадией. Анализ выживаемости показал, что пациенты с повышенной экспрессией мРНК генов CK7, 
ELF3, EGFR и EphB4 в МКПК имели более низкую безрецидивную и общую выживаемость. Таким обра-
зом, исследование показало, что изменение содержания внеклеточной РНК в периферической крови мо-
жет иметь важное клиническое значение для диагностики и лечения пациентов с немелкоклеточной кар-
циномой легких.

Маркер HER2 – мембранный белок, тирозиновая протеинкиназа семейства рецепторов эпидермаль-
ного фактора роста EGFR/ErbB. Амплификация или повышенная экспрессия гена этого белка играет 
важную роль в патогенезе и прогрессировании определенных агрессивных типов РМЖ, а также является 
важным биомаркером и терапевтической мишенью этого вида рака. В настоящее время определение дан-
ной молекулы широко используется для иммунохимической диагностики и таргетной терапии РМЖ. 
Однако при использовании его для детекции ЦОК HER2 зарекомендовал себя хуже, чем EpCAM. Из 66 па-
циентов с прогрессирующим РМЖ у 40 были EpCAM-положительные ЦОК, из которых лишь 15 имели 
HER2+ статус [47]. Чен с соавт. [48] для детекции HER2-позитивных клеток ЦОК в цельной крови исполь-
зовали систему LiquidBiopsy. HER2 были обнаружены на всех стадиях РМЖ, включая раннюю, но уро-
вень обнаружения был выше при метастатическом процессе. Анализ экспрессии HER2 используется при 
РМЖ и является эффективной терапевтической мишенью для лечения РМЖ, а также может быть приме-
нен в комплексе с другими маркерами для подсчета ЦОК.

MUC-1 – мембранный белок, протеогликан из группы муцинов. Синтезируется апикальной поверх-
ностью эпителиальных клеток и обеспечивает их защиту от бактерий и ферментов. Экспрессия данного 
белка значительно повышена в большинстве карцином, что способствует снижению адгезивных свойств 
клетки и, следовательно, их миграции. Результаты исследования показали, что пациенты с MUC-1+ мета-
статической аденокарциномой поджелудочной железы ЦОК имели более короткую медианную общую 
выживаемость по сравнению с пациентами с MUC-1-отрицательными ЦОК [49]. Высокая экспрессия 
MUC-1 наблюдалась также при эпителиальных опухолях яичников и метастатическом РМЖ, аденокар-
циноме поджелудочной железы, колоректальном раковом образовании, раке простаты [50]. Однако MUC-
1 не является специфическим маркером опухолевых клеток, он экспрессируется также на нормальных  
и доброкачественных клетках РМЖ, что приводит к ложноположительным результатам.

Исследования показали, что хирургические вмешательства инициируют массовый выброс опухоле-
вых клеток в кровоток [51], а дальнейшее снижение ЦОК до исходного уровня после операции происходит 
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за счет процессов апоптоза и повторного метастазирования во вторичные органы [52]. Обнаружение од-
ной клетки ЦОК в 1 мл крови является клинически важным и означает, что в организме присутствуют 
5000 ЦОК. Количественные определения ЦОК в цельной крови больных раком легких до базовой терапии 
и после первого курса (при использовании технологии ISET) показали отрицательную корреляцию коли-
чества этих клеток с продолжительностью жизни без прогрессирования болезни и общей выживаемо-
стью [53]. Кроме того, по результатам многих клинических исследований, при РМЖ отмечается положи-
тельная корреляция между количеством ЦОК и снижением свободной прогрессии и общей выживаемо-
стью при операбельной болезни до и после химиотерапии [53].

Поскольку ЦОК можно получать повторно неинвазивным способом, их можно использовать для ис-
следования и подбора оптимальной терапии, наблюдая за их количественным изменением. Результаты 
исследований показали снижение количества ЦОК у онкопациентов после начала эффективной терапии 
рака груди, простаты, колоректального и других видов рака [36, 54, 55], что свидетельствует о примени-
мости этого маркера при изучении ответа на лечение. Кроме того, исследование молекулярных характе-
ристик ЦОК является перспективным, поскольку может стать инструментом для изучения молекулярной 
эволюции опухолевых клеток в процессе курса лечения, что особенно важно для мониторинга развития 
лекарственной устойчивости.

Определение ЦОК, как и других циркулирующих опухолевых маркеров, обладает явными преимуще-
ствами перед биопсией ткани за счет простоты сбора материала и возможности серийной оценки. Кроме 
того, наблюдение за изменением молекулярного профиля ЦОК в процессе лечения может служить ин-
струментом фармакодинамического мониторинга, способствующим лучшему пониманию причин рези-
стентности применяемой терапии [36]. Обнаружено, что ЦОК могут генетически отличаться от первич-
ной опухоли, от которой они происходят, и эти различия могут влиять на реакцию организма пациента на 
терапию, которую назначают, основываясь лишь на первичной характеристике опухоли. Следовательно, 
ЦОК можно рассматривать как «жидкую биопсию», предоставляющую прогностическую и прогностиче-
ски-клиническую информацию [24].

На сегодняшний день неизвестны поверхностные или внутриклеточные маркеры для 100 %-ной де-
текции ЦОК у онкобольных. Это связано с геномной нестабильностью злокачественных клеток, которая 
приводит к гетерогенности популяции ЦОК. Линейка ЦОК-специфических маркеров в будущем может 
быть дополнена мезенхимальными маркерами и маркерами стволовости, однако для эффективного под-
бора подобных антигенов необходимо проведение дополнительных исследований. Таким образом, одним 
из способов преодоления трудностей количественного определения ЦОК является одновременное исполь-
зование нескольких маркеров, что дает возможность наибольшего охвата популяции ЦОК.

