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ВЛИЯНИЕ 5-АМИНОЛЕВУЛИНОВОЙ КИСЛОТЫ  
НА ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ  

СОРТОВ ОЗИМОЙ ПШЕНИЦЫ С РАЗНЫМ СОДЕРЖАНИЕМ АНТОЦИАНОВ  
В КОЛЕОПТИЛЯХ

Аннотация. Изучен ряд физиолого-биохимических характеристик двух сортов озимой пшеницы ‒ с красными 
(Эт W5) и зелеными (Влади) колеоптилями. Сорт Эт W5 с высоким содержанием в колеоптилях антоцианов (в сред-
нем 412 ± 52 мкмоль/г сырой массы), хлорофиллов (Хл) и каротиноидов и низким ‒ гема и пролина обладал высокой 
морозостойкостью (88 % выживших растений, подвергшихся воздействию температуры ‒8 ºС в течение 5 ч в воз-
расте 7 дней), а также высокой способностью к продолжению роста и развития после перенесенного охлаждения. 
Сорт Влади с низким содержанием антоцианов (в среднем 12,5 ± 1,2 мкмоль/г сырой массы), Хл и каротиноидов,  
но с более высокими, чем у сорта Эт W5, уровнями гема и пролина в колеоптилях, характеризовался низкой морозо-
стойкостью (80 % выживших растений) и слабой способностью к продолжению роста и развития после перенесенного 
охлаждения. Замачивание на 2 ч семян пшеницы в растворе экзогенной АЛК (50 мг/л) перед высевом способствовало 
повышению всхожести семян обоих сортов, а у растений сорта Эт W5 ‒ увеличению их длины (на 10 %) и содержа-
ния антоцианов в колеоптилях (в 1,4 раза), а также повышению морозоустойчивости (до 97 %). Под воздействием 
АЛК морозоустойчивость растений сорта Влади возрастала до 93 %.

Ключевые слова: растения озимой пшеницы, сорта Эт W5 и Влади, колеоптили, морозоустойчивость, рост, 
адаптация, антоцианы, хлорофиллы а и b, гем, пролин, 5-аминолевулиновая кислота

Для цитирования: Влияние 5-аминолевулиновой кислоты на физиолого-биохимические характеристики сор- 
тов озимой пшеницы с разным содержанием антоцианов в колеоптилях / Н. Г. Аверина [и др.] // Вес. Нац. aкад. навук 
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Natalia G. Averina1, Sviatlana M. Savina1, Irina A. Dremuk1, Hanna V. Yemelyanava1,  
Yuliya V. Pryshchepchyk1, Alexandr V. Usatov2
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INFLUENCE OF 5-AMINOLEVULINIC ACID ON PHYSIOLOGICAL  
AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF WINTER WHEAT VARIETIES  

WITH DIFFERENT LEVELS OF ANTHOCYANINS IN COLEOPTILES

Abstract. Physiological and biochemical characteristics of two varieties of winter wheat seedlings with red (Et W5) and 
green (Vladi) coleoptiles have been studied. Variety Et W5 with high content of anthocyanins (on average 412 ± 52 μmol/g fr wt), 
chlorophylls (Chl) and carotenoids and a low level of heme and proline in coleoptiles had high frost resistance (88 % of surviving 
plants exposed to temperatures of ‒8 °C for 5 h at the age of 7 days) and a high ability to continue growth and development 
after undergoing cooling. Variety Vladi with a low content of anthocyanins (on average 12.5 ± 1.2 μmol/g fr wt), Chl and 
carotenoids, but a higher level of heme and proline in coleoptiles compared to varieties Et W5 had low level of frost resis-
tance (80 % of surviving plants) and was characterized by a low ability to continue growth and development after undergo-
ing cooling. Soaking wheat seeds in a solution of exogenous ALA (50 mg/l) for 2 h before sowing increased the germination  
of seeds of both varieties, enhanced the length of plants of the Et W5 variety by 10 %, 1.4 times the content of anthocyanins  
in the coleoptiles of this variety plants and also increased their frost resistance up to 97 %. Under action of ALA frost resistance  
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Введение. Вторичные метаболиты растений – флавоноиды принадлежат к наиболее распро-
страненному и многочисленному классу растительных полифенолов. Важнейшими представи- 
телями флавоноидов являются антоцианы – нефотосинтетические, водорастворимые пигменты,  
которые играют важную роль в развитии растений, их защите от патогенов и неблагоприятных  
факторов внешней среды [1]. Они накапливаются в вакуолях и окрашивают плоды, листья, цветы,  
зерна в розовый, красный, голубой, фиолетовый цвета и их различные сочетания. Антоцианы 
обладают огромным разнообразием физиологических функций, что определяет их высокую зна- 
чимость в мире растений, животных и человека [1]. Они активно используются в фармакологиче-
ской, косметической и пищевой промышленности в качестве натуральных красителей и биоло-
гически активных соединений, обладающих окислительно-восстановительными, антиоксидант- 
ными, противовоспалительными и нейропротекторными свойствами. 

В растениях антоцианы уменьшают степень фотоингибирования, а также ускоряют восстанов-
ление фотосинтетического аппарата растений [2]. Они активно поглощают излучение в УФ-области, 
защищая растения от губительного действия УФ-лучей [3]. Молекулы антоцианов благодаря на-
личию в их структуре ароматических колец и свободных гидроксильных групп легко вступают 
в свободнорадикальные реакции, связывают активные формы кислорода и перекисные радика-
лы, образующиеся при стрессовых воздействиях, выполняя при этом роль низкомолекулярных 
антиоксидантов [4, 5]. Очищенные растворы антоцианов удаляют практически все виды актив-
ных форм кислорода и азота с эффективностью в 4 раза большей, чем аскорбат и α-токоферол [6]. 

Наиболее перспективным представляется использование антоцианов в качестве антистрес-
соров в сельскохозяйственном производстве, в частности в растениеводстве, что позволит повы-
сить устойчивость растений, произрастающих в условиях неблагоприятных факторов внешней 
среды [7, 8]. Низкотемпературный стресс является чрезвычайно важным фактором, ограничива-
ющим развитие и урожайность сельскохозяйственных культур, реализацию их биологического 
потенциала. Показано, что при низкотемпературном стрессе в растениях усиливается накопле-
ние антоцианов [9], повышается экспрессия генов ключевых ферментов и транскрипционных 
факторов пути биосинтеза флавоноидов – PAL, CHS, CHI, DFR, PAP1, HY5 [9, 10], возрастают их 
содержание и активность, что в целом приводит к повышению низкотемпературной устойчиво-
сти растений [11]. Индукция накопления антоцианов в хозяйственно ценных сельскохозяйствен-
ных культурах, в том числе в озимых, может явиться весьма эффективным способом повышения 
холодо- и морозоустойчивости растений. 5-Аминолевулиновая кислота (АЛК) – предшественник 
циклических и линейных тетрапирролов ‒ также является экологически чистым природным ре-
гулятором роста растений, антистрессором [12] и высокоэффективным индуктором накопления 
антоцианов. АЛК усиливает обусловленную антоцианами окраску плодов, улучшает товарный 
вид и вкусовые качества яблок [13], персиков [14], груш [15], китайской сливы [16]. В кожуре 
яблок и в листьях реликтового растения Гингко билоба, а также в растениях озимого рапса, обра-
ботанных АЛК, отмечено повышение экспрессии генов ключевых ферментов системы биосинте-
за антоцианов – PAL, CHS, CHI, DFR [17] и гена регуляторного фактора HY5 [18]. Использование 
АЛК в качестве индуктора накопления антоцианов может стать эффективным приемом повыше-
ния холодо- и морозоустойчивости растений.

Большое внимание уделяется также изучению влияния антоцианов на формирование стрес-
соустойчивости разных тканей и органов растений. Наиболее подходящим объектом для таких 
исследований является пшеница, гены которой, контролирующие пигментацию отдельных ее 
органов, таких как колеоптили (Rc-гены), стебли (Pc), зерно (R), перикарп (Pp), пыльники (Pan)  
и др. [19, 20], расшифрованы и установлена их регуляторная природа [20, 21]. Важная роль в фор-
мировании устойчивости растений к абиотическим и биотическим факторам внешней среды отво-
дится колеоптилям пшеницы. Так, показана защитная роль антоцианов, содержащихся в колеоп- 
тилях проростков пшеницы, выращиваемых в присутствии ионов Cd [22]. Проростки близко 
изогенных линий пшеницы с интенсивно окрашенными в красный цвет колеоптилями и высо-
ким содержанием антоцианов обладали большей устойчивостью к засухе по сравнению с рас-
тениями со слабо окрашенными органами и низким уровнем в них антоцианов [23]. Отмечена защита  
корневой системы и побегов от засухи в присутствии антоцианов в колеоптилях пшеницы [24]. 
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Сообщается, что пшеница с интенсивно окрашенными колеоптилями обладает высокой устой-
чивостью к заражению головней [25]. Особый интерес представляет озимая пшеница, которая 
является основной и важнейшей культурой в сельском хозяйстве многих стран ‒ России, США, 
Канады, а также Беларуси, находящейся в зоне неустойчивого или рискованного земледелия. 
Зимостойкость озимой пшеницы является одной из важнейших характеристик ее адаптивности. 
Данные о наличии связи между содержанием антоцианов в колеоптилях и морозоустойчивостью 
растений пшеницы (при воздействии отрицательных температур) отсутствуют. Представляло 
значительный интерес провести сравнительный анализ ряда физиолого-биохимических харак-
теристик проростков двух сортов озимой пшеницы с разной окраской и содержанием антоцианов 
в колеоптилях, оценить степень морозоустойчивости таких растений, изучить влияние экзоген-
ной АЛК на дополнительное накопление антоцианов в колеоптилях растений с разным исходным 
уровнем антоцианов и на морозоустойчивость таких растений. 

Объекты и методы исследования. В качестве объектов исследования использовали 7‒10-днев-
ные проростки озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) двух сортов: Эт W5 (с красной окраской 
колеоптилей) и Влади (с зеленой окраской колеоптилей). Семена пшеницы высаживали в грунт 
«Восторг» и выращивали в лабораторных условиях при температуре +25 ± 2 ºС под люми-
несцентными лампами белого света (Philips TL-D 36W/765) в режиме 14 ч света/10 ч темноты  
до 7‒10-дневного возраста, оценивая в них морфометрические и ряд биохимических показате-
лей. В опытах с экзогенной АЛК семена пшеницы предварительно замачивали в дистиллирован-
ной воде (контроль) или в растворе АЛК в концентрации 50 мг/л, выдерживали в течение 2 ч при 
температуре +25 ± 2 ºС, а затем высаживали в грунт «Восторг» и выращивали при описанных 
выше условиях до 10-дневного возраста. 

Длину колеоптилей и общую длину проростков над зерновкой измеряли с помощью линейки.
Для моделирования стрессовых условий 7‒8-дневные проростки помещали в климатиче- 

скую камеру (СlimaCell, Чехия) и выдерживали при температуре ‒8 ºС в течение 5 ч. Затем про-
ростки переносили в нормальные условия выращивания при +25 ± 2 ºС на 24 ч, оценивали отно-
сительное содержание выживших и погибших проростков и доращивали их до 10-х суток, что- 
бы оценить способность проростков к продолжению роста и развития после перенесенного  
охлаждения. 

Содержание антоцианов определяли согласно методу [26]. Навеску 0,1 г свежего раститель-
ного материала растирали в 0,5 мл 1 %-ного HCl. Остаток в ступке еще раз смывали 0,5 мл рас-
твора. К экстракту добавляли 1 мл хлороформа и центрифугировали в течение 10 мин при ско- 
рости 12 000 g и температуре 4 оС. Супернатант отбирали и измеряли оптическую плотность 
при 525 нм на спектрофотометре Solar PB 2201. Содержание антоцианов рассчитывали в мкмо-
лях на 1 г сырой массы (в эквиваленте цианидин-3-глюкозида), используя коэффициент моляр-
ной экстинкции 31,6 М‒1·см‒1.

Для определения содержания пролина навеску листьев ячменя (0,1 г) фиксировали жидким 
азотом, растирали в 1 мл 3 %-ной сульфосалициловой кислоты и центрифугировали в течение  
10 мин при скорости 13 000 g. К супернатанту (0,25 мл) добавляли равные объемы ледяной  
уксусной кислоты и кислого нингидринового реагента (0,25 г нингидрина в 10 мл раствора, со-
держащего ледяную уксусную кислоту, дистиллированную воду и 85 %-ную ортофосфорную 
кислоту в соотношении 6:3:1). Пробы инкубировали 1 ч при 90 оС. От оптической плотности 
раствора при 515 нм [27] переходили к содержанию пролина, используя калибровочную кривую.

Содержание Хл и каротиноидов в колеоптилях определяли методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии [28]. Пигменты экстрагировали из свежего растительного материала  
100 %-ным ацетоном, содержащим СаСО3 (из расчета 0,1 г навески листьев + 2 мл ацетона +  
100 мг СаСО3). Разделение Хл и каротиноидов осуществляли на хроматографе высокого давле-
ния Shimadzu Prominence LC-20 (Япония) с хроматографической колонкой Nucleodur C18 Gravity 
(тип С18, размер частиц 3 мкм, длина 15 см) фирмы Macherey-Nagel (Германия). В качестве элю-
ента А использовали раствор, содержащий 90 % ацетонитрила, 9,9 % фильтрованной Н2О и 0,1 % 
триэтиламина, в качестве элюента В – 100 %-ный этилацетат. Скорость потока элюентов состав-
ляла 0,5 мл/мин. Регистрацию пигментов проводили при спектре поглощения от 200 до 700 нм,  
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используя детектор с диодной матрицей. Идентификацию пиков осуществляли по спектрам по-
глощения [28]. Для визуализации профиля хроматограммы выделяли спектр поглощения при 
440 нм. Для количественного определения Хл и каротиноидов использовали площади пиков 
хроматограммы. 

Содержание пигментов (табл. 1) рассчитывали по формуле Спигм = S440FпигмV/Vинъекцm, где Спигм –  
содержание пигмента (мкг/г сырой массы); S440 – площадь пика поглощения при 440 нм; Fпигм – 
фактор (коэффициент) для расчета концентрации Хл и каротиноидов; V – объем супернатанта (2 мл); 
Vинъекц – объем инъекции (20 мкл), m – масса сухого вещества в 0,1 г навески.

Т а б л и ц а 1. Последовательность выхода пигментов из колонки и факторы  
для расчета концентрации Хл и каротиноидов

T a b l e 1. Sequence of exit of pigments from the column and factors  
for calculating the concentration of Chl and carotenoids

Пигмент Фактор

Неоксантин 65·10‒9

Виолоксантин 44·10‒9

Антераксантин 56·10‒9

Лютеин 45·10‒9

Зеаксантин 81·10‒9

Хлорофилл b 182·10‒9

Хлорофилл a 189·10 9

β-Каротин 88·10‒9

Содержание нековалентно связанного с белками гема определяли согласно [29]. Из навески 
0,5 г растительного материала колеоптилей извлекали Хл и свободный гем в смесь ацетон:0,1 н 
NH4OH (9:1, v:v). Из оставшихся осадков с использованием смеси кислого ацетона (0,5 мл кон-
центрированной HCl в 10 мл ацетона) и ДМСО экстрагировали гем, нековалентно связанный  
белками. Гем переводили в диэтиловый эфир, после чего концентрировали на колонке с ДЭАЭ-
сефарозой CL-6B, элюировали смесью 96 %-ный этанол:ледяная уксусная кислота:вода (81:9:10, 
v:v:v) и по спектрам поглощения при λ = 398 нм определяли его количество (молярный коэффи-
циент экстинкции 144 мМ‒1·см‒1).

Для статистической обработки экспериментальных данных и учета полученных результатов 
использовали стандартные пакеты программ Exсel 2010, SigmaPlot 10.0 и статистические методы, 
принятые в области биологических исследований. Статистическая обработка данных состояла  
в определении средней квадратичной ошибки их среднего. Приведены средние значения из 3‒7 
независимых экспериментов и их стандартные ошибки.

Результаты и их обсуждение. Оценка содержания антоцианов в колеоптилях 7-дневных про- 
ростков двух сортов озимой пшеницы показала, что у сорта Эт W5 с красными колеоптилями 
оно составило в среднем 411,7 ± 51,6 мкмоль/г сырой массы, что практически в 33 раза превышало 
таковое у сорта Влади с зелеными колеоптилями – 12,5 ± 1,2 мкмоль/г сырой массы.

В 7-дневном возрасте растения двух сортов незначительно отличались по морфометрическим  
характеристикам. Так, средняя высота надземной части проростков у сорта Эт W5 составляла 
12,2 ± 1,0 см, а у сорта Влади – 13,1 ± 0,7 см (рис. 1). Высота колеоптилей у проростков этих  
сортов ‒ 2,5 ± 0,7 и 2,3 ± 0,7 см соответственно (рис. 2). 

Наряду с этим была проведена оценка морозоустойчивости изучаемых сортов. Проростки 
озимой пшеницы в возрасте 7‒8 дней выдерживали в течение 5 ч при температуре ‒8 ºС. Сразу 
после выноса растений из камеры подсчитывали упавшие стебли, а на следующие сутки после 
воздействия отрицательной температуры ‒ относительное содержание погибших проростков. 
Оба сорта показали разную морозоустойчивость: высокую – у Эт W5 (88 % выживших пророст-
ков), более низкую ‒ у Влади (80 % выживших проростков) (рис. 3).

Одним из показателей морозоустойчивости растений, их способности к адаптации в условиях  
смены режима выращивания является их способность к продолжению роста и развития после 
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перенесенного охлаждения. Наблюдение за ростом растений после перенесенного в возрасте  
7 дней охлаждения показало следующую картину. Через сутки после воздействия охлаждения 
прирост надземной части растений у сорта Эт W5 составил 2,3 см, у проростков сорта Влади ‒  
0,9 см (см. рис. 1). Между 2-ми и 3-ми сутками после перенесенного охлаждения (9- и 10-дневные 
растения) прирост надземной части проростков у сорта Эт W5 с красными колеоптилями со-
ставил 2,95 см, в то время как у растений сорта Влади с зелеными колеоптилями прироста прак-
тически не набдюдалось (лишь 0,09 см прироста). Через 3 сут после охлаждения прирост длины 
проростков у сорта Влади в среднем составил 3,4 см, что было значительно ниже, чем у сорта  
Эт W5 (8,2 см).

Похожая картина наблюдалась и при оценке ростовых характеристик колеоптилей. После пе-
реохлаждения прирост колеоптилей у сорта Эт W5 на 10-е сутки вегетации в среднем составил 
0,55 см, а у сорта Влади – 0,32 см (рис. 2). Таким образом, проростки с красными колеоптилями 
показали высокую способность к сохранению жизнеспособности после перенесенного охлаждения.

В колеоптилях проростков изучаемых сортов было изучено содержание фотосинтетических 
пигментов – Хл а, Хл b и каротиноидов. В 7-дневных проростках Эт W5 среднее содержание  
Хл а составило 212 ± 16 мкг/г сырой массы, Хл b ‒ 83 ± 6 мкг/г сырой массы. Во всех экспе-
риментах у проростков сорта Влади, обладающего низкой морозоустойчивостью, содержание  
Хл а и Хл b оказывалось всегда ниже по сравнению с их содержанием у сорта Эт W5 – в среднем 
179 ± 19 и 68 ± 7 мкг/г сырой массы соответственно. 

Рис. 1. Длина надземной части проростков у сортов Эт W5 и Влади, которые в 7-дневном возрасте помещали  
в морозильную камеру при ‒8 ºС на 5 ч, а затем переносили в нормальные условия выращивания (до 10-х суток)

Fig. 1. The length of the above-ground part of the seedlings in varieties Et W5 and Vladi, which at 7 days of age were placed 
in a freezer at ‒8 °C for 5 h, and again transferred to normal growing conditions for (up to 10 days)

Рис. 2. Длина колеоптилей у проростков сортов Эт W5 и Влади, которые в 7-дневном возрасте помещали  
в морозильную камеру при ‒8 ºС на 5 ч, а затем переносили в нормальные условия выращивания (до 10-х суток)

Fig. 2. The length of coleoptiles in seedlings of varieties Et W5” and Vladi, which at 7 days of age were placed  
in a freezer at ‒8 °C for 5 h, and then transferred again to normal growing conditions (up to 10 days)
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Общее содержание каротиноидов у сорта  
Эт W5 с красными колеоптилями и высоким со-
держанием антоцианов было значительно выше 
(409 ± 63 мкг/г сырой массы), чем в колеоптилях  
проростков сорта Влади (246 ± 26 мкг/г сырой 
массы). Такой же характер распределения между  
сортами наблюдали и при оценке содержания 
индивидуальных каротиноидов, ксантофиллов –  
виолаксантина, антераксантина, лютеина, а также  
бескислородного каротиноида β-каротина (рис. 4).  
Показатели содержания фотосинтетических пиг-
ментов коррелировали с показателями морозо-
устойчивости изучаемых сортов озимой пшени-
цы, что может указывать на важную роль фото- 
синтетических пигментов, а следовательно, и фото-
синтеза в формировании морозоустойчивости. 

Изучено также содержание еще одного важ-
нейшего продукта в системе синтеза тетрапи-
ролов – гема. Гемсодержащие белки участвуют 
в связывании кислорода, дыхании, детоксикации  
активных форм кислорода, входя в состав перо- 
ксидаз и каталазы, а также в транспорте элек-
тронов в ходе окислительного и фотосинтети-
ческого фосфорилирования (цитохромы) и вос-
становлении нитратов высшими растениями 
(нитратредуктаза и нитритредуктаза). Наряду  

с этим гем осуществляет тонкий контроль за образованием и активностью ряда ферментов, которые 
принимают участие в биосинтезе тетрапирролов и, в частности, осуществляют синтез АЛК [12].

Оценен уровень нековалентно связанного с белками гема, который составляет основную часть 
клеточного гема, а в хлоропластах в 3 раза превышает количество ковалентно связанного с бел-
ками гема. Содержание гема у сорта Эт W5 оказалось низким (5,0 ± 1,6 нмоль/г сырой массы –  
100 %) по сравнению с сортом Влади (6,8 ± 0,9 нмоль/г сырой массы – 135 %). Хотя различия 
между вариантами недостоверны, не исключено, что гем, входящий в состав пероксидаз и каталазы, 
участвует в формировании стрессоустойчивости растений сорта Влади.

Рис. 3. Внешний вид 8-дневных проростков озимой 
пшеницы сортов Эт W5 и Влади, которые в 7-дневном 
возрасте находились в морозильной камере при ‒8 ºС  

в течение 5 ч (результаты индивидуального опыта)

Fig. 3. Appearance of 8-day-old seedlings of winter wheat 
varieties Et W5 and Vladi, which at 7 days of age were 

placed in a freezer at ‒8 °C for 5 h (results  
of individual experience)

                  Эт W5                          Влади

Рис. 4. Содержание ксантофиллов и β-каротина в колеоптилях 8-дневных проростков озимой пшеницы  
сортов Эт W5 и Влади

Fig. 4. Content of xanthophylls and β-carotene in coleoptiles of 8-day-old seedlings of winter wheat 
varieties Et W5 and Vladi
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В следующей серии экспериментов нами было изучено содержание универсального стресс-
протектора пролина. Пролин является обязательным компонентом растительной клетки, а в усло-
виях стресса его содержание многократно возрастает. В настоящее время он рассматривается 
как универсальный антистрессор, который выполняет целый ряд защитных функций, выступая, 
в частности, в качестве тушителя синглетного кислорода и H2O2, а также перехватчика свобод-
ных радикалов [30, 31]. Как и в случае с гемом, низкий уровень пролина (89 ± 18 мкг/г сырой мас-
сы – 100 %) наблюдали в колеоптилях сорта Эт W5 в возрасте 8 дней (рис. 5). Уровень пролина 
в колеоптилях сорта Влади, обладающего низкой морозоустойчивостью, составил 212 ± 15 мкг/г 
сырой массы – 238 % по сравнению с его содержанием у сорта Эт W5. По-видимому, в условиях 
низкого уровня антоцианов основную роль в морозоустойчивости растений играет универсаль-
ный антистрессор пролин, который в условиях стресса выполняет функцию основного защитно-
го агента. 

В отдельной серии экспериментов с предварительным (в течение 2 ч) замачиванием семян 
пшеницы перед посевом в растворе экзогенной АЛК (50 мг/л – опыт) либо в воде (контроль) бы-
ло показано незначительное повышение длины проростков (до 10 %) и длины колеоптилей (до 
15 %) у пшеницы сорта Эт W5 в возрасте 7 дней. По-видимому, стимуляция ростовых процес-
сов связана с известным проявлением экзогенной АЛК свойств регулятора роста растений [12]. 
Обработка АЛК увеличивала также всхожесть семян: от 65 % в контрольных растениях до 80 % 
у сорта Влади и, соответственно, от 95 до 100 % у сорта Эт W5. 

Содержание антоцианов в колеоптилях 8-дневных растений сортов Эт W5 и Влади возрас-
тало по сравнению с контрольными вариантами каждого сорта (табл. 2). В колеоптилях сорта  
Эт W5 содержание антоцианов в среднем составило 592 мкмоль/г сырой массы. Под действием  
АЛК окраска колеоптилей данного сорта становилась более интенсивной. Напротив, у сорта 
Влади визуальных изменений в окраске колеоптилей под действием АЛК не зафиксировано. 
Среднее содержание антоцианов в колеоптилях этого сорта так и осталось низким и составило  
в среднем 22 мкмоль/г сырой массы.

Содержание Хл а в колеоптилях 8-дневных проростков пшеницы сорта Эт W5 снижалось 
под действием АЛК на 19 % по сравнению с контролем и практически не изменялось у сорта 
Влади (меньше лишь на 4 %) (рис. 5, b). Такая же картина наблюдалась и в случае Хл b, содер-
жание которого в колеоптилях сорта Эт W5 после обработки АЛК снизилось на 16 %, а у сорта 
Влади – на 8 %. Ранее на растениях озимого рапса нами было показано, что при их выращива-
нии на растворе АЛК в концентрации 200 мг/л содержание Хл значительно снижается на ранних  
стадиях развития проростков, что сопровождается накоплением антоцианов [32]. Одной из при-
чин являлось снижение под действием высокой концентрации экзогенной АЛК активности ряда  

        
           a                 b

Рис. 5. Содержание пролина (a) и Хл а (b) в колеоптилях 8-дневных проростков озимой пшеницы сортов Эт W5  
и Влади, семена которых предварительно перед посевом замачивали в течение 2 ч в растворе АЛК  

в концентрации 50 мг/л или в воде (контроль)

Fig. 5. The content of proline (a) and Chl a (b) in coleoptiles of 8-day-old seedlings of winter wheat varieties Et W5 
and Vladi, the seeds of which were soaked before sowing for 2 h in a solution of ALA with a concentration  

of 50 mg/l, or in water (сontrol)
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ферментов, принимающих участие в образовании Хл, что рассматривалось нами как один  
из защитных механизмов, контролирующих образование порфиринов-фотосенсибилизаторов из 
экзогенной АЛК. Следует отметить, что максимальное снижение содержания Хл наблюдалось  
у сорта Эт W5 с высоким содержанием антоцианов. В работе [33] высказано предположение, что 
пластидно-ядерная сигнализация, управляющая экспрессией ядерных генов пути биосинтеза 
антоцианов и фотосинтетических генов, оказывает противоположное действие на оба процесса, 
что, возможно, и приводит к снижению содержания Хл в ходе параллельного накопления анто-
цианов у Эт W5.

Т а б л и ц а 2. Содержание антоцианов (мкмоль/г сырой массы) в колеоптилях 8-дневных  
проростков пшеницы сортов Эт W5 и Влади, семена которых перед посевом предварительно  

замачивали в течение 2 ч в растворах АЛК в концентрации 50 мг/л либо в воде (контроль)

T a b l e 2. The content of anthocyanins (μ mol/g fr wt) in coleoptiles of 8-day-old wheat seedlings  
of varieties Et W5 and Vladi, the seeds of which were soaked before sowing for 2 hours  

in ALA solutions at a concentration of 50 mg/l, or in water (control)

Концентрация АЛК, мг/л Эт W5 Влади

0 (контроль) 411,7 ± 51,6 12,5 ± 1,2
50 591,6 ± 78,6 21,6 ± 7,5

Нами отмечено также устойчивое снижение содержания каротиноидов в колеоптилях сорта 
Эт W5, выращенного из семян, обработанных АЛК. Так, содержание ксантофиллов в среднем 
составило 57 % от контроля, β-каротина – 65, общее содержание каротиноидов ‒ 64 %. В то же 
время в колеоптилях сорта Влади содержание лютеина, β-каротина и общее содержание кароти-
ноидов превышало их содержание в контроле на 19, 34 и 19 % соответственно.

Достоверных различий и четкой картины влияния АЛК на содержание гема в колеоптилях 
растений озимой пшеницы сортов Эт W5 и Влади не зафиксировано. Так, воздействие АЛК спо-
собствовало снижению содержания гема в колеоптилях сорта Эт W5 на 10 %, у сорта Влади ‒  
на 3 % по сравнению с соответствующими контролями. В то же время обработка АЛК привела  
к отчетливому повышению содержания пролина в колеоптилях обоих сортов – на 38 мкг/г сырой 
массы у сорта Эт W5 и на 78 мкг/г сырой массы у сорта Влади после обработки (рис. 5).

Оценка влияния АЛК на морозоустойчивость растений показала повышение этого показате-
ля у растений сорта Эт W5 до 97 %, а у растений сорта Влади до 93 %. 

Заключение. Таким образом, изучены два сорта озимой пшеницы ‒ с красными (Эт W5) и зе-
леными (Влади) колеоптилями. Сорт Эт W5 с содержанием антоцианов в колеоптилях в среднем 
412 ± 52 мкмоль/г сырой массы обладал высоким уровнем морозостойкости (88 % выживших  
растений в возрасте 7‒8 дней, подвергшихся воздействию температуры ‒8 ºС в течение 5 ч)  
и высокой способностью к продолжению роста и развития после перенесенного охлаждения.  
Так, через 3 сут после охлаждения прирост длины проростков в среднем составил 8,2 см. Рас- 
тения сорта Влади с зелеными колеоптилями, низким содержанием антоцианов в колеоптилях 
(12,5 ± 1,2 мкмоль/г сырой массы) и более низким уровнем морозостойкости (80 % выживших 
растений) характеризовались низкой способностью к продолжению роста и развития после пере-
несенного охлаждения – через 3 сут после охлаждения прирост длины проростков у этого сорта 
составил 3,4 см. 

Содержание Хл а и Хл b в колеоптилях растений сорта Влади, обладающего низкой морозо-
устойчивостью, оказывалось в среднем на 17 % ниже, чем у сорта Эт W5. Как общее содержание 
каротиноидов, так и содержание ксантофиллов – виолаксантина, антераксантина, лютеина и бес-
кислородного β-каротина ‒ было высоким у сорта Эт W5 (409 ± 63 мкг/г сырой массы) и низким 
у сорта Влади (246 ± 26 мкг/г сырой массы), что в целом указывает на важную роль фотосинте-
тических пигментов, а следовательно, и фотосинтеза в формировании морозоустойчивости. 

Отмечена тенденция к повышению содержания гема в колеоптилях проростков сорта Влади 
(до 133 %) по сравнению с его содержанием в колеоптилях растений сорта Эт W5. Такую же 
картину наблюдали и при оценке содержания в колеоптилях универсального стресс-протектора 
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пролина. Его уровень также был выше у сорта Влади (212 мкг/г сырой массы) по сравнению  
с обогащенным антоцианами сортом Эт W5 (89 мкг/г сырой массы). Полученные результаты  
указывают на то, что при низком уровне антоцианов основную роль в морозоустойчивости рас- 
тений играет универсальный антистрессор пролин, который в условиях стресса выполняет функ- 
цию защитного агента. Вместе с тем высокое содержание антоцианов, а также фотосинтетических 
пигментов в колеоптилях растений озимой пшеницы на фоне низких уровней гема и пролина 
обеспечивает проросткам высокую морозоустойчивость и способность к последующей адапта-
ции после перенесенного охлаждения.

Показано, что замачивание семян пшеницы в растворе экзогенной АЛК (50 мг/л) на 2 ч перед 
высевом повышает всхожесть семян обоих сортов, а у сорта Эт W5 на 10 % увеличивает длину 
растений и на 15 % длину колеоптилей. В колеоптилях растений этого сорта отмечено возраста-
ние содержания антоцианов в 1,4 раза, а также повышение морозоустойчивости таких растений 
до 97 % (у растений сорта Влади ‒ до 93 %), что делает привлекательным использование АЛК  
как эффективный прием для повышения морозоустойчивости растений озимой пшеницы.
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О. В. Чижик, А. Н. Юхимук, В. Н. Решетников

Центральный ботанический сад НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь

ГОЛУБИКА ВЫСОКАЯ (VACCINIUM CORYMBOSUM L.):  
ПРОТЕОМНЫЕ И МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ1

Аннотация. Результаты интродукции представителей сем. Вересковые (Ericaceae Juss.), начатой Центральным 
ботаническим садом НАН Беларуси в 1980 г. в Белорусском Полесье, дали начало новому для республики направле-
нию – промышленному ягодоводству.

Для повышения эффективности получения качественного посадочного материала необходимо изучить фунда-
ментальные процессы, лежащие в основе роста и развития растений и установить возможные пути их регуляции. 
Также крайне актуальными являются исследования, направленные на подтверждение сортосоответствия посадоч-
ного материала заявленному сорту (разработка генетических паспортов). Развитие биотехнологии способствует по-
явлению новых подходов к исследованиям, переходу к новым технологиям изучения и анализа генома и протеома 
растительного организма.

Впервые для представителя Vaccinium corymbosum L. (голубики высокой) проведена молекулярно-генетиче-
ская идентификация и разработаны генетические паспорта с использованием маркерной системы SCoT (Start Codon 
Targeted). Предложенный метод ДНК-паспортизации обеспечивает возможность проверки сортосоответствия поса-
дочного материала.

Методом 2D-электрофореза впервые получены протеомные карты листовой ткани и дана оценка протеомного 
статуса растений четырех сортов голубики высокой – in vitro культуры и исходных растений (in vivo). Установлена 
видо- и сортоспецифичность продуктов экспрессированного генома исследуемых растений. Впервые определены 
белки, претендующие на роль маркерных для вида Vaccinium corymbosum L., а также белки-маркеры сортовой при-
надлежности и физиологического состояния голубики высокой, культивируемой in vivo и in vitro.

Ключевые слова: голубика высокая, молекулярно-генетическая идентификация, ДНК-маркирование, SCoT, 
протеомный анализ, 2D-электрофорез, белки-маркеры

Для цитирования: Чижик, О. В. Голубика высокая (Vaccinium corymbosum L.): протеомные и молекулярно- 
генетические исследования / О. В. Чижик, А. Н. Юхимук, В. Н. Решетников // // Вес. Нац. aкад. навук Беларусі. Сер. 
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Olga V. Chizhik, Andrei N. Yukhimuk, Vladimir N. Reshetnikov

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

HIGHBUSH BLUEBERRY (VACCINIUM CORYMBOSUM L.):  
PROTEOMIC AND MOLECULAR GENETIC STUDIES

Abstract. The Vacciniaceae family introduction carry out by the Central Botanical Garden of the National Academy of Sciences 
of Belarus since 1980. It made it possible to give rise the new direction for the republic – the industrial berry growing.

To increase the efficiency of high-quality planting material obtaining it is necessary to study the fundamental processes 
underlying the growth and development of plants and to establish the possible ways of their regulation. It is of current interest 
to confirm the conformity of the planting material to the declared variety (the genetic passports elaboration). The biotechno- 
logy development promotes a new approaches and technologies for studying and analyzing of a plant organism genome and 
proteome.

For the first time the molecular genetic identification for Vaccinium corymbosum L. varieties were carried out by Start 
Codon Targeted (SCoT) system. This method of DNA certification makes it possible to check the cultivar conformity of the 
blueberry planting material.

For the first time by 2D electrophoresis the proteomic maps of leaf tissue were obtained and the proteomic status of four 
highbush blueberry varieties – in vitro culture and parental plants (in vivo) was estimated. The species and varieties speci-
ficity of the expressed genome products were established. The proteins that claims to be markers for the Vaccinium species  
and the variety markers were identified for the first time, as well as the physiological state markers of high blueberry culti-
vated in vivo and in vitro.
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Введение. Для удовлетворения высокого спроса населения в качественных продуктах здоро-
вого питания необходимо внедрение новых источников витаминной плодово-ягодной продукции 
и лекарственного сырья. Голубика высокая (Vaccinium corymbosum L.) – ягодная культура, цен-
ность которой определяется содержанием широкого спектра биологически активных веществ, 
гипоаллергенностью и прекрасными вкусовыми качествами ягод [1, 2].