Многоцветная проточная цитофлуориметрия (англ. multicolor flow cytometry). Многоцветная 
проточная цитометрия (МПЦ) − чувствительный высокоточный мультиинформативный метод, позво-
ляющий идентифицировать и охарактеризовать любую клеточную субпопуляцию среди десятков ты-
сяч клеток не только благодаря ее морфологическим особенностям, но и за счет отслеживания уровня 
экспрессии белков, что дает возможность диагностики множества заболеваний и мониторинга их лече-
ния [56]. 

Метод МПЦ основан на анализе параметров светорассеяния и интенсивности флуоресценции отдель-
ных клеток. В проточной камере прибора суспензия анализируемых клеток попадает в поток обжимаю-
щей жидкости так, что клетки выстраиваются в очередь и проходят через лазерный луч. Рассеивание 
света и флуоресценция от каждого события регистрируются при помощи разных детекторов. Информация 
от детекторов представляется в наглядной форме, что дает возможность разделить клетки на отдельные 
популяции, отличающиеся друг от друга по заданным параметрам. 

Для многопараметрового исследования клеток образца используют одновременно несколько флуо-
рохромов с разными длинами волн испускания и эмиссии. Современные цитофлуориметры содержат ми-
нимум 3 лазера и не менее 10 каналов детекции (фильтров) для анализа испускаемого свечения. Такой 
подход существенно экономит время, расход образца и при этом дает широкую линейку результатов. 
Использование в современной практике специфических моноклональных антител (монАТ), меченных 
флуорохромами, позволяет проводить как качественный, так и количественный анализ поверхностных  
и внутриклеточных антигенов. Флуоресцентный сигнал появляется в случае связывания монАТ, мечен-
ного флуорохромным красителем, со специфической белковой структурой клетки. В настоящее время  
в клинической практике можно использовать одновременно до 12 меченых антител в одной пробирке [57], 
что дает возможность контролировать функциональное состояние многих клеточных популяций.  

Преимущество метода состоит также в высокой производительности, возможности анализа большого 
массива клеток, высокой точности и чувствительности при одновременном анализе порядка 30 параме-
тров флуоресценции. 
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Учитывая широкие возможности метода проточной цитофлуориметрии, ученые уже десятки лет успеш-
но применяют его для иммунофенотипирования лейкоцитов и диагностики лимфопролиферативных за-
болеваний [58, 59]. Использование данного метода позволяет наиболее точно детектировать гетерогенные 
клеточные популяции и редкие события (одиночные клетки), т. е. встречающиеся с частотой 10‒5–10‒7,  
и охарактеризовать их одновременно по нескольким фенотипическим признакам, подобрав нужную линей-
ку специфических флуорохром-меченых моноклональных антител. Так, применение МПЦ позволяет об-
наруживать минимальную остаточную болезнь с чувствительностью от 10–5 до 10–6 [60]. Метод проточ-
ной цитофлуориметрии является наиболее точным, быстрым и удобным для количественного определе-
ния минимальной остаточной болезни и выявления ЦОК в крови пациентов с онкозаболеваниями и часто 
используется в медицинской практике [58, 59]. Lianyuan Tao c соавт. [58] применяли этот метод для обна-
ружения ЦОК в крови с целью прогнозирования послеоперационных метастазов у пациентов с новообра-
зованиями поджелудочной железы, проведя анализ 39 образцов крови. Также Юшэн Лу c соавт. [59] с по-
мощью данного метода в комплексе с отрицательной иммуномагнитной сепарацией по СD45 детектиро-
вали ЦОК в крови пациентов с колоректальной карциномой. Авторами установлено, что количество ЦОК 
положительно коррелирует со стадией онкозаболевания пациента, является надежным предиктором об-
щей выживаемости и имеет решающее значение для принятия клинических решений.

На основе метода проточной цитофлуориметрии в Институте биофизики и клеточной инженерии 
НАН Беларуси разработан метод определения содержания циркулирующих опухолевых клеток в перифе-
рической крови у пациентов, страдающих злокачественными новообразованиями эпителиальной приро-
ды. Для детекции ЦОК в качестве основного маркера использовали EpCAM (CD326). Лейкоциты и другие 
клетки гемопоэтического происхождения идентифицировали при помощи панлейкоцитарного маркера 
CD45. В качестве интеркалирующего красителя для исключения мертвых клеток применяли To-Pro3. 
Конгломераты клеток выявляли путем гейтирования событий на цитограмме SSC-H против SSC-A.

Данный метод успешно используется в комплексе медицинских услуг для ранней диагностики про-
цессов метастазирования и контроля лечения пациентов, страдающими онкозаболеваниями [61]. 

Заключение. В настоящее время применение современных подходов и методов лечения онкопациен-
тов часто приводит к полной ремиссии. Однако у части таких пациентов в конечном итоге случаются ре-
цидивы, что объясняется тем, что при использовании методов диагностики, основанных лишь на морфо-
логической оценке клеточной популяции, не удается обнаружить остаточное количество опухолевых кле-
ток после терапии [60]. МПЦ в сочетании с молекулярными и цитогенетическими исследованиями 
является наиболее часто используемым методом диагностики минимальной остаточной болезни.

Что касается злокачественных новообразований эпителиальной природы, то определение циркулиру-
ющих опухолевых и раковых стволовых клеток методом многоцветной проточной цитофлуориметрии 
позволяет провести раннюю диагностику процессов метастазирования, а также мониторинг и коррекцию 
всех этапов этого процесса. 
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