Результаты интродукции клюквы крупноплодной, голубики высокорослой и брусники обыкно-
венной, начатой Центральным ботаническим садом (ЦБС) НАН Беларуси в 1980 г. в Белорусском 
Полесье, дали начало новому для республики направлению – промышленному нетрадиционно-
му ягодоводству [3].

Для повышения эффективности получения качественного посадочного материала необходи-
мо изучить фундаментальные процессы, лежащие в основе роста и развития растений и устано-
вить возможные пути их регуляции. Также крайне актуальными являются исследования, направ-
ленные на подтверждение сортосоответствия посадочного материала заявленному сорту (разра-
ботка генетических паспортов).

Развитие биотехнологии способствует появлению новых подходов к исследованиям, переходу  
к новым технологиям изучения и анализа генома и протеома растительного организма. Совре- 
менные аналитические способы исследования специфичности биологических макромолекул по-
зволяют на принципиально новой основе решить проблему идентификации генотипов, а также 
ряд вопросов, касающихся охраны прав собственности на селекционные достижения, сохранения  
и реализации сортов, контроля безопасности материала (наличие патогенов) и т. п. В дополнение 
к традиционным подходам (паспортизации на основе морфолого-физиологических признаков) 
успешно разрабатываются целые направления с использованием биохимических и молекуляр-
ных маркеров ‒ белков и нуклеиновых кислот. Использование молекулярных маркеров, основанных  
на полиморфизме фрагментов белков и ДНК, позволяет успешно решать целый ряд задач фун-
даментального и прикладного характера, в том числе создавать новые тест-системы для анализа 
генетического полиморфизма, расширяя возможности направленной селекции растений.

Известно, что ключевым этапом реализации наследственной информации является биосинтез 
белков, гетерогенность и специфичность которых определяют ход метаболизма и онтогенети-
ческое развитие организма. Следовательно, на протяжении жизненного цикла растений появля-
ются группы белков и отдельные белки, которые функционально, количественно и качественно 
ответственны за определенный этап развития и/или за ответную реакцию на воздействие внеш-
них факторов. Определение таких белков дает возможность использовать их как тест для оценки 
состояния организма, а в отдельных случаях – как непосредственную мишень регуляторного 
воздействия.

Цель работы – проведение ДНК-идентификации (паспортизации) представителя семейства 
Ericaceae Juss. (голубики высокой), оценка протеомного статуса, установление функциональных 
особенностей продуктов экспрессированного генома и сравнительная молекулярно-биологиче-
ская характеристика исходных растений (in vivo) и растений in vitro. Для достижения поставлен-
ной цели необходимо было решить следующие задачи: провести молекулярное маркирование 
исследуемых растений с помощью ПЦР-техники, получить протеомные карты и определить 
биохимические маркеры, отражающие стадии развития голубики.

Материалы и методы исследования. Объектами исследования являлись растения голубики 
высокой (Vaccinium corymbosum L.) хозяйственно ценных интродуцированных сортов, получен-
ные методом in vitro, и растения открытого грунта (in vivo) из маточника голубики отраслевой 
лаборатории интродукции и технологии ягодных растений (ЦБС, г. Ганцевичи). В исследова-
нии использованы 5 сортов голубики высокой, в том числе включенных в Госреестр РБ: Atlantic, 
Concord, Bluecrop, Elizabeth, Weymouth. 
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Обезвоженную в силикагеле листовую ткань предварительно гомогенизировали. Препараты 
тотальной ДНК из исследуемых образцов получали методом CTAB-экстракции [4] в нашей мо-
дификации. Качественный и количественный анализ полученных препаратов ДНК проводили 
спектрофотометрическим методом. Полученные препараты тотальной ДНК соответствовали предъ- 
являемым к качеству требованиям: R260/280 – 1,7–1,9; R260/230 – 1,7–2,2. Все полученные препа-
раты тотальной ДНК включены в ДНК-банк отдела биохимии и биотехнологии растений ЦБС 
НАН Беларуси.

Маркирование тотальной ДНК осуществляли с использованием техники полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) и системы SCoT (Start Codon Targeted) ‒ маркирующей участки ДНК одно-
праймерной мультилокусной системы, которая ассоциирована с короткими консервативными 
участками ДНК, фланкирующими стартовый кодон в генах растений [5–7]. В исследование был 
включен базовый набор из 36 SCoT-праймеров, протестированных на предмет получения высо-
кополиморфных воспроизводимых маркеров.

Реакционная смесь для ПЦР объемом 25 мкл включала следующие компоненты: 1×реакци-
онный буфер, содержащий 2 мМ MgCl2 («Евроген», Россия), 0,2 мМ dNTPs («Евроген», Россия), 
20 мМ SCoT-праймера («Праймтех», Беларусь), 1 ед. HS Taq-полимеразы и 30 нг геномной ДНК. 
ПЦР проводили в термоциклере SureCycler 8800 (Agilent), протокол состоял из следующих эта-
пов: начальной денатурации при 95 ºC в течение 3 мин (30 циклов, последовательно включающих  
денатурацию при 95 ºC в течение 30 с, отжиг праймеров (Tm) в течение 30 с, элонгацию при 72 ºC 
в течение 2 мин) и финальной элонгации при 72 ºC в течение 10 мин. Tm праймеров определялась 
нуклеотидной последовательностью праймера и составом реакционного буфера.

Продукты амплификации разделяли посредством горизонтального электрофореза в агарозных 
гелях (1,2 % Agarose, 1×TAE), предварительно окрашенных бромидом этидия до рабочей кон-
центрации 1 мкг/мл, и визуализировали на приборе VersaDoc MP4000 (Bio-Rad, США). Длину 
фрагментов в парах нуклеотидов (п. н.) рассчитывали с использованием программного обеспече-
ния Quantity One (Bio-Rad) на основе сравнения с маркерами молекулярного веса 100 и 1000 п. н. 
(«Праймтех», Беларусь).

Для проведения молекулярно-генетической идентификации исследуемых образцов сортово-
го материала голубики были отобраны 7 SCoT-праймеров, обладающих достаточным полимор-
физмом и воспроизводимой амплификационной активностью (табл. 1).

Т а б л и ц а 1. Список SCoT-праймеров, отобранных для генотипирования сортов V. corymbosum

T a b l e 1. SCoT primers list selected for genotyping V. corymbosum cultivars

Праймер 5′→3′ Nn GC, % Tm, °C

SCoT-18 ACCATGGCTACCACCGCC 18 67 60,8
SCoT-19 ACCATGGCTACCACCGGC 18 67 60,8
SCoT-22 AACCATGGCTACCACCAC 18 56 56,3
SCoT-28 CCATGGCTACCACCGCCA 18 67 60,8
SCoT-29 CCATGGCTACCACCGGCC 18 72 62,9
SCoT-31 CCATGGCTACCACCGCCT 18 67 60,8
SCoT-35 CATGGCTACCACCGGCCC 18 72 62,9

П р и м е ч а н и е. Nn – количество нуклеотидов в праймере, GC ‒ соотношение гуаниновых и цитозиновых ос-
нований.

Все использованные праймеры генерировали четкие воспроизводимые маркеры, набор кото-
рых для каждого сорта голубики характеризовался выраженной индивидуальностью (рис. 1).

Общую фракцию клеточных белков из листовой ткани получали методом ТХУ/ацетоно- 
вой преципитации по Amme [8] в нашей модификации. При подготовке опытных образцов  
к 2D-электрофорезу к сухому осадку белка добавляли DeStreak Rehydration Solution (GE Healthcare) 
и инкубировали в течение 45 мин при +4 °С, затем центрифугировали. Супернатант очищали 
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от примесей с помощью набора реагентов 2-D Clean-Up Kit (GE Healthcare). Очищенный и скон-
центрированный белковый осадок растворяли в ReadyPrep Rehydration/Sample buffer (Bio-Rad). 
Количество белка в образцах определяли с помощью набора реагентов RC DC Protein Assay (Bio-Rad).

Изоэлектрофокусирование (ИЭФ) общей фракции клеточных белков проводили на автомати-
ческой станции Protean i12 IEF Cell (Bio-Rad) на иммобилизованных сухих стрипах (ReadyStrip™ 
IPG Strips рI 3-10, 11 см, Bio-Rad). После ИЭФ IPG-стрипы уравновешивали с буферными си-
стемами ReadyPrep 2-D Starter Kit Equilibration Buffer (Bio-Rad). SDS-электрофорез, как второе 
направление 2D-электрофореза, проводили по методу Laemmli [9] на готовых гелях Criterion 
TGX Precast Midi Protein Gel, 13,3×8,7 см, 4–15 %, 11 cм (Bio-Rad). В качестве маркера исполь-
зовали Precision Plus Protein Unstained Standards (Bio-Rad). Гели окрашивали красителем Oriole 
Fluorescent Gel Stain (Bio-Rad) и фотографировали с использованием системы VersaDoc (Bio-
Rad). Анализ протеомных карт осуществляли с помощью специализированного программно-
го обеспечения PDQuest 2-D Analysis Software (Bio-Rad), учитывая только хорошо различимые 
визуально пятна. Идентификацию белков проводили путем сравнения экспериментально рас-
считанных молекулярных масс с данными, содержащимися в базе UniProt (https://www.uniprot.
org/). Полученные результаты статистически обрабатывали с использованием компьютерной 
программы Statistica 7.0, изменения считали достоверными при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение. Для генотипов сортов V. corymbosum L. максимальное ко-
личество локусов (ДНК-маркеров), равное 11, было идентифицировано с помощью праймеров 
SCoT-18, SCoT-19, SCoT-29 и SCoT-22, тогда как минимальное, равное 9, – с использованием прай-
меров SCoT-28, SCoT-31, SCoT-35. В общей сложности нами идентифицирован 71 локус (ДНК-
маркер). Для каждого праймера были определены максимальное, минимальное и среднее коли-
чество маркеров, а также показатель Rp, характеризующий разрешающую способность прай- 
мера [10].

Максимальной разрешающей способностью характеризовался праймер SCoT-29 (5,6), ми-
нимальной ‒ SCoT-31 (3,4). Из всего пула маркеров 60 являлись полиморфными. Примененная  

Рис. 1. Электрофоретическое разделение продуктов амплификации тотальной ДНК сортов V. corymbosum L. с праймерами 
SCoT-28 и SCoT-31: 1 ‒ Atlantic_vv, 2 ‒ Atlantic_vt, 3 ‒ Concord_vv, 4 ‒ Concord_vt, 5 ‒ Bluecrop_vv, 6 ‒ Bluecrop_vt, 
7 ‒ Elizabeth_vv, 8 ‒ Elizabeth_vt, 9 ‒ Weymouth_vv, 10 ‒ Weymouth_vt; K ‒ отрицательный контроль; M ‒ размерный 

стандарт 100 bp, L ‒ размерный стандарт 1 Kb; vv ‒ in vivo, vt ‒ in vitro

Fig. 1. Electrophoretic separation of amplification products of total DNA of V. corymbosum L. cultivars with primers SCoT-28 
and SCoT-31: 1 ‒ Atlantic_vv, 2 ‒ Atlantic_vt, 3 ‒ Concord_vv, 4 ‒ Concord_vt, 5 ‒ Bluecrop_vv, 6 ‒ Bluecrop_vt,  
7 ‒ Elizabeth_vv, 8 ‒ Elizabeth_vt, 9 ‒ Weymouth_vv, 10 ‒ Weymouth_vt; K ‒ negative control; M ‒ size standard 100 bp,  

L ‒ size standard 1 Kb; vv ‒ in vivo, vt ‒ in vitro
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маркерная система позволила выявить достаточно высокий уровень полиморфизма у исследуе-
мых генотипов сортов V. corymbosum L., составивший в среднем 84,5 %. Максимальные его зна-
чения (100,0 %) установлены при использовании праймера SCoT-18, минимальные (72,7 %) ‒ при 
использовании праймера SCoT-22.

Для каждого маркера (локуса) был рассчитан информационный индекс полиморфизма (PIC), 
отражающий вклад маркера в общий уровень полиморфизма [11]. Средние значения данных ин-
дексов для всех маркеров варьировались от 0,22 для праймеров SCoT-19 и SCoT-22 до 0,28 для 
праймера SCoT-18.

По результатам анализа 71 ДНК-маркера были определены генетические дистанции и про-
изведена кластеризация исследуемых генотипов сортов V. corymbosum L. по методу присоеди-
нения соседей ‒ Neighbor joining. На основании полученных данных для каждого праймера на-
ми сконструированы отдельные дендрограммы, а также построена комплексная дендрограмма  
(рис. 2). За корневой таксон принята искусственная аут-группа ‒ аrtificial outgroup; узлы, имею-
щие достоверную топологию (более 50 %), обозначены соответствующим значением; bootstrap-
анализ составил 1000 реплик.

Комплексный анализ приведенных данных позволил уточнить топологию и генетические 
взаимосвязи исследуемых образцов. Так, на основании комплексной дендрограммы было установ-
лено, что исследуемые сорта V. corymbosum L., за исключением сорта Concord, группируются 
попарно, в соответствии с сортовой принадлежностью. Растения in vivo голубики высокой сорта 
Concord совместно кластеризуются с парой сорта Bluecrop, в то время как растения, полученные 
методом микроклонального размножения (in vitro), находятся в метакластере с парами сортов 
Atlantic, Elizabeth и Weymouth. Подобная топология свидетельствует об определенных генетиче-
ских различиях растений голубики сорта Concord, что позволяет усомниться в их сортовой при-
надлежности, поэтому данный таксон был исключен из дальнейших исследований.

Таким образом, проведенное мультилокусное маркирование генотипов исследуемых сортов 
V. corymbosum L. с использованием маркерной системы SCoT позволило дифференцировать все 
исследуемые генотипы, разработать и составить уникальные профили для каждого из них, рас-
считать генетические дистанции родства/отдаленности. На основании полученных мультило-
кусных ДНК-спектров для всех исследованных образцов составлены генетические паспорта, четы-
ре из которых представлены в табл. 2.

Разработанная нами система генетических SCoT-маркеров дает возможность регистрировать 
генотипы сортов голубики в виде молекулярно-генетических паспортов, что позволит использо-
вать полученные данные в маркер-сопутствующей селекции.

Рис. 2. Дендрограмма Neighbor Joining, отражающая степень генетического сходства между сортами  
V. corymbosum L., выявленного при использовании маркерной системы SCoT

Fig. 2. Neighbor Joining dendrogram, reflecting the degree of genetic similarity between V. corymbosum cultivars,  
identified by SCoT marker system
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Т а б л и ц а 2. Молекулярно-генетические паспорта сортов V. corymbosum

T a b l e 2. Molecular genetic passports of V. corymbosum varieties

Праймер ДНК-маркеры

Bluecrop (in vivo)
SCoT-18 SCoT18627, SCoT18538, SCoT18395, SCoT18320, SCoT18284, SCoT18211, SCoT18175

SCoT-19 SCoT19614, SCoT19568, SCoT19479, SCoT19413, SCoT19338, SCoT19226, SCoT19175

SCoT-28 SCoT28611, SCoT28529, SCoT28415, SCoT28371, SCoT28248

SCoT-31 SCoT311055, SCoT31978, SCoT31612, SCoT31571, SCoT31449, SCoT31414, SCoT31381, SCoT31342

SCoT-29 SCoT291017, SCoT29697, SCoT29562, SCoT29516, SCoT29461, SCoT29360, SCoT29322, SCoT29240, SCoT29210

SCoT-35 SCoT35983, SCoT35779, SCoT35657, SCoT35539, SCoT35453, SCoT35314, SCoT35286, SCoT35220

SCoT-22 SCoT22777, SCoT22613, SCoT22564, SCoT22464, SCoT22433, SCoT22306, SCoT22269, SCoT22224

Bluecrop vt (in vitro)
SCoT-18 SCoT18627, SCoT18538, SCoT18320, SCoT18284, SCoT18211, SCoT18175

SCoT-19 SCoT19614, SCoT19568, SCoT19479, SCoT19413, SCoT19338, SCoT19226, SCoT19175

SCoT-28 SCoT28611, SCoT28529, SCoT28415, SCoT28371, SCoT28248

SCoT-31 SCoT311055, SCoT31978, SCoT31612, SCoT31571, SCoT31449, SCoT31414, SCoT31381, SCoT31342

SCoT-29 SCoT291089, SCoT291017, SCoT29697, SCoT29562, SCoT29516, SCoT29461, SCoT29360, SCoT29322, SCoT29240, SCoT29210

SCoT-35 SCoT35983, SCoT35779, SCoT35657, SCoT35539, SCoT35453, SCoT35314, SCoT35286, SCoT35220

SCoT-22 SCoT22777, SCoT22613, SCoT22564, SCoT22464, SCoT22433, SCoT22306, SCoT22269, SCoT22224

Elizabeth vv (in vivo)
SCoT-18 SCoT18335, SCoT18320, SCoT18284, SCoT18211

SCoT-19 SCoT19840, SCoT19662, SCoT19614, SCoT19568, SCoT19226, SCoT19175

SCoT-28 SCoT28581, SCoT28529, SCoT28424, SCoT28371, SCoT28248, SCoT28168

SCoT-31 SCoT31571, SCoT31414, SCoT31381, SCoT31342

SCoT-29 SCoT29360, SCoT29322, SCoT29240, SCoT29210

SCoT-35 SCoT35983, SCoT35779, SCoT35657, SCoT35539, SCoT35314, SCoT35286, SCoT35220, SCoT35185

SCoT-22 SCoT22645, SCoT22564, SCoT22464, SCoT22433, SCoT22286, SCoT22224

Elizabeth vt (in vitro)
SCoT-18 SCoT18320, SCoT18284, SCoT18211

SCoT-19 SCoT19840, SCoT19662, SCoT19614, SCoT19568, SCoT19226, SCoT19175

SCoT-28 SCoT28581, SCoT28529, SCoT28424, SCoT28371, SCoT28248, SCoT28168

SCoT-31 SCoT31571, SCoT31414, SCoT31381, SCoT31342

SCoT-29 SCoT29697, SCoT29360, SCoT29322, SCoT29240, SCoT29210

SCoT-35 SCoT35983, SCoT35779, SCoT35657, SCoT35539, SCoT35314, SCoT35286, SCoT35220, SCoT35185

SCoT-22 SCoT22645, SCoT22564, SCoT22464, SCoT22433, SCoT22286, SCoT22224

Несмотря на то что все клеточные структуры обладают идентичной генетической информа- 
цией, содержащейся в молекулах ДНК, в процессе развития организма данная информация счи-
тывается избирательно. Ключевым моментом в реализации наследственной информации расти-
тельного организма является биосинтез белков. Контроль за реализацией наследственной информа-
ции (включением/выключением генов) осуществляют эпигенетические механизмы, к которым 
относятся модификация ДНК и изменение структуры хроматина. Следует отметить, что практи-
чески все хроматин-регулирующие соединения относятся к классу белков [12, 13].

Протеомные исследования позволяют оценить влияние различных факторов на реализацию 
наследственной информации и составляют основу разработок современных биотехнологий. 
Протеомика дает возможность охарактеризовать виды растений и идентифицировать предпола-
гаемые молекулярные маркеры не только видо- и сортоспецифичности, но и белки-маркеры функ-
ционального состояния растительного организма. Таким образом, протеомика является много- 
обещающим подходом, который может дополнять геномику, транскриптомику и метаболомику. 
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Следует подчеркнуть, что до настоящего времени детального изучения протеомного статуса 
растений голубики высокой практически не проводилось. Исследования общего протеома голу-
бики высокой методом 2D-электрофореза с использованием автоматической станции Protean i12 
IEF Cell (Bio-Rad, США) были выполнены в нашей республике впервые.

На основе проведенных исследований были составлены протеомные карты in vivo и in vitro 
растений четырех сортов голубики высокой. По нашим оценкам, общий протеом листовой ткани 
растений данного вида насчитывает около 350 белков. Однако следует учитывать, что количе-
ство последних может быть занижено, поскольку часть белков в процессе анализа подвергается 
протеолизу, а при проведении ИЭФ их молекулы способны агрегироваться, что может несколь-
ко изменять количество фракций, величину молекулярной массы и значение изоэлектрической 
точки рI. Поэтому для определения общего количества функционально различающихся белков  
в наблюдаемом спектре пятен вносили поправку на изоформы, продукты протеолиза и возмож-
ные потери, обусловленные посттрансляционными модификациями [14].

Установлено, что независимо от генотипа основная масса белков на протеомных картах голу-
бики in vivo и in vitro находится в области молекулярных масс (Мм) от 10 до 80 кДа и диапазоне 
pI 3,5–7,5. При этом белковые профили листовой ткани всех исследуемых образцов характери-
зовались высокой степенью идентичности, подтверждаемой присутствием в них сходных групп 
белков, являющихся, на наш взгляд, характерными для данного вида вересковых. На представ-
ленных на рис. 3 протеомных картах растений голубики in vivo и in vitro отчетливо детектиру-
ются 9 сходных по молекулярным массам белковых зон (обозначены красным маркером), пред-
ставляющих собой изоформы, различающиеся значениями pI, а также отдельные белки (обозна-
чены синим маркером) (рис. 3).

    
      a                b

   
      с                d

Рис. 3. Протеомные карты общего пула белков листовой ткани V. corymbosum L. сортов Weymouth  
(a ‒ in vivo, b ‒ in vitro) и Elizabeth (c ‒ in vivo, d ‒ in vitro)

Fig. 3. Proteomic maps of the total pool of proteins in the of V. corymbosum L. leaf tissue of Weymouth  
(a ‒ in vivo, b ‒ in vitro) and Elizabeth (c ‒ in vivo, d ‒ in vitro) cultivars
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Сходные для всех образцов белковые зоны находились в диапазоне Мм 12–60 кДа и pI 3–5  
и характеризовались следующими параметрами: 1) Мм 57,7–60,0 кДа, pI 5,2–5,5; 2) Мм 49,5–50,0 кДа, 
pI 5,2–5,5; 3) Мм 49,5–50,0 кДа, pI 5,2–5,5; 4) Мм 38,2–40,0 кДа, pI 4,1–6,4; 5) Мм 23,6 кДа, pI 4,4–4,6; 
6) Мм 19,3–23,5 кДа, pI 4,1–7,2; 7) Мм 21,1–29,8 кДа, pI 3,4–3,7; 8) Мм 11,9–15,5 кДа, pI 3,0–3,5; 
9) Мм 12,2–12,6 кДа, pI 7,0–7,9.

Дифференциально экспрессирующиеся, сходные для всех образцов голубики кислые белки 
имели следующие характеристики: Мм 73,1 кДа, pI 3,9; Мм 57,7 кДа, pI 4,0; Мм 45,5 кДа, pI 4,0. 
Предположительно, это ферменты гидроксилазы и факторы транскрипции. Данные белки могут 
претендовать на роль белков-маркеров вида Vaccinium corymbosum L.

Для выявления белков-маркеров сортовой принадлежности и функционального состояния рас-
тений голубики высокой, произрастающих в условиях открытого грунта (in vivo) и in vitro, нами 
проведен сравнительный анализ протеомных карт каждого сорта.

На электрофореграммах общего протеома голубики сорта Weymouth, представленных на рис. 4, 
были обнаружены дифференциально экспрессирующиеся белки, которые можно рассматривать 
в качестве белков-маркеров сортовой принадлежности, а также функционального состояния рас-
тений (отмечены синим маркером). Так, в образцах листовой ткани in vivo голубики высокой сорта 
Weymouth выявлены три полипептида – низкомолекулярные основные белки с Мм 8,9 кДа, pI 9,2  
(Transcription factor T); Мм 8,8 кДа, pI 8,0 (Flavonoid 3′-hydroxylase (фрагмент)); Мм 34,7 кДа,  
pI 9,4 (Cyclin-dependent kinase B1), которые не экспрессируются у in vitro растений того же сорта. 
Также на протеомной карте голубики сорта Weymouth in vivo были обнаружены два основных 
белка ‒ с Мм 14,3 кДа, pI 9,5 (Dehydrin), Мм 25,4 кДа, pI 8,9 (Glutathione S-transferase), хорошо 
детектируемые у исходных in vivo растений, но c крайне слабой экспрессией у in vitro образцов.

У растений голубики сорта Bluecrop in vivo (рис. 5) зафиксированы три низкомолекулярных 
основных белка ‒ с Mм 23 кДа, pI 9; 34 кДа, pI 9; 36 кДа, pI 9 (Transcription factor, фрагменты), 
отсутствующие на электрофореграмме in vitro растений.

У голубики высокой сорта Atlantiс in vivo на электрофореграмме общего протеома (рис. 6) 
обнаружены низкомолекулярные белки с Mм 20,1 кДа, pI 5,7; Мм 22,6 кДа, pI 6,7 (белки Ribulose 
bisphosphate carboxylase large chain), отсутствующие на электрофореграмме растений, получен-
ных методом клонального микроразмножения in vitro. При этом можно предположить, что белок 
с Мм 19,9 кДа и pI 8,0, выделенный на протеомной карте последних, является изоформой белка  
с Мм 22,6 кДа, pI 6,7.

Идентификация дифференциально экспрессирующихся белков проведена путем сравнения 
экспериментально рассчитанных молекулярных масс с данными, содержащимися базе UniProt 
(https://www.uniprot.org/).

Что касается сорта Elizabeth, то у данного сорта не выявлено значимых различий в протеомах 
растений in vivo и in vitro. Дальнейшая идентификация белков на полученных протеомных картах 
будет продолжена при проведении масс-спектрометрического анализа.

    
Рис. 4. Электрофореграммa V. corymbosum L., сорт Weymouth (a ‒ in vivo, b ‒ in vitro)

Fig. 4. Electrophoregram of V. corymbosum L., Weymouth cultivare (a ‒ in vivo, b ‒ in vitro)
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Результаты сравнительного протеомного анализа общего пула белков листовой ткани четы-
рех сортов голубики высокой in vivo и растений, полученных методом микроклонального раз-
множения in vitro, показали высокую степень идентичности белковых профилей, что подтверж-
дает стабильность и сортосоответствие исследуемых образцов. Вместе с тем были выделены 
и зоны с дифференциально экспрессирующимися белками, которые могут претендовать на роль 
маркеров видовой и сортовой принадлежности голубики. Выявленные различия в экспрессии 
групп белков, являющихся в основном субъединицами окислительно-восстановительных фер-
ментов и факторами транскрипции, могут быть обусловлены эпигенетическими воздействиями, 
влияющими на экспрессию определенных генов. В составе протеомов листовой ткани in vivo 
растений обнаружены дифференциально экспрессирующиеся низкомолекулярные белки (пре-
имущественно защитные PR-белки и белки (субъединицы) патогенов), отсутствующие на про-
теомных картах клонированных растений. На основании этого можно сделать вывод, что с по-
мощью метода электрофореза можно осуществлять тестирование в том числе на наличие пато-
генов растений голубики, которые будут рекомендованы в качестве исходного материала для 
тиражирования данной культуры в промышленных масштабах.

Заключение. Проведенные нами исследования носят как фундаментальный, так и прикладной 
характер. Впервые проведена ДНК-идентификация с использованием маркерной системы SCoT, 
дана оценка протеомного статуса и определены потенциальные биохимические маркеры, отра-
жающие видовую и сортовую принадлежность таксонов V. corymbosum L., а также стадии раз-
вития растений голубики высокой.

Выявленные на основании маркерной системы SCoT ДНК-маркеры могут быть использова-
ны для создания генетических паспортов, что найдет применение при защите авторских прав,  

   
Рис. 5. Электрофореграммa V. corymbosum L., сорт Bluecrop (a ‒ in vivo, b ‒ in vitro)

Fig. 5. Electrophoregram of V. corymbosum L., Bluecrop cultivare (a ‒ in vivo, b ‒ in vitro)

   
Рис. 6. Электрофореграммa V. corymbosum L., сорт Atlantiс (a ‒ in vivo, b ‒ in vitro)

Fig. 6. Electrophoregram of V. corymbosum L., Atlantiс cultivare (a ‒ in vivo, b ‒ in vitro)
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в маркер-сопутствующей селекции растений сем. Ericaceae Juss., а также в сельском хозяйстве при 
производстве высококачественного посадочного материала, отвечающего мировым стандартам.

Составление биохимических паспортов (протеомных карт) даст возможность разработать спо-
собы определения биопродуктивности растений и позволит проводить быстрый отбор культур, 
перспективных для биотехнологического производства. Кроме того, использование протеомных 
карт может быть использовано в качестве тест-систем состояния организма на разных этапах 
роста и развития или как мишень регуляторного воздействия.

Полученные результаты развивают биологию ценных ягодных культур, а также научные 
подходы к их использованию в народном хозяйстве.
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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ ПАЦИЕНТОВ  
С САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ

Аннотация. В статье рассматриваются вопросы перспективности изучения полиморфных вариантов генов ре-
цепторов, активируемых пероксисомным пролифератором (PPARs) трех типов (PPARα, PPARδ и PPARγ) при сахар-
ном диабете (СД) с учетом их ключевой роли в регуляции энергетического гомеостаза, продукции провоспалитель-
ных цитокинов, контроле липидных характеристик и гликемии. Основной акцент сделан на применении методов 
скринингового тестирования пациентов на носительство однонуклеотидных полиморфизмов (ОНП) с целью совер-
шенствования подходов к выделению групп риска формирования СД и ассоциированных заболеваний и последу- 
ющей персонификации корригирующих мероприятий. 

Представлены клинико-лабораторная и молекулярно-генетические характеристики групп пациентов с СД 1-го 
и 2-го типа, здоровых добровольцев. Изучена распространенность ОНП в генах рецепторов, активируемых PPARs,  
у пациентов с СД по сравнению с таковой у лиц группы контроля. Среди оцененных ОНП наиболее четкую ассоци-
ацию с СД показал rs135551 гена PPARA. Выявлены 4 варианта гаплотипов, достоверно ассоциированных с СД 1-го  
и 2-го типа. Обсуждается целесообразность дальнейшего уточнения клинической и генетической гетерогенности 
случаев диабета у пациентов групп СД1 и СД2. Оценены перспективы разработки превентивных технологий в диабе-
тологии с использованием результатов долговременных эпидемиологических молекулярно-генетических скринингов. 

Ключевые слова: сахарный диабет, метаболические нарушения, молекулярно-генетические характеристики, 
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MOLECULAR-GENETIC CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH DIABETES MELLITUS

Abstract. The article discusses the prospects for studying polymorphic variants of peroxisome proliferator-activated 
receptor genes (PPARs) of three types (PPARα, PPARδ, and PPARγ) in diabetes mellitus (DM), taking into account their key 
role in the regulation of energy homeostasis, production of pro-inflammatory cytokines, and lipid characteristics and glyce-
mia control. The main emphasis is on the use of screening methods for testing patients for carriage of single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) in order to improve approaches to identifying risk groups for the formation of DM and associated diseases, 
and subsequent personification of corrective measures. 

The clinical, laboratory and molecular genetic characteristics of groups of patients with type 1 and 2 diabetes, healthy 
volunteers are presented. The prevalence of SNPs in the genes of receptors activated by the peroxisome proliferator in pa-
tients with DM was studied in comparison with the control group. Among the evaluated SNPs of the rs135551 gene, PPARA 
showed the clearest association with the presence of DM. Four variants of haplotypes highly associated with DM1 and DM2 
were identified. The expediency of further clarification of the clinical and genetic heterogeneity of cases of diabetes within the 
DM1 and DM2 groups is discussed. The prospects of this direction for the development of preventive technologies in diabeto- 
logy, long-term epidemiological molecular genetic screenings are assessed. 
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Введение. Наблюдающийся во всем мире, включая Беларусь, рост случаев сахарного диабета 
(СД) принимает характер пандемии, что снижает качество здоровья и жизни трудоспособного 
населения и способствует увеличению затрат национальных бюджетов на лечебные и реабили-
тационные мероприятия [1, 2]. 

Полногеномные ассоциированные исследования (GWAS), проведенные в разных странах  
в течение последних двух десятилетий, позволили верифицировать у лиц с метаболическими за-
болеваниями более сотни локусов, связанных с метаболическими нарушениями, но не оправдали 
ожиданий в отношении упрощения подходов к превенции и коррекции диабета [3, 4]. Признание 
целесообразности накопления клинических и молекулярно-генетических данных, наряду с даль-
нейшим развитием геномики и эпигеномики, определяет сохраняющийся интерес к проблеме 
прогнозирования и медицинской профилактики распространенных эндокринных болезней, поиску 
причин их омоложения и возрастания частоты ассоциированных кардиоваскулярных и онколо-
гических заболеваний. Не теряет своей актуальности и поиск оптимальных подходов к оценке 
молекулярно-генетических рисков развития СД и его ранней превенции [5, 6].

Активно применяемый на сегодняшний день скрининг однонуклеотидных полиморфизмов 
(ОНП) генов позволяет определить наследственную предрасположенность не только к моноген-
ным, но и к полигенным формам СД полифакториальной природы, что подчеркивает клини-
ческую целесообразность совершенствования технологии определения риска развития разных 
вариантов эндокринных заболеваний, основанной на оценке молекулярно-генетических и клинико-
лабораторных характеристик конкретного индивидуума [7]. 

Целью нашего исследования являлась оценка возможности и целесообразности выполнения 
эпидемиологического исследования для разработки критериев отбора индивидуумов, находя-
щихся в группе риска формирования сахарного диабета, на основании молекулярно-генетиче-
ского анализа в дополнение к клинико-анамнестическим прогностическим факторам.

Материалы и методы исследования. В пилотную группу был включен 241 доброволец тру-
доспособного возраста с диагнозом СД 1-го и 2-го типа (контрольная группа ‒ 108 человек, 
группа СД1 – 42, группа СД2 – 91 человек), проживающий на территории г. Минска, Минской  
и Брестской областей Республики Беларусь. Исследование проводили на базе лаборатории гене-
тики человека Института генетики и цитологии (ИГЦ) НАН Беларуси и на клинических базах 
кафедры эндокринологии государственного учреждения образования «Белорусская медицинская 
академия последипломного образования» (БелМАПО): УЗ «10-я городская клиническая больни-
ца г. Минска», УЗ «Минский городской эндокринологический диспансер», ГУ «Республиканский 
центр медицинской реабилитации и бальнеолечения». К обследованию приглашались лица в воз-
расте старше 18 лет мужского и женского пола с нормальной и избыточной массой тела, без со-
судистых катастроф в анамнезе, с впервые выявленным диабетом или болеющие им не более 
10 лет, давшие информированное согласие на участие в исследовании. Форма информированного  
согласия и программа исследования были утверждены на заседаниях комитетов по биоэтике 
БелМАПО и ИГЦ НАН Беларуси. 

Критериями включения в группу СД1 являлась верификация диагноза СД 1-го типа в дет-
ском и молодом возрасте на фоне нормальной или сниженной массы тела, потребность в посто-
янной заместительной терапии препаратами инсулина в течение не менее 2 лет после постановки 
диагноза либо подтверждение диагноза наличием инсулиновой недостаточности и аутоантител 
к компонентам В-клетки (аутоантитела к глютаматдегидрогеназе-65/GAD65 и/или тирозин-фос-
фатазному островковому антигену-2/IA-2), наличие в анамнезе случаев кетоацидоза и гипергли-
кемии при старте заболевания  [8‒10]. 

Критерии включения в группу СД2 соответствовали международным стандартам верифика- 
ции данной патологии – критериям Международной федерации диабета (IDF) и критериям, при- 
водимым в стандартах оказания диабетологической помощи 2019 г. Американской Диабетической 
Ассоциации (ADA-2019) [8]. Пациенты, вошедшие в группу СД2, были диагностированы на амбула-
торно-поликлиническом этапе в соответствии со стандартами ADA-2019. Критериями исключе-
ния являлись:  возраст более 60 лет, проводимая инсулинотерапия, наличие аутоантител к тиро-
идной пероксидазе выше отсекающего диагностического значения и/или уровень тиротропного 
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гормона (ТТГ) более 5,0 мМЕ/мл, наличие сонографических признаков узлового зоба или ауто-
иммунного тироидита, тяжелый соматический статус пациентов, затрудняющий анкетирование 
и проведение антропометрических измерений, отсутствие согласия на проведение молекулярно- 
генетического исследования и интерпретацию индивидуальных результатов в медицинских  
публикациях. Случаи сочетанных с диабетом заболеваний щитовидной железы и нарушений  
ее функции в данной работе не рассматривали. Этнические азиаты в исследование не вошли. 

Группу СД2 составил 91 пациент с длительностью заболевания менее 10 лет, не получающий  
заместительной инсулинотерапии. Случаи латентного аутоиммунного диабета взрослых в данное 
исследование не вошли. Из пероральных глюкозокорригирующих средств применяли производ- 
ные сульфонилмочевины (СМ) ‒ гликлазид, глибенкламид, ингибиторы DPP-4 (вилдаглиптин, 
линаглиптин), конкурентный ингибитор натрийзависимого транспортера глюкозы 2-го типа 
(SGLT2) – эмпаглифлозин (6 пациентов). Согласно принятому в стране протоколу лечения, у всех 
пациентов с диагнозом СД2 в схеме лечения присутствовал бигуанид метформин (86 пациентов 
получали его в суточной дозе 2000 мг, для 5 человек доза метформина была ниже рекомендуемой 
из-за диспепсических явлений).

Все участники проходили клинический осмотр врачом-эндокринологом с оценкой клиниче-
ских и антропометрических характеристик. Антропометрические измерения выполняли в соот-
ветствии с требованиями WHO (ВОЗ) и IDF. Рост измеряли c точностью до 0,1 см, массу тела ‒  
с точностью до 0,1 кг с помощью напольных биоимпедансных весов (анализатор состава тела) 
Tanita (TF-780, Japan) с анализатором процента распределения жировой ткани. Измерение окруж-
ности талии (ОТ) проводили по стандартной методике ВОЗ с точностью до 0,1 см. Артериальное 
давление (АД) измеряли на обеих руках в положении сидя спустя 5 мин отдыха, для анализа бра-
лось среднее систолическое (САД) и среднее диастолическое АД (ДАД). Индекс массы тела (ИМТ) 
рассчитывали по формуле: ИМТ = масса тела (кг)/рост (м2) [11].

Для исследования метаболических и гормональных показателей утром после 12-часового го-
лодания выполняли забор крови объемом 7‒9 мл в вакуумные гелевые пробирки типа «вакутай-
нер». Для получения сыворотки крови применяли холодовую центрифугу EVA-12R (Германия). 
До выполнения лабораторных исследований образцы цельной крови и сыворотки крови хранили 
в криостате, поддерживающем постоянную температуру (‒70 °С). 

ТТГ, свободный тироксин (сТ4), антитела к тироидной пероксидазе (АТ-ТПО) определяли с по- 
мощью наборов ELISA (DRG, США). Исследовали параметры гликемии, липидные показатели 
(общий холестерол (ОХ), фракции ApoA1, ApoB, триацилглицеролы (ТГ)), уровни АлАТ, АсАТ. 
Величины гликированного гемоглобина А1с (HbА1с) определяли с помощью прибора BIORAD 
(США). Ультразвуковое исследование щитовидной железы выполняли с использованием ультра-
звукового сканера высокого класса LogiqE (GE, США).

Оценку ИМТ производили согласно общепринятым критериям [12] (<18,5 ‒ ниже нормально-
го веса, ≥18,5‒<25 ‒ нормальный вес, ≥25‒<30 ‒ избыточный вес, ≥30‒<35 ‒ ожирение I степени, 
≥35‒<40 ‒ ожирение II степени, ≥40 ‒ ожирение III степени).

По результатам клинических и лабораторных исследований были оценены антропометриче-
ские, биохимические и гормональные параметры пациентов, вошедших в контрольную и основ-
ные группы. 

В дальнейшем обследованные добровольцы были разделены на три группы: 1-я – лица кон-
трольной группы (n = 108); 2-я (СД1) – пациенты с СД 1-го типа (n = 42); 3-я (СД2) – пациенты  
с СД 2 типа (n = 91).

Исходя из целей исследования, задачей клинико-лабораторного обследования пациентов явля-
лось подтверждение их разделения на две основные группы (пациенты с СД 1-го и 2-го типа)  
с учетом действующих критериев верификации данных диагнозов [8, 10]. Количество лиц, полу-
чающих липидкорригирующую терапию (статины), было сопоставимо в  группах СД1 и СД2. 

Группа контроля была сформирована из практически здоровых женщин и мужчин без тиро-
идной патологии и нарушений тироидного статуса (ТТГ = 2,26 [1,67; 2,80] мМЕ/л), с нормальной 
массой тела или превышающей рекомендуемые величины, но при ИМТ ˂ 27 кг/м2 и отсутствии 
повышения процентного содержания внутреннего жира выше отсекающего значения нормы 
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(13 %), не имевших диагностических критериев диагноза предиабета или метаболического син-
дрома на момент обследования и включения в контрольную группу. Средний возраст лиц кон-
трольной группы – 34,9 [30,2; 40,6] года. Клиническая и лабораторная характеристика обсле-
дованных лиц приведена в табл. 1. Пациенты мужского и женского пола были объединены для 
увеличения количества случаев в группах диабета и контроля с целью анализа молекулярно-
генетических характеристик. Оценка гендерных различий в метаболических показателях при 
СД 1-го и 2-го типа, а также различий в приверженности пациентов разного пола самоконтролю 
диабета и его лечению не входили в задачи данной работы. 

В ходе исследования был выполнен молекулярно-генетический анализ образцов ДНК паци-
ентов из групп наблюдения и контроля. 

Выделение ДНК проводили с помощью набора «Нуклеосорб» («Праймтех», Беларусь). Для 
проведения молекулярно-генетического тестирования были отобраны 12 полиморфных вариан- 
тов генов рецепторов, активируемых пероксисомным пролифератором (PPARs): rs2076167, rs6902123, 
rs2267668, rs2016520 гена PPARD, rs3856806, rs1801282, rs1175543, rs709158, rs4684847 гена PPARG, 
rs2970847, rs8192678 гена PPARGC1A, rs135551, rs4253778 гена PPARA.

Генотипирование полиморфных вариантов проводили с помощью метода полимеразной цеп-
ной реакции с зондами TaqMan (Thermo Fisher Scientific, США) в соответствии с инструкцией 
производителя. Для детекции флуоресценции, а также для первичной обработки результатов ис-
пользовали программное обеспечение CFX Manager 3.1 прибора CFX96, BIO-RAD (США).

Известно, что судить о характере возможных молекулярно-генетических и метаболических 
ассоциаций можно лишь на основании массовых эпидемиологических исследований с отбором 
лиц, которые не получают корригирующего лечения, но имеют предиабет или СД. В нашем ис-
следовании молекулярно-генетические характеристики лиц с СД 1-го и 2-го типа, проживающих 
на территории Республики Беларусь, был ограничен набором добровольцев в течение достаточно  
короткого временного интервала, что не позволило достичь численности случаев, представленных 
в популяционных работах из Китая [13]. 

Статистический анализ выполняли с использованием пакета статистических программ Stati- 
stica 6.0. С целью определения характера распределения полученных данных проводили их про-
верку на нормальность с помощью теста Шапиро‒Уилка [14]. Анализ распределения результатов 
исследования показал, что часть данных имеет нормальное распределение (р ≥ 0,05), часть ‒ от-
личное от нормального (p < 0,05). В связи с этим были использованы методы непараметрической 
статистики. Для оценки центральной тенденции были использованы медиана (Me) и межквар-
тильный интервал (q25 %; q75 %). Для анализа статистической значимости различий в двух не-
связанных группах применяли критерий Манна‒Уитни (критерий U). Влияние полиморфизмов 
на риск развития заболевания оценивали с помощью отношения шансов (OR) с учетом 95 %-ного  
доверительного интервала (95 % CI). Результаты анализа считали статистически значимыми  
при p < 0,05.

Результаты и их обсуждение. Клинико-лабораторная характеристика пациентов обследо-
ванных групп. Метаболические и клинические показатели для диагностической характеристики 
лиц c СД 1-го и 2-го типа оценивали согласно действующим критериям [10] (табл. 1). 

Как следует из табл. 1, превышение верхней границы нормы в содержании триацилглицеро-
лов (≤1,7 ммоль/л) в сыворотке крови имело место у 60 % обследованных группы СД2 (2,0 [1,5; 
2,6] ммоль/л), что отражало метаболические нарушения, характерные для лиц с СД 2-го типа 
при отсутствии достижения адекватной компенсации заболевания [15]. Нарушений тироидно-
го статуса у пациентов всех групп не наблюдалось, что соответствовало выполнению критери-
ев включения. Исходя из задач данного исследования, случаи сочетанной тироидной патологии  
и диабета не рассматривались (они проанализированы нами в другом исследовании).

Среднее содержание АлАТ в сыворотке крови обследованных всех групп находилось в пре-
делах нормы, хотя индивидуальные величины в группах СД превышали верхние границы дан-
ного показателя у 15 из 91 пациента с СД 2-го типа. Максимальные индивидуальные значения 
были менее 65 ммоль/л, что не потребовало изменения схемы лечения.



162   Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2022, vol. 67, no. 2, pp. 158–171 

Т а б л и ц а 1. Клиническая и лабораторная характеристика обследованных пациентов

T a b l e 1. Clinical and laboratory characteristics of the examined patients

Показатель Контрольная группа (n = 108) СД 1-го типа (n = 42) СД 2-го типа (n = 91)

Возраст, лет 34,9 [30,2; 40,6] 36,5 [30,5; 44,9] 52,9 [48,2; 56,2]
ИМТ, кг/м2 24,6 [21,5; 27,6] 22,9 [21,2; 26,4] 31,5 [27,6; 37,9]
Холестерол, ммоль/л 4,5 [3,9; 5,0] 5,3 [4,3; 5,8] 5,2 [4,6; 5,9]
ТГ, ммоль/л 0,8 [0,6; 1,2] 1,3 [1,0; 1,7] 2,0 [1,5; 2,6]
Аро  А1, г/л 1,26 [1,01; 1,36] 1,2 [1,1; 1,3] 1,2 [1,1; 1,3]
Аро В, г/л 0,67 [0,60; 0,72] 0,8 [0,7; 0,8] 1,0 [0,9; 1,3]
Аро В/Аро А1 0,56 [0,49; 0,62] 0,65 [0,63; 0,68] 0,80 [0,72; 1,04]
Глюкоза, ммоль/л 5,0 [4,5; 5,4] 13,2 [12,5; 17,8] 13,6 [9,2; 19,3]
АлАТ, Ед/л:
   мужчины
   женщины

15,1 [10,9; 18,1]
14,0 [11,6; 17,0]

16,7 [14,5; 20,4]
16,3 [13,1; 20,0]

21,8 [17,2; 26,6]
20,0 [16,0; 22,9]

АсАТ, Ед/л:
   мужчины
   женщины

19,3 [17,1; 25,0]
20,9 [17,8; 23,1]

25,7 [21,8; 29,2]
22,1 [19,5; 28,2]

28,4 [23,4; 33,8]
25,1 [20,6; 28,9]

ТТГ, мкМЕ/мл 2,3 [1,7; 2,8] 1,9 [1,3; 2,4] 2,7 [1,8; 3,3]
HbА1с, % ‒ 9,4 [8,4; 10,2] 9,6 [8,4; 10,5]
Инсулинотерапия ‒ 42/42 0/91
СМ ‒ 0/42 43/91
Метформин ‒ 4/42 91/91

У всех пациентов, включенных в группы 2 и 3, величины HbAIc были выше рекомендуемых 
международными стандартами оказания диабетологической помощи (7,0‒7,5) [10, 15]. Так, в груп-
пе СД1 данный показатель достигал 9,4 [8,4; 10,2] %, в группе СД2 ‒ 9,6 [8,4; 10,5] %, что свиде-
тельствовало о неадекватном гликемическом контроле заболевания у обследованных нами доб- 
ровольцев. Отсутствие рекомендуемого снижения массы тела после верификации диагноза СД 
2-го типа на фоне ожирения или избыточной массы тела имело место у 35 из 47 женщин данной 
группы и у 39 из 44 мужчин. Случаев «беспричинного» снижения массы тела у пациентов, во-
шедших в данную группу, не наблюдалось, что использовали в дифференциальной диагностике 
типа диабета. У пациентов с СД 2-го типа (3-я группа) отмечались высокие средние величины 
триацилглицеролемии, гликемии и HbА1с относительно референсных нормативных значений. 

В сыворотке крови пациентов группы контроля имели место оптимальные величины базаль-
ной гликемии (5,0 [4,5; 5,4] ммоль/л) и липидных параметров, что отражало критерии их включе-
ния в данную группу.

Молекулярно-генетические характеристики пациентов обследованных групп. При отборе па- 
циентов для включения в исследование лиц с подозрением (по анамнестической и клинико- 
лабораторной картине) на моногенные варианты диабета не было. Учитывая полигенный и мульти- 
факториальный генез наиболее распространенного СД 2-го типа, из известных локусов, выяв-
ленных в ходе GWAS-ассоциированных исследований, наше внимание привлекли гены рецепторов, 
активируемых пероксисомным пролифератором  (PPARs) [16, 17]. 

Рецепторы PPARs представляют собой подсемейство лиганд-активируемых факторов транс-
крипции. Они играют решающую роль в регуляции большого количества генов, которые, в свою 
очередь, регулируют энергетический гомеостаз, метаболизм триацилглицеролов, параметры гли-
кемии и липопротеинов крови, липогенез de novo, метаболизм жирных кислот, процессы проли- 
ферации клеток, воспаления и функции сосудистой стенки.  В настоящее время выделяют три 
типа рецептов ‒ PPARα, PPARδ и PPARγ [16]. Ряд используемых в диабетологии лекарственных 
средств реализуют свое действие именно через указанные рецепторы. Фенофибрат, применяемый 
для коррекции гипертриацилглицеролемии и снижения темпов формирования диабетической 
нейропатии, ретинопатии, нефропатии, ангиопатии, воздействует на PPARα [16, 17]. Молекулы 
глитазонов реализуют свои многочисленные позитивные плейотропные эффекты через PPARγ.  
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Несмотря на случаи гепатотоксичности, пиоглитазон по-прежнему входит в международные про-
токолы лечения СД 2-го типа, особенно в США [10, 18].  Разрабатываются воздействующие на 
PPARδ молекулы, с которыми связывают большие надежды на достижение успеха в лечении 
ожирения и инсулинорезистентности [19‒21].

В ходе исследования нами выполнен анализ образцов ДНК пациентов групп наблюдения  
и контроля по 12 полиморфным вариантам генов рецепторов PPARs.

Распределение генотипов исследуемых полиморфных вариантов в контрольной группе соот-
ветствовало ожидаемому равновесию Харди‒Вайнберга.

Результаты генотипирования образцов ДНК лиц контрольной группы и пациентов с СД2 
представлены в табл. 2.

Как следует из табл. 2, наибольшие различия между группами наблюдались для полиморф-
ного варианта rs2267668 гена PPARD (p = 0,006). При этом в группе пациентов с СД2 не было ни 
одного носителя генотипа G/G, а гетерозиготные генотипы A/G встречались в 1,4 раза реже, чем  
в контрольной группе (20,9 и 29,6 % соответственно). Представленные в литературе исследова-
ния не выявили связи полиморфного варианта rs2267668 с риском развития СД 2-го типа, однако  
было показано, что у носителей минорного аллеля наблюдалось меньшее снижение объема жи-
ровой ткани в ответ на изменение образа жизни и увеличение физической активности [22]. Кроме 
того, имеются данные о высокой степени неравновесного сцепления с полиморфным вариантом 
rs2016520, который влияет на уровень транскрипции PPARD и, соответственно, метаболизм липо-
протеинов [23], а также снижает риск ожирения, которое имеет место у большинства пациентов  
со стартом СД 2-го типа [3, 10]. 

Рецепторы PPARδ, кодируемые геном PPARD, экспрессируются во всех тканях. Наиболее 
важна их роль в катаболизме жирных кислот, создании жировых депо в адипоцитах и скелетных 
мышцах, контроле процессов периферической инсулинорезистентности, продукции миокинов  
и адипокинов.  Новые разработки в клинической диабетологии учитывают, что рецептор PPARδ 
снижает опосредованное макрофагами хроническое воспаление, участвует в регуляции массы 
тела и физической выносливости, чувствительности к инсулину, контроле метаболизма липопро-
теинов и триацилглицеролов [17, 24]. 

Наиболее существенное увеличение риска развития СД2 было отмечено нами у носителей 
минорных генотипов G/G полиморфных вариантов rs1175543 и rs709158 гена PPARG (OR = 3,47 
(1,25‒9,64) и OR = 3,31 (1,18‒9,30) соответственно).

Известно, что рецепторы PPARγ представлены в адипоцитах, тонком кишечнике, макрофагах  
и эндотелии, в меньшей степени – в скелетных мышцах, сердце, печени и др. С клинических пози- 
ций важно, что PPARγ играют критическую роль в дифференцировке адипоцитов (увеличивают 
количество малых форм, менее активных в образовании провоспалительных адипокинов), созда- 
нии жировых депо, перераспределении жировой ткани. Активация PPARγ в макрофагах пода-
вляет продукцию провоспалительных цитокинов и улучшает чувствительность к инсулину [25].

Исследование, проведенное на значительной выборке китайской популяции, выявило связь 
минорного генотипа rs709158 со случаями повышенного уровня холестерола ЛПНП, что рассма-
тривалось авторами как фактор риска развития метаболических заболеваний, включая СД 2-го 
типа [26, 27].

Проведенный нами анализ распределения частот генотипов полиморфного варианта rs135551 
гена PPARA выявил существенное различие в протестированных группах. Частота гетерозигот 
A/G в группе пациентов с СД 2-го типа оказалась в 1,5 раза выше, чем в контрольной, и состави-
ла 53,9 % (OR = 2,20 (1,22‒3,95)).

Основная часть представленных в литературе исследований посвящена ассоциации данно-
го полиморфного варианта с процессами органоспецифической аутоагрессии в тироидологии. 
Так, Janusz Przemyslaw c cоавт. [28] проанализировали роль PPARs в генезе болезни Грейвса (БГ)  
и аутоиммунной офтальмопатии (АИО). Было доказано, что активация данных рецепторов демон-
стрирует противовоспалительную и иммуномодулирующую активность. Аномальная экспрес- 
сия PPARα и/или функция может подавлять воспалительный ответ путем прямой регуляции 
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генов, отвечающих за противовоспалительный ответ. Три SNP в гене PPARα (rs135551 (c.127 + 
5148A > G), rs1800206 (c.484C > G), (Leu162Val) и rs4253766 (c.712-3784C > T)) были исследованы  
у 276 пациентов с БГ из Польши. Авторы обнаружили специфический гаплотип rs135551 (G)/rs1800206 
(G)/rs4253766 (C), который в 3,47 раза увеличивал риск тяжелой АИО (χ2 = 5,10, p = 0,02), тогда 
как гаплотип rs135551 (A)/rs1800206 (G)/rs4253766 (C) значительно снижал риск серьезных глаз-
ных проявлений АИО (OR = 0,013, χ2 = 4,43, p = 0,04).

Т а б л и ц а 2. Распределение частот генотипов изученных полиморфных вариантов  
в группе СД2 и в контрольной группе

T a b l e 2. Frequency distribution of genotypes of the studied polymorphic variants in the DM2 group  
and in the control group

Ген Полиморфизм Генотип
Частота

OR (95 % CI) p
Контроль СД2

PPARD

rs2076167
T/T 65 (60,2 %) 59 (64,8 %) 1,00

0,19CT 37 (34,3 %) 31 (34,1 %) 0,92 (0,51‒1,67)
C/C 6 (5,6 %) 1 (1,1 %) 0,18 (0,02‒1,57)

rs6902123
T/T 91 (84,3 %) 80 (87,9 %) 1,00

0,46C/T 16 (14,8 %) 11 (12,1 %) 0,78 (0,34‒1,78)
C/C 1 (0,9 %) 0 (0 %) 0,00 (0,00‒NA)

rs2267668
A/A 70 (64,8 %) 72 (79,1 %) 1,00

0,006A/G 32 (29,6 %) 19 (20,9 %) 0,58 (0,30‒1,11)
G/G 6 (5,6 %) 0 (0 %) 0,00 (0,00‒NA)

rs2016520
T/T 65 (60,2 %) 66 (73,3 %) 1,00

0,15C/T 41 (38 %) 23 (25,6 %) 0,55 (0,30‒1,02)
C/C 2 (1,8 %) 1 (1,1 %) 0,49 (0,04‒5,56)

PPARG

rs3856806
C/C 86 (79,6 %) 72 (80 %) 1,00

0,68C/T 19 (17,6 %) 17 (18,9 %) 1,07 (0,52‒2,21)
T/T 3 (2,8 %) 1 (1,1 %) 0,40 (0,04‒3,91)

rs1801282
C/C 77 (72 %) 67 (73,6 %) 1,00

0,7G/C 29 (27,1 %) 22 (24,2 %) 0,87 (0,46‒1,66)
G/G 1 (0,9 %) 2 (2,2 %) 2,30 (0,20‒25,92)

rs1175543
A/A 61 (56,5 %) 44 (48,4 %) 1,00

0,041A/G 41 (38 %) 32 (35,2 %) 1,08 (0,59‒1,98)
G/G 6 (5,6 %) 15 (16,5 %) 3,47 (1,25‒9,64)

rs709158
A/A 61 (56,5 %) 43 (47,2 %) 1,00

0,06A/G 41 (38 %) 34 (37,4 %) 1,18 (0,65‒2,14)
G/G 6 (5,6 %) 14 (15,4 %) 3,31 (1,18‒9,30)

rs4684847
C/C 81 (75 %) 66 (73,3 %) 1,00

0,75C/T 26 (24,1 %) 22 (24,4 %) 1,04 (0,54‒2,00)
T/T 1 (0,9 %) 2 (2,2 %) 2,45 (0,22‒27,67)

PPARGC1A

rs2970847
C/C 77 (71,3 %) 66 (74,2 %) 1,00

0,86C/T 26 (24,1 %) 20 (22,5 %) 0,90 (0,46‒1,75)
T/T 5 (4,6 %) 3 (3,4 %) 0,70 (0,16‒3,04)

rs8192678
G/G 53 (49,1 %) 39 (43,3 %) 1,00

0,11A/G 42 (38,9 %) 46 (51,1 %) 1,49 (0,83‒2,68)
A/A 13 (12 %) 5 (5,6 %) 0,52 (0,17‒1,59)

PPARA rs135551
G/G 63 (58,3 %) 36 (39,6 %) 1,00

0,028A/G 39 (36,1 %) 49 (53,9 %) 2,20 (1,22‒3,95)
A/A 6 (5,6 %) 6 (6,6 %) 1,75 (0,53‒5,83)
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В табл. 3 представлены результаты генотипирования группы пациентов с СД1 в сравнении  
с лицами контрольной группой.

Как следует из табл. 3, наиболее значимые различия наблюдались в распределении частот 
генотипов полиморфных вариантов rs2267668 и rs2016520 гена PPARD. Полученные нами дан-
ные указывают на протекторный эффект гетерозиготного генотипа данных полиморфизмов 
(OR = 0,44 (0,18‒1,09) и OR = 0,32 (0,13‒0,78) соответственно), при этом минорных гомозигот  
в группе пациентов с СД1 не обнаружено.

Т а б л и ц а 3. Распределение частот генотипов изученных полиморфных вариантов в группе лиц  
с СД1 и в контрольной группе

T a b l e 3. Frequency distribution of genotypes of the studied polymorphic variants in the group  
of persons with DM1and in the control group

Ген Полиморфизм Генотип
Частота

OR (95 % CI) p
Контроль СД1

PPARD

rs2076167
T/T 65 (60,2 %) 30 (71,4 %) 1,00

0,37C/T 37 (34,3 %) 11 (26,2 %) 0,64 (0,29‒1,43)
C/C 6 (5,6 %) 1 (2,4 %) 0,36 (0,04‒3,13)

rs6902123
T/T 91 (84,3 %) 37 (88,1 %) 1,00

0,56C/T 16 (14,8 %) 4 (9,5 %) 0,61 (0,19‒1,96)
C/C 1 (0,9 %) 1 (2,4 %) 2,46 (0,15‒40,37)

rs2267668
A/A 70 (64,8 %) 35 (83,3 %) 1,00

0,023A/G 32 (29,6 %) 7 (16,7 %) 0,44 (0,18‒1,09)
G/G 6 (5,6 %) 0 (0 %) 0,00 (0,00‒NA)

rs2016520
T/T 65 (60,2 %) 35 (83,3 %) 1,00

0,014C/T 41 (38 %) 7 (16,7 %) 0,32 (0,13‒0,78)
C/C 2 (1,8 %) 0 (0 %) 0,00 (0,00‒NA)

PPARG

rs3856806
C/C 86 (79,6 %) 30 (76,9 %) 1,00

0,8C/T 19 (17,6 %) 7 (17,9 %) 1,06 (0,40‒2,76)
T/T 3 (2,8 %) 2 (5,1 %) 1,91 (0,30‒12,00)

rs1801282
C/C 77 (72 %) 29 (69 %) 1,00

0,38G/C 29 (27,1 %) 11 (26,2 %) 1,01 (0,45‒2,28)
G/G 1 (0,9 %) 2 (4,8 %) 5,31 (0,46‒60,82)

rs1175543
A/A 61 (56,5 %) 22 (52,4 %) 1,00

0,44A/G 41 (38 %) 15 (35,7 %) 1,01 (0,47‒2,18)
G/G 6 (5,6 %) 5 (11,9 %) 2,31 (0,64‒8,34)

rs709158
A/A 61 (56,5 %) 21 (50 %) 1,00

0,24A/G 41 (38 %) 15 (35,7 %) 1,06 (0,49‒2,30)
G/G 6 (5,6 %) 6 (14,3 %) 2,90 (0,84‒9,99)

rs4684847
C/C 81 (75 %) 28 (68,3 %) 1,00

0,32C/T 26 (24,1 %) 11 (26,8 %) 1,22 (0,54‒2,79)
T/T 1 (0,9 %) 2 (4,9 %) 5,79 (0,50‒66,29)

PPARGC1A

rs2970847
C/C 77 (71,3 %) 27 (67,5 %) 1,00

0,67C/T 26 (24,1 %) 12 (30 %) 1,32 (0,58‒2,97)
T/T 5 (4,6 %) 1 (2,5 %) 0,57 (0,06‒5,10)

rs8192678
G/G 53 (49,1 %) 26 (61,9 %) 1,00

0,087A/G 42 (38,9 %) 15 (35,7 %) 0,73 (0,34‒1,55)
A/A 13 (12 %) 1 (2,4 %) 0,16 (0,02‒1,26)

PPARA rs135551
G/G 63 (58,3 %) 16 (38,1 %) 1,00

0,067A/G 39 (36,1 %) 21 (50 %) 2,12 (0,99‒4,55)
A/A 6 (5,6 %) 5 (11,9 %) 3,28 (0,89‒12,13)
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Еще одним полиморфизмом гена PPARD, изучаемым в качестве маркера риска развития мета-
болических нарушений, является вариант rs6902123. Так, в исследовании популяции китайской  
ханьской выборки [29] было показано, что аллель C данного полиморфного варианта связан  
с более высоким уровнем гликемии натощак, HbA1c, а также с повышенным риском СД 2-го типа. 
Более того, были получены убедительные доказательства ассоциаций между 25(OH)D, геноти-
пом по полиморфизму rs6902123 PPARD и величинами HbA1c [30].

В нашем исследовании выявлены единичные генотипы СС rs6902123 в группах контроля  
и СД1 (см. рисунок), а различия в распределении частот генотипов полиморфного варианта rs6902123 
гена PPARD в протестированных нами группах не были статистически значимыми (р = 0,56, 
р = 0,46 для групп СД1 и СД2 соответственно).

Согласно данным литературы, полиморфизм Gly482Ser (rs8192678) является наиболее распро-
страненным, потенциально функциональным полиморфизмом коактиватора рецептора-γ, акти-
вируемого пролифератором пероксисом 1-α (PPARGC1A), который рассматривается как ключе-
вой фактор транскрипции, вовлеченный в контроль метаболических процессов и энергетическо-
го гомеостаза, потенциальный маркер риска развития метаболического синдрома, предиабета, 
СД 2-го типа. Между тем ассоциативные исследования его полиморфизма дали противоречивые 
результаты, что может отражать этнические различия. Проведенный F. Du с соавт. [31] мета-анализ 
продемонстрировал связь полиморфного варианта rs8192678 с риском развития СД2 (OR = 1,249, 
95 % CI ‒ 1,099–1,419, p = 0,001). В то же время мета-анализ, проведенный P. Bhatta с соавт. [32], 
продемонстрировал, что у носителей генотипа A/A неазиатского происхождения уровни гликемии 
натощак и ОХ были существенно ниже в сравнении с другими генотипами, а носители генотипа 
G/G азиатской группы имели более высокие цифры ИМТ, что авторами рассматривалось как воз-
можный фактор риска метаболических заболеваний. В нашем исследовании частота гомозигот 
A/A в группе пациентов с СД 1-го типа была в 5 раз ниже, чем в контрольной группе, и составила 
2,4 %, однако наблюдаемые нами различия в распределении частот генотипов полиморфного  
варианта rs8192678 в группе пациентов с СД 1-го типа по сравнению с контрольной группой  
не достигли необходимого уровня статистической значимости (p = 0,087).

Для оценки клинической значимости и повышения диагностической эффективности нами 
проведен анализ сочетания аллелей с целью выявления наиболее информативных гаплотипов, 
ассоциированных с метаболической патологией. Так, наилучший эффект достигался при анализе  
результатов генотипирования 7 полиморфных вариантов, включающих rs2267668, rs2016520 гена  
PPARD, rs1175543, rs709158, rs4684847 гена PPARG, rs8192678 гена PPARGC1A, rs135551 гена 
PPARA (табл. 4).
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Т а б л и ц а 4. Варианты сочетания аллелей, ассоциированных с метаболическими заболеваниями

T a b l e 4. Variants of the combination of alleles associated with metabolic diseases

Тип СД rs2267668 rs8192678 rs2016520 rs1175543 rs709158 rs4684847 rs135551 Частота OR (95 % CI) p

СД1

A G T A A C G 0,2225 1,00 ‒
A G T A A C A 0,1198 8,70 (1,73‒43,74) 0,0096
A G T G G C G 0,078 5,89 (1,20‒ 28,92) 0,03
A G T A A T G 0,0773 4,64 (1,05‒20,63) 0,046

СД2 A G T G G C G 0,0933 3,35 (1,11‒10,06) 0,033
A A T A A C A 0,0414 6,71 (1,33‒33,86) 0,022

Как следует из табл. 4, гаплотипы A/G/T/A/A/C/A и A/G/T/A/A/T/G ассоциированы со значи-
тельным увеличением риска развития СД 1-го типа (OR = 8,70 (1,73‒43,74) и OR = 4,64 (1,05‒20,63) 
соответственно), носительство гаплотипа A/A/T/A/A/C/A увеличивает риск развития СД 2-го ти-
па (OR = 6,71 (1,33‒33,86)), а гаплотип A/G/T/G/G/C/G значительно чаще встречается в группах 
пациентов как СД2, так и СД1 по сравнению с контрольной группой.

Таким образом, проведение молекулярно-генетического тестирования по полиморфным ва-
риантам rs2267668, rs2016520 гена PPARD, rs1175543, rs709158, rs4684847 гена PPARG, rs8192678 
гена PPARGC1A, rs135551 гена PPARA может быть использовано в качестве диагностического 
критерия при определении групп риска развития СД как 2-го, так 1-го типа. Данное положе-
ние не находится в противоречии с совершенно новыми, «революционными» трактовками СД 
как гетерогенной группы заболеваний [33‒35]. Такой взгляд на проблему СД не отражен пока  
в действующих международных стандартах диагностики и лечения, по-прежнему выделяющих 
СД 1-го и 2-го типа без деления на подтипы [10, 15], ввиду полифакториальности формирования  
таких сложных и разнородных по этиологии заболеваний, как СД 1-го и 2-го типа, группы которых, 
согласно последним исследованиям, также неоднородны [36, 37]. Aнализ единичных полиморф-
ных вариантов, ассоциированных с выявленной патологией, менее эффективен, чем  анализ ком-
плекса генов для определения риска патологии с целью проведения корректной и своевременной 
профилактики.

Интересным представляется дальнейший анализ ассоциации полиморфного варианта rs135551 
гена PPARA с прогнозом и рисками прогрессирования диабетических осложнений при  СД 1-го 
и 2-го типа. Учитывая обсуждаемую в последние несколько лет проблему гетерогенности СД  
не только 2-го, но и 1-го типа, распространенность разных вариантов аутоиммунных форм диа-
бета взрослых как одного из кластеров СД 2-го типа, сочетание  аутоиммунного инсулита и ин-
сулинорезистентности в случае ряда форм СД 1-го типа, полученные нами данные, по-видимому, 
не исключают возможный вклад иммунных механизмов в формирование инсулинорезистентности, 
многообразие подтипов диабета внутри традиционных групп СД1 и СД2 [38, 39].

Мировая практика идет в направлении использования веерных тест-панелей, оценивающих 
ОНП во множестве генов, что свидетельствует о формировании так называемого «морбидного 
генотипа». Это позволяет сузить группу лиц для профилактического наблюдения, своевременной 
превенции и ранней коррекции метаболических и иных нарушений [19, 40, 41].

Дальнейшая работа по сопоставлению генетических детерминант с клинически проявленны-
ми фенотипами сохраняет свою актуальность в направлении поиска путей оптимизации первич-
ной и вторичной превенции метаболических заболеваний и ассоциированных с ними болезней. 
Несмотря на отсутствие изменений в действующих классификациях диабета, полученные нами 
результаты определяют целесообразность поисковых клинических и молекулярно-генетических 
исследований с целью совершенствования критериев выделения подтипов СД среди традицион-
ных групп СД 1-го и 2-го типа, что позволит рационализировать подходы к профилактике и ее 
коррекции в будущем.

Выводы

1. Среди обследованных нами пациентов наиболее четко ассоциированным с СД 1-го и 2-го 
типа оказался однонуклеотидный полиморфизм rs135551 гена PPARA, что может отражать обсуж-
даемую в мире проблему гетерогенности СД внутри традиционно выделяемых типов и поиск оп-
тимальных диагностических критериев, разработку новых классификаций. Наиболее сущест- 
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венное увеличение риска развития СД 2-го типа наблюдалось у носителей минорных генотипов 
G/G полиморфных вариантов rs1175543 и rs709158 гена PPARG (OR = 3,47 (1,25‒9,64) и OR = 3,31 
(1,18‒9,30) соответственно).

2. Наибольшая ассоциация была выявлена при анализе результатов генотипирования 7 поли-
морфных вариантов (rs2267668, rs2016520 гена PPARD; rs1175543, rs709158, rs4684847 гена PPARG;  
rs8192678 гена PPARGC1A; rs135551 гена PPARA), что позволило выделить два гаплотипа, ассо-
циированных с СД 1-го типа (A/G/T/A/A/C/A и A/G/T/A/A/T/G (OR = 8,70 (1,73‒43,74) и OR = 4,64 
(1,05‒20,63)), один гаплотип, ассоциированный с СД 2-го типа (A/A/T/A/A/C/A (OR = 6,71 
(1,33‒33,86)), и гаплотип A/G/T/G/G/C/G, ассоциированный с СД как 1-го, так и 2-го типа.

3. Ввиду выраженной полифакториальности формирования метаболических заболеваний  боль-
шинство определяемых ОНП показывает статистически значимые ассоциации между особен-
ностями генотипа и изучаемой патологией лишь при наличии больших когорт, что объясняет 
полученные нами результаты и определяет целесообразность планирования долговременных 
эпидемиологических обследований с созданием больших объемом выборок, формированием 
базы данных клинических случаев предиабета, СД и ассоциированной с ними эндокринной па-
тологии. Полученные нами данные подтверждают перспективность молекулярно-генетических  
и клинических исследований для разработки эффективных диагностических панелей, направ-
ленных на выявление индивидуумов с высоким риском развития и прогрессирования диабета, 
для совершенствования превентивных и лечебных технологий.
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РАСПРОСТРАНЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ASHWORTHIUS SIDEMI SCHULZ, 
1933 (NEMATODA, TRICHOSTRONGYLIDAE) У ДИКИХ КОПЫТНЫХ  

В БЕЛАРУСИ

Аннотация. В период с 2018 по 2021 г. было проведено неполное вскрытие внутренних органов зубров европей-
ских,  оленей благородных, косуль европейских и лосей. Проведена морфологическая и молекулярно-генетическая 
идентификация обнаруженных гельминтов. Молекулярно-генетический анализ 16 консервативных последователь-
ностей 4-й субъединицы НАДН-дегидрогеназы (ND4) мДНК у нематод вида Ashworthius sidemi показал низкий уро-
вень генетического разнообразия обнаруженных гельминтов, что может свидетельствовать об их расселении по тер-
ритории Беларуси из единого источника.
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Введение. Кровососущая нематода Ashworthius sidemi Schulz, 1933 (Nematoda, Trichostrongy- 
lidae) паразитирует в сычуге диких и домашних копытных, являющихся в большинстве своем 
ценными сельскохозяйственными и ресурсными видами животных, что и обусловливает прак-
тическую значимость проводимых исследований, так как данный вид гельминта наносит значи-
тельный вред организму хозяина, а при массовой инвазии у молодняка может приводить к его 
гибели [1].

Первое описание вида нематод было сделано по экземплярам, обнаруженным у пятнистого 
оленя (Cervus nippon Temmink, 1838), обитавшего на Дальнем Востоке [2]. Предполагается, что 
вид A. sidemi был завезен в Европу из Азии при интродукции пятнистого оленя во второй по-
ловине XIX в. За последние десятилетия он распространился среди диких копытных (у пятни-
стого оленя, благородного оленя (Cervus elaphus), косули европейской (Capreolus capreolus), лося 
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(Alces alces), лани (Dama dama), серны (Rupicapra rupicapra), зубра европейского (Bison bonasus), 
индийского замбара (Cervus unicolor), крупного рогатого скота (Bos taurus)) во многих странах  ‒ 
России, Франции, Швеции, Украине, Вьетнаме, Польше  и др. [3‒7]. 

В Беларуси нематода A. sidemi впервые зарегистрирована у зубра европейского на территории 
Национального парка «Беловежская пуща» в 1999 г. [8]. В 2016‒2017 гг. данный вид нематод от-
мечался в сычуге оленя благородного, обитавшего на территории вольера в Свислочском районе 
Гродненской области [3]. Мониторинг за распространением ашвортиоза у копытных осложняет-
ся тем, что в жизненном цикле A. sidemi с осени до весны наблюдается пауза в развитии [7], что 
затрудняет морфологическую диагностику гельминта и требует применения молекулярно-гене-
тических методов видовой идентификации на основе консервативных участков генома [4]. 

Цель исследований – проведение молекулярно-генетической верификации видового опреде-
ления A. sidemi, обнаруженных у различных видов копытных, и оценка распространенности аш-
вортиоза на территории Беларуси.

Объекты и методы исследования. В период с 2018 по 2021 г. было проведено неполное гель-
минтологическое вскрытие 20 зубров европейских, 20 оленей благородных, 20 косуль европей-
ских и 9 лосей. Обнаруженных гельминтов подсчитывали, промывали физиологическим раство-
ром, отбирали самок и самцов для измерения и проведения морфологической идентификации,  
а оставшихся фиксировали в 70 %-ном этиловом спирте. Идентификация до вида проводилась  
на основе морфологических признаков, представленных в литературе [5, 9, 10]. Всего для молеку-
лярно-генетического анализа было отобрано 209 экземпляров нематод рода Ashworthius (табл. 1).

Т а б л и ц а 1. Информация об исследованных экземплярах Ashworthius sidemi

T a b l e 1. Information about examined Ashworthius sidemi 

Место отбора  
материала № п/п Вид хозяина Год отбора 

материала
Кол-во 

обнаруженных экз.
Кол-во  

отобранных экз.
Маркировка  

проб

ГОЛХУ 
«Осипович- 
ский опытный  
лесхоз»

1 Bison bonasus 2018 171 6 (3 ♀ +3 ♂) 1ZA(1-6)
2 Bison bonasus 2018 842 6 (3 ♀ +3 ♂) 2ZA(1-6)
3 Bison bonasus 2018 79 6 (3 ♀ +3 ♂) 3ZA(1-6)
4 Bison bonasus 2019 9 6 (3 ♀ +3 ♂) 4ZA(1-6)
5 Bison bonasus 2019 252 6 (3 ♀ +3 ♂) 5ZA(1-6)
6 Bison bonasus 2019 215 6 (3 ♀ +3 ♂) 6ZA(1-6)
7 Bison bonasus 2019 238 6 (3 ♀ +3 ♂) 7 ZA(1-6)
8 Bison bonasus 2020 221 6 (3 ♀ +3 ♂) 8ZA(1-6)
9 Bison bonasus 2020 711 6 (3 ♀ +3 ♂) 9ZA(1-6)
10 Bison bonasus 2021 152 6 (3 ♀ +3 ♂) 10ZA(1-6)
11 Bison bonasus 2021 368 6 (3 ♀ +3 ♂) 11ZA(1-6)
12 Capreolus capreolus 2020 7 6 (5♀ + 1 ♂) 1KA(1-6)
13 Capreolus capreolus 2020 1475 30 (15 ♀ + 15 ♂) 2KA(1-30)

НП «Припятский» 1 Bison bonasus 2020 168 30 (15 ♀ + 15 ♂) 12ZA(1-30)
ГЛХУ «Дятлов- 
ский лесхоз»

1 Capreolus capreolus 2020 51 30 (15♀ + 15♂) 3KA(1-30)
2 Capreolus capreolus 2020 2 2 (1♀ + 1♂) 4KA(1-2)
3 Capreolus capreolus 2020 5 2 (1♀ + 1♂) 5KA(1-2)
4 Capreolus capreolus 2020 5 2 (1♀ + 1♂) 6KA(1-2)
5 Capreolus capreolus 2020 19 10 (5♀ + 5♂) 7KA(1-10)
6 Capreolus capreolus 2020 6 6 (2♀+4♂) 8KA(1-6)
7 Capreolus capreolus 2021 1 – –
8 Capreolus capreolus 2021 39 – –
9 Capreolus capreolus 2021 5 – –
10 Cervus elaphus 2020 1 1 (♂) 1OA1
11 Cervus elaphus 2021 12 12 (7♀ + 5♂) 2OA(1-12)
12 Alces alces 2020 3 3 (♂) 1LA(1-3)
13 Alces alces 2020 2 2 (♂) 2LA(1-2)
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Из представленных в табл. 1 нематод рода Ashworthius были выделены образцы ДНК с исполь-
зованием коммерческого набора Genomic DNA – Solution Kits: Animal and Fungi DNA Preparation 
Kit – solution-based компании Jena Bioscience (Германия). Выделение ДНК осуществляли только 
из средней части тела гельминта. Передний и задний концы тела паразитов помещали в пробир-
ку с 96 %-ным спиртом для дальнейшего хранения в Генетическом банке дикой фауны ГНПО 
«НПЦ НАН Беларуси по биоресурсам» на базе лаборатории молекулярной зоологии. Качество 
и количество выделенной ДНК оценивали с помощью NanoPhotometer P 330UV/Vis (IMPLEN, 
Германия). 

В качестве молекулярно-генетического маркера для видовой идентификации выбран участок 
4-й субъединицы НАДН-дегидрогеназы (ND4) митохондриальной ДНК, для амплификации ко-
торого использовали праймеры, представленные в табл. 2.

Т а б л и ц а 2. Праймеры, использованные для амплификации участка гена ND4 [5]

T a b l e 2. Primers used for ND4 gene amplification [5]

Наименование Последовательность

ASHMIT1 5′-GCTTTTATCATTAAGGTTGATAT-3
ASHMITR2 5′-TGAATAATAAAAAGCAACTAA-3′
HAEMIT1 5′-ATTATTGTCTTTAATTTTTATAA-3′
HAEMIT2 5′-TGAGAGTCARAAAATATTRTAC-3′

Одновременное использование специфичных праймеров ASHMIT, разработанных для иден-
тификации вида A. sidemi, и праймеров HAEMIT, сконструированных для выявления морфоло-
гически схожего вида – Haemonchus contortus (Rudolphi, 1802) [5], позволило максимально точно 
диагностировать обнаруженных гельминтов до вида. ПЦР-амплификацию проводили в реакци-
онной смеси объемом 25 мкл, в состав которой входили: 2,5 мкл 10× буфера с (NH4)2SO4, 2,5 мкл 
10× смеси dNTPs, 1 мкл MgCl2, по 2 мкл праймеров 5 пмоль/мкл, 0,5 мкл Taq-полимеразы, 2 мкл 
ДНК исследуемых образцов, ddH2O добавляли до полного объема смеси.

Температурный и временной режимы проведения ПЦР на амплификаторе CFX96 Touch (Bio-
Rad Laboratories, Inc., СШA): 1 цикл: 94 оС – 2 мин; 40 циклов: 94 оС – 30 с, 49 оС – 30 с, 68 оС –  
45 с; 1 цикл: 68 оС – 10 мин. 

Результаты ПЦР-анализа визуализировали в 1,5 %-ном агарозном геле. Секвенирование ото-
бранных образцов осуществляли на базе Института биоорганической химии НАН Беларуси  
на секвенаторе Applied Biosystems.

Дальнейший анализ полученных нуклеотидных последовательностей осуществляли с по- 
мощью программы MEGA 10. Для сравнительного анализа были привлечены последовательности 
ND4 мДНК из базы NCBI: Ashworthius sidemi (KT613923.1; KT613961.1:5-336; KT614001.1:5-336)  
и Haemonchus contortus (KJ724483.1:382-730).

Филогенетическое дерево по методу максимального правдоподобия было построено при по-
мощи модели Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) с высоким количеством реплик (равным 500). В ка-
честве внешней группы были выбраны депонированные в GenBank нуклеотидные последова-
тельности ND4 нематод Trichostrongylus axei – HM745134.1 и HM745133.1:103-352.

Результаты и их обсуждение. По результатам исследования у 11 зубров и 2 косуль, обитав- 
ших на территории ГОЛХУ «Осиповичский опытный лесхоз», 1 зубра из НП «Припятский»  
и 9 косуль, 2 лосей  и 2 оленей из ГЛХУ «Дятловский лесхоз» были зарегистрированы нематоды 
A. sidemi (рис. 1). Впервые на территории Беларуси вид A. sidemi зарегистрирован у косули и лося.

Из обнаруженных экземпляров A. sidemi 145 были отнесены к ювенильным формам (рис. 2) 
на основании признаков, описанных в литературе [10]. На рис. 2 представлены крючковидный 
неодонт в щечной полости, типичные для вида спикулы и дорсальный луч бурсы, которые по-
зволяют дифференцировать нематод A. sidemi от морфологически близкого вида Haemonchus 
contortus. 

Неодонт треугольной формы, загнут вверх дорсально (рис. 2, а). Дорсальная доля бурсы ре-
дуцирована и расположена симметрично. Удлиненный дорсальный луч разветвляется и окан-



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2022. Т. 67, № 2. C. 172–180 175

чивается дистально четырьмя короткими ветвями (рис. 2, b). Узкие и удлиненные спикулы схо-
дятся в дистальной трети (рис. 2, с). В наших исследованиях у всех самцов A. sidemi ювенильной 
стадии наблюдалось ограниченное развитие латеральных долей копулятивной сумки, а у всех 
самок матка была развита слабо и содержала небольшое количество яиц. Размеры особей также 
были значительно меньше, чем известные для половозрелых гельминтов. 

Оставшиеся 64 экземпляра были отнесены к половозрелой стадии A. sidemi (рис. 3). У самцов 
отсутствует дорсальная доля, направленная влево (рис. 3, с), сложные спикулы общей длиной 
500 мкм не имеют шипиков на конце и губернакума, характерного для гемонхусов (рис. 3, d). У сам-
цов и самок неодонт и дейриды соответствовали характерным для Ashworthius sidemi (рис. 3, е). 

В табл. 3 приведены размерные характеристики самцов и самок нематод A. sidemi, паразити-
рующих у различных видов копытных из географически удаленных популяций.

Как видно из табл. 3, размер самок ювенильной стадии составлял от 1,5 до 2,2 см, размер сам- 
цов – от 1,4 до 2 см, но попадались единичные экземпляры, достигавшие 2,4; 2,7; 3 (♀) и 2,3 (♂) см. 
Размеры половозрелых стадий A. sidemi составили: от 2,8 до 4 см для самок, от 2 до 2,5 см для самцов. 

Рис. 1. Внешний вид нематод Ashworthius sidemi ювенильной (a) и половозрелой (b) стадий

Fig. 1. General morphology of Ashworthius sidemi of juvenile (a) and adult (b) stages

Рис. 2. Строение тела нематоды ювенильной стадии Ashworthius sidemi: а – передний конец тела (n – неодонт),  
b – половая бурса самца, с – спикула самца, d – вульва самки, е – передний конец тела с дейридами (d)

Fig. 2. Morphology of Ashworthius sidemi juvenile: a – anterior end (n – neodont), b – сopulatory bursa of male,  
c – male spicule, d – female vulva, e – anterior part with deirids (d)
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Диапазон размеров обнаруженных экземпляров соответствует данным, приведенным в литера-
турных источниках [11]. При этом зависимости размеров тела ашвортий от численности их ин-
фрапопуляций, видовой принадлежности и места обитания хозяина отмечено не было.

В результате проведения видовой ПЦР-диагностики было получено 209 фрагментов ND4 
мДНК длиной 330 п. н., что подтвердило правильность определения нематод как Ashworthius 
sidemi [6]. Из них для установления гаплотипического разнообразия и филогеографических 
связей исследуемых гельминтов были отобраны 16 ПЦР-образцов (6 последовательностей ND4 
мДНК ашвортий от зубра европейского, 3 – от косули европейской Осиповичского лесхоза, 2 – 
от зубра припятской субпопуляции, 4 – от косули и 1 – от лося Дятловского лесхоза).

Т а б л и ц а 3. Данные о встречаемости, хозяевах, количестве и размерах исследованных нематод  
Ashworthius sidemi

T a b l e 3. Data on occurrence, hosts, number and size of Ashworthius sidemi

Место отбора  
материала № п/п Вид хозяина

Стадия  
развития  

гельминта

Кол-во  
экз. Кол-во ♀

Диапазон  
значений длины 
 тела ♀, см (max)

Кол-во ♂
Диапазон  

значений длины  
тела ♂, см (max)

ГОЛХУ 
«Осиповичский 
опытный  
лесхоз»

1 Bison bonasus juv 171 125 1,5–2 46 1,4–1,8
2 Bison bonasus juv 842 655 2–2,2 187 1,5–1,6
3 Bison bonasus juv 79 55 1,8–2,1 24 1,7–1,8
4 Bison bonasus juv 9 6 1,8–9 3 1,4–1,55
5 Bison bonasus juv 252 161 1,8–2,2 91 1,5–1,65
6 Bison bonasus juv 215 144 1,7–2,1 71 1,6–1,9
7 Bison bonasus juv 238 142 1,8–2,1 (3) 96 1,5–1,85
8 Bison bonasus juv 221 165 1,8–2,2 (2,4) 56 1,5–2
9 Bison bonasus juv 711 411 1,8–2,2 (2,7) 300 1,5–1,85 (2,3)
10 Bison bonasus juv 152 85 1,9–2,1 67 1,6–1,8
11 Bison bonasus juv 368 269 1,8–2,2 99 1,5–1,9
12 Capreolus capreolus juv 7 5 1,9–2,1 2 1,6
13 Capreolus capreolus ad 1475 840 3,4–4 635 1,8–2,4

НП «Припятский» 1 Bison bonasus juv 168 123 1,8–2,2 45 1,6–1,9

Рис. 3.  Строение тела половозрелой стадии нематоды Ashworthius sidemi: а – задний конец тела самца,  
b – задний конец тела самки, с – половая бурса самца, d – спикула самца, е – передний конец тела с дейридами,  

f – вульва самки

Fig. 3. Morphology of Ashworthius sidemi adult: a – posterior end of the male, b – posterior end of the female,  
c – сopulatory bursa of male, d – male spicule, e – anterior part with deirids, f – female vulva
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Место отбора  
материала № п/п Вид хозяина

Стадия  
развития  

гельминта

Кол-во  
экз. Кол-во ♀

Диапазон  
значений длины 
 тела ♀, см (max)

Кол-во ♂
Диапазон  

значений длины  
тела ♂, см (max)

ГЛХУ «Дятлов- 
ский лесхоз» 1 Capreolus capreolus

juv 21 12 1,8–2,2 9 1,6–1,8
ad 30 20 2,8–3,6 10 2–2,5

2 Capreolus capreolus juv 2 2 2–2,1 – –
3 Capreolus capreolus juv 5 3 1,9–2,2 2 1,65
4 Capreolus capreolus juv 5 1 2,1 4 1,6–1,7
5 Capreolus capreolus juv 19 6 1,8–2,2 13 1,4–1,8
6 Capreolus capreolus ad 6 2 3,1–3,4 4 2–2,1
7 Capreolus capreolus juv 1 – – 1 1,6
8 Capreolus capreolus juv 39 24 1,7–2,2 15 1,5–1,8
9 Capreolus capreolus juv 5 4 1,8–2 1 1,65
10 Cervus elaphus juv 1 1 2,2 – –
11 Cervus elaphus juv 12 8 1,8–2,1 4 1,6–1,7
12 Alces alces ad 3 – – 3 2,3–2,4
13 Alces alces ad 2 – – 2 2,1–2,5

Окончание табл. 3

Рис. 4. Филогенетическое дерево генетических различий нематод Ashworthius sidemi, паразитирующих  
у диких копытных Беларуси, построенное по методу максимального правдоподобия по данным анализа  

последовательности ND4 (250 п. н.) (знаком «+» отмечены половозрелые экземпляры)

Fig. 4. Maximum likelihood phylogenetic tree reconstructed using ND4 gene (250 b. p.) of Ashworthius sidemi parasitizing 
in wild ungulates from Belarus (“+” – adult specimens)
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На основании сравнения 16 последовательностей фрагмента гена ND4 длиной 250 п. н. уста-
новлено наличие двух гаплотипов, отличающихся между собой двумя нуклеотидами в пози- 
циях 235 (A-G) и 247 (T-C) и идентичных депонированным в GenBank последовательностям 
ашвортий из Франции – KT613923.1 и KT614001.1-5-336. По результатам анализа было установ-
лено 100 %-ное совпадение 14 сиквенсов между собой и с последовательностью KT613923.1. 
Последовательности фрагмента гена ND4 ашвортий 9ZA1 от зубра европейского и 2КА15 от ко-
сули европейской, обитавших на территории Осиповичского лесхоза, были идентичны последо-
вательности KT614001.1-5-336. Таким образом, представленность двух гаплотипов по гену ND4  
у ашвортий в Беларуси составила 87,5 и 12,5 %. Следует особо отметить, что нематода 9ZA1 отли- 
чалась от остальных ювенильных экземпляров более крупным размером (3 см), но вопрос, явля-
ется ли этот признак характерным для ашвортий данного гаплотипа, остается невыясненным  
и требует дальнейшего изучения. На рис. 4 представлено филогенетическое дерево генетических 
различий нематод Ashworthius sidemi по данным анализа последовательности ND4.

Анализ представленного на рис. 4 филогенетического дерева показал наличие невысокого 
гаплотипического разнообразия по гену ND4 у ашвортий в Беларуси (2 гаплотипа; h = 12,5 %), 
что может объясняться недавней историей появления данного вида нематод в гельминтофауне 
копытных нашей страны. При этом значительное преобладание в генетической структуре вида 
одного из двух гаплотипов (87,5 и 12,5 %) может являться закономерным отражением искус-
ственного расселения вида A. sidemi из одной инвазивной популяции. Так как ранее данный 
гельминт регистрировался у зубра европейского только на территории НП «Беловежская пуща», 
дальнейшее распространение нематод может быть связано с расселением диких копытных из 
национального парка. В нашем исследовании паразит регистрировался на территории ГОЛХУ 
«Осиповичский опытный лесхоз», НП «Припятский» и ГЛХУ «Дятловский лесхоз», что говорит 
о значительном увеличении района паразитирования у диких копытных данного вида гельминта 
на территории Беларуси. Ввиду того, что недавние исследования показывают динамичное рас-
пространение A. sidemi среди диких жвачных [3–5], другие виды копытных, обитающие на тер-
ритории исследованных охотхозяйств, потенциально также могут быть заражены A. sidemi.

Заключение. В период с 2018 по 2021 г. на основании морфологических критериев и моле-
кулярно-генетической верификации видового определения подтверждено паразитирование 
нематод A. sidemi у 4 ресурсных видов диких копытных (зубра европейского, оленя благород-
ного, лося и косули) на территории ООПТ и охотничьих хозяйств трех областей республики – 
Гродненской, Гомельской и Могилевской. При этом паразитирование ашвортий у косули и лося 
регистрируется в Беларуси впервые. Выявлено наличие у ашвортий в Беларуси двух гаплотипов 
по гену ND4, один из которых занимает доминирующее положение по степени представленности, 
что может быть следствием проводимого искусственного расселения диких копытных по терри-
тории Беларуси из НП «Беловежская пуща».

Ввиду того, что A. sidemi – типичный паразит оленьих, паразитирование данной нематоды  
у новых видов хозяев (зубра) может вызывать инвазии большой интенсивности и серьезные фи-
зиологические расстройства, особенно у молодых животных. Следует также учитывать, что су-
ществует возможность заражения ашвортиями крупного рогатого скота на пастбищах, использу-
емых также дикими жвачными животными, а растущие популяции диких копытных могут спо-
собствовать дальнейшему распространению гельминта по территории Беларуси. Полученные 
нами данные свидетельствуют о необходимости более масштабных исследований ашвортиоза  
на территории Беларуси.
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ВЛИЯНИЕ ЭПИБРАССИНОЛИДА И ЕГО ЭФИРОВ С СЕРНОЙ КИСЛОТОЙ  
НА МОРФОМЕТРИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ ПОДСОЛНЕЧНИКА  

HELIANTHUS ANNUUS L. СОРТА ГЕЛИОС3

Аннотация. Проведено поэтапное исследование биологической активности 24-эпибрассинолида (ЭБ) и его 
натриевых солей эфиров с серной кислотой (натрий 2-, 3-, 22- и 23-моносульфаты и динатрий 2,3-дисульфат ЭБ)  
в опытах по влиянию на ростовые параметры и урожайность подсолнечника однолетнего Helianthus annuus L. (сорт 
Гелиос) в зависимости от условий выращивания.

В опытах на беспочвенной среде действие сульфатов ЭБ на рост и развитие растений в концентрации 10–11–10–9 М  
оказалось незначительным (за исключением динатрий 2,3-дисульфата ЭБ), в большей степени активность изучен-
ных соединений проявилась в лабораторном опыте в почвенной культуре. Наибольшее влияние на рост и развитие 
отмечено в условиях полевых опытов. Показано, что наиболее эффективным и универсальным эфиром по иссле-
дуемым параметрам для двух типов обработки (замачивание семян и опрыскивание растений) является динатрий 
2,3-дисульфат ЭБ.

Ключевые слова: Helianthus annuus L., брассиностероиды, 24-эпибрассинолид, эфиры ЭБ с серной кислотой, 
ростстимулирующая активность, урожайность
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THE EFFECT OF EPIBRASSINOLIDE AND ITS SULFURIC ACID ESTERS  
ON THE MORPHOMETRIC PARAMETERS OF SUNFLOWER HELIANTHUS ANNUUS L.  

(cv. HELIOS)

Abstract. A step-by-step study of the biological activity of 24-epibrassinolide (EB) and its sodium salts of esters with 
sulfuric acid (sodium 2-, 3-, 22- and 23-monosulfates and disodium 2.3-disulfate EB) was carried out in experiments on the 
effect on the growth parameters and crop yield of annual sunflower Helianthus annuus L. (Helios variety) depending on grow-
ing conditions.

In experiments on a groundless medium, the effect of epibrassinolide sulfuric acid esters on primary plant growth at con-
centrations of 10–11–10–9 М turned out to be insignificant (with the exception of disodium 2.3–disulfate EB), to a greater ex-
tent the activity of the studied compounds was marked in laboratory experiment in soil culture. The greatest effect on growth 
and development plant was noted in field experiments. It is shown that the most effective and universal compound according 
to the studied parameters for two types of treatment (soaking seeds and spraying plants) is disodium 2.3-disulfate EB.

Keywords: Helianthus annuus L., brassinosteroids, 24-epibrassinolide, esters of EB with sulfuric acid, growth stimulat-
ing activity, crop yield

For citation: Khamiuk Ya. V., Litvinovskaya R. P., Kolbas A. P. The effect of epibrassinolide and its sulfuric acid esters  
on the morphometric parameters of sunflower Helianthus annuus L. (cv. Helios). Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. 
Seryya biyalagichnykh navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2022, vol. 67, 
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Введение. Наблюдаемые тенденции в изменении климата указывают на усиление экстремаль-
ных условий при возделывании сельскохозяйственных культур, в связи с чем возникает острая 
необходимость в применении вспомогательных адаптогенных средств. Одним из таких подхо-
дов является применение экологически безопасных веществ – брассиностероидов (БС), которые 
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в малых дозировках обладают физиологическими эффектами на растения на разных фазах раз-
вития, благоприятно воздействуя на них в условиях биотического и абиотического стресса [1]. 
Подсолнечник (Helianthus annuus L.) является одной из основных масличных культур в мире.  
В последние годы на территории Белорусского Полесья [2] стало возможным выращивание этой 
перспективной для Республики Беларусь культуры. Одним из подходящих сортов для возделы-
вания является районированный масличный раннеспелый сорт Гелиос. 

Ранее проведенные немногочисленные лабораторные исследования показали, что в условиях 
негативного воздействия на подсолнечник потенциально токсичных металлов, хлоридного за-
соления и других абиотических и биотических стресс-факторов окружающей среды защитное 
действие оказывает эпибрассинолид (ЭБ) [3–5]. Однако биологическое действие его метаболи-
тов до настоящего времени не изучалось. Одним из метаболических превращений БС считается 
их сульфатирование сульфотрансферазами [6], которое предполагает инактивацию БС [7] или, 
наоборот, является необходимым этапом для проявления биологического эффекта [8]. В связи  
с этим интересным представлялось изучение биологической активности ряда сульфопроизводных 
соединений ЭБ, у которых  гидроксильные группы в различных положениях фитогормона защи-
щены в виде сложных эфиров.

Целью исследования являлось изучение рострегулирующего действия эпибрассинолида и его  
производных с серной кислотой в наиболее эффективных концентрациях на ростовые показате-
ли и урожайность подсолнечника однолетнего. 

Для достижения этой цели необходимо было решить следующие задачи: 1) определить наибо-
лее активные вещества и их концентрации в различных типах опытов; 2) определить наиболее 
эффективный способ внесения ЭБ и его производных для продуктивного использования их в ла- 
бораторных и полевых условиях; 3) оценить изменение ростовых параметров подсолнечника под 
действием ЭБ и его сульфопроизводных в лабораторных и полевых условиях; 4) оценить измене-
ние урожайности подсолнечника под действием исследуемых соединений.

Материалы и методы исследования. 24-ЭБ, его натриевые соли 2-, 3-, 22- и 23-моносульфатов  
и 2,3-дисульфата ЭБ (конъюгаты) синтезированы в лаборатории химии стероидов Института 
биоорганической химии НАН Беларуси [9].

Семена подсолнечника однолетнего (сорт Гелиос) предоставлены Республиканским научным 
дочерним унитарным предприятием «Полесский институт растениеводства» (г. Мозырь).

Определение эффективных концентраций ЭБ и его эфиров с серной кислотой, а также 
воздействия их на всхожесть семян и длину проростков подсолнечника однолетнего в лабора-
торных условиях. Изучение морфометрических параметров подсолнечника проводили, соглас-
но ГОСТ 12038–84 [10], в термостате при 25 ºС в темноте, с фиксированием параметров энер-
гии прорастания и всхожести семян, длины подземной и надземной частей подсолнечника [11]. 
Обработку исследуемыми веществами осуществляли однократно в виде замачивания семян на 
5 ч, а затем проращивали на фильтровальной бумаге. По истечении 3 сут определяли энергию 
прорастания семян, через 5 сут ‒ всхожесть, среднюю длину корней и гипокотилей проростков. 
Изучен диапазон наиболее характерных для БС концентраций: 10–11, 10–10, 10–9 М.

В результате проведенных опытов были отобраны наиболее эффективные концентрации  
ЭБ и каждого из его сульфатов для дальнейших исследований.

Определение воздействия ЭБ и его эфиров с серной кислотой на подсолнечник однолетний  
в вегетационном лабораторном эксперименте при различных способах обработки. При предпо-
севной обработке семена замачивали в растворах ЭБ и его сульфатов на 5 ч, после чего высажи- 
вали в пластиковые контейнеры размером 9×9×10 см на универсальный почвогрунт («Хозяин, 
Карио», РБ, в состав которого входили: азот общий ‒ 5795 мг/кг, калий общий ‒ 3223 мг/кг, фос-
фор общий ‒ 1838 мг/кг, Cu ‒ 6,15 мкг/кг, Zn ‒ 24 мкг/кг) и выращивали в лабораторных условиях 
[12, 13] в течение месяца.

При внекорневой обработке семена высаживали в контейнеры без предварительной обработки.  
Внекорневую обработку путем опрыскивания растений исследуемыми соединениями проводили 
дважды – на стадии всходов растений (10-е сутки) и на стадии второй пары настоящих листьев 
(16-е сутки). Временные рамки при выращивании подсолнечника в условиях лабораторного веге-
тационного опыта были установлены нами опытным путем. В качестве контроля использовали 
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растения, обработанные дистиллированной водой. Фиксировали значения длины подземной  
и надземной частей подсолнечника однолетнего.

Определение воздействия ЭБ и его эфиров с серной кислотой на подсолнечник однолетний 
в полевом эксперименте при различных способах обработки. Исследование в полевых условиях  
проводили на экспериментальном участке отдела агробиологии Центра экологии (г. Брест) с опре- 
деленным составом почвы (азот общий ‒ 0,058 %, калий ‒ 82 мг/кг, фосфор ‒ 355,81 мг/кг,  
Pb ‒ 13,4 мкг/кг, Cu ‒ 10,1 мкг/кг, Zn ‒ 86,2 мкг/кг, Ni ‒ 3,9 мкг/кг, Mn ‒ 113,3 мкг/кг).

Обработку исследуемыми веществами проводили аналогично вегетационному лабораторному 
опыту (замачивание семян при предпосевной обработке и двукратное опрыскивание растений 
при внекорневой обработке). Внесение исследуемых веществ при внекорневой обработке осу-
ществляли на стадии сформированной второй пары настоящих листьев (для увеличения способ-
ности конкурировать с сорными растениями на начальных этапах роста) и в стадии бутонизации 
(для наиболее эффективного воздействия на цветение и образование семян). В данных условиях 
фиксировали значения длины стеблей, массы сухих стеблей с листьями, корзинок с семенами, 
массы семян подсолнечника.

Статистическую обработку результатов проводили с помощью программы Microsoft Excel  
и t-критерия Стьюдента.

Результаты и их обсуждение. Результаты лабораторного опыта по подбору оптимальных 
концентраций тестируемых веществ показали (см. таблицу), что наибольший положительный 
эффект относительно контроля на среднюю длину подземной части (корней) оказывают ЭБ  
в концентрациии 10–9 М (р ≤ 0,1) (увеличение на 22,1 %), динатрий 2,3-дисульфат ЭБ в концен-
трациях 10–11 М (р ≤ 0,05) и 10–9 М (увеличение на 32,9 и 18,4 % соответственно). Положительное 
влияние оказали также ЭБ в концентрациии 10–10 М, натрий 2-моносульфат ЭБ в концентрациях  
10–10 и 10–9 М, натрий 3-моносульфат ЭБ в концентрации 10–11 М (увеличение на 10,6; 6,0; 3,3 и 7,5 %  
соответственно). Относительно ЭБ наиболее выраженное положительное действие оказывал дина-
трий 2,3-дисульфат ЭБ в концентрации 10–11 М (увеличение длины корня на 44,4 %) (рис. 1).

Влияние ЭБ и его сульфатов на среднюю длину корней и побегов подсолнечника  
в лабораторных условиях на беспочвенной среде

Effect of EB and its sulfates on the average length of sunflower roots and shoots  
in laboratory conditions 

Вариант обработки
Средняя длина, см 

подземной части надземной части

К 1,84 ± 0,12 0,94 ± 0,07
ЭБ 10–11 1,69 ± 0,17 0,73 ± 0,06
ЭБ 10–10 2,03 ± 0,15 0,99 ± 0,05
ЭБ 10–9 2,25 ± 0,15 0,98 ± 0,05
2-нс 10–11 1,54 ± 0,17 0,78 ± 0,09
2-нс 10–10 1,95 ± 0,17 1,02 ± 0,11
2-нс 10–9 1,90 ± 0,19 0,80 ± 0,04
2,3-дндс 10–11 2,44 ± 0,21 1,05 ± 0,10
2,3-дндс 10–10 1,74 ± 0,18 0,78 ± 0,06
2,3-дндс 10–9 2,18 ± 0,19 1,14 ± 0,11
3-нс 10–11 1,98 ± 0,21 0,96 ± 0,08
3-нс 10–10 1,72 ± 0,16 0,71 ± 0,07
3-нс 10–9 1,76 ± 0,15 0,86 ± 0,09
22-нс 10–11 1,66 ± 0,17 0,96 ± 0,08
22-нс 10–10 1,85 ± 0,19 0,86 ± 0,07
22-нс 10–9 1,86 ± 0,18 0,88 ± 0,10
23-нс 10–11 1,53 ± 0,17 0,77 ± 0,08
23-нс 10–10 1,84 ± 0,14 1,01 ± 0,10
23-нс 10–9 1,60 ± 0,12 0,88 ± 0,10

П р и м е ч а н и е.  2-, 3-, 22-, 23-нс ‒ натрий 2-, 3-, 22-, 23-моносульфат 24-ЭБ, 
2,3-дндс ‒ динатрий 2,3-дисульфат 24-ЭБ. 
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На величину средней длины надземной части (гипокотилей) подсолнечника наибольший по-
ложительный эффект относительно контроля оказали динатрий 2,3-дисульфат ЭБ в концентра-
циях 10–11 М (р ≤ 0,05) и 10–9 М (увеличение на 11,2 и 21,2 %). Положительное влияние оказали 
также ЭБ в концентрациях 10–10 и 10–9 М (увеличение на 5,0 и 3,4 %), натрий 2-моносульфат 
ЭБ в концентрации 10–10 М (увеличение на 7,6 %) и натрий 23-моносульфат ЭБ в концентра-
ции 10–10 М (увеличение на 6,5 %). Относительно ЭБ наиболее выраженное положительное дей-
ствие оказывал динатрий 2,3-дисульфат ЭБ в концентрациях 10–11 и 10–9 М (увеличение на 43,8  
и 16,3 %), натрий 3-моносульфат ЭБ в концентрации 10–11 М (увеличение на 31,5 %), натрий 
22-моносульфат ЭБ в концентрации 10–11 М (увеличение на 31,5 %).

По результатам лабораторного опыта можно сделать вывод, что сульфопроизводные 24-ЭБ  
в концентрациях 10–10 и 10–9 М в основном проявляют более низкую активность по отношению 
к ЭБ, но в ряде случаев в концентрации 10–11 М оказывают положительное воздействие на росто-
вые параметры проростков подсолнечника на начальных этапах роста и развития. Наиболее вы-
раженную активность как относительно контроля, так и относительно ЭБ проявляет динатрий 
2,3-дисульфат ЭБ.

Вегетационный лабораторный эксперимент. По итогам лабораторных опытов в беспоч-
венной среде отобраны наиболее активные вещества (ЭБ, 2,3-дисульфо, 3- и 23-сульфопризвод-
ные ЭБ) и эффективные концентрации для следующего этапа исследования, на котором изуча-
лось их влияние на морфометрические параметры подсолнечника в лабораторном вегетацион-
ном эксперименте в почвенной культуре.

При предпосевной обработке зафиксировано (рис. 2) повышение двух ростовых параметров ‒ 
средней длины подземной и надземной частей растения относительно контроля для 2,3-дисуль-
фата ЭБ в концентрациях 10–11 М (увеличение по 13,5 %) и 10–9 М (увеличение на 37,8 и 31,4 %, 
р ≤ 0,1), а также для 23-моносульфата ЭБ в концентрации 10–10 М (увеличение на 35,1 и 19,9 %, 
р ≤ 0,1). Положительное воздействие по одному исследованному параметру относительно кон-
троля зафиксировано для длины подземной части при воздействии ЭБ в концентрации 10–9 М 
(увеличение на 13,5 %) и 2-моносульфата ЭБ в концентрации 10–9 М (увеличение на 10,8 %),  
а также для длины надземной части при воздействии 3-моносульфата ЭБ в концентрации 10–11 М 
(увеличение на 12,2 %). Относительно ЭБ наиболее выраженное влияние на длину подземной  
и надземной частей оказывает динатрий 2,3-дисульфат ЭБ в концентрации 10–9 М (увеличение 
на 21,4 и 30,6 %).

Рис. 1. Влияние эфиров ЭБ с серной кислотой на среднюю длину подсолнечника, выращенного  
в результате вегетационного опыта в лабораторных условиях (относительно ЭБ). 1 – ЭБ, 2 – 2-нс ЭБ,  

3 – 2,3-дндс ЭБ, 4 – 3-нс ЭБ, 5 – 22-нс ЭБ, 6 – 23-нс ЭБ

Fig. 1. The effect of esters EB on the average length of sunflower grown as a result of a growing experiment  
in laboratory conditions in relation to EB. 1 – EB, 2 – 2-ss EB, 3 – 2.3-dsds EB, 4 – 3-ns EB, 5 – 22-ss EB, 6 – 23-ss EB
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При внекорневой обработке растений отмечено повышение двух ростовых параметров отно-
сительно контроля для 2-моносульфата ЭБ в концентрации 10–9 М (увеличение на 17,6 и 12,7 %), 
2,3-дисульфата ЭБ в концентрации 10–11 М (увеличение на 26,5 и 28,0 %) и 23-моносульфата  
ЭБ в концентрации 10–9 М (увеличение на 29,4 и 34,4 %). Положительное воздействие по одному 
исследованному параметру относительно контроля зафиксировано для длины подземной части 
для ЭБ в концентрации 10–9 М (увеличение на 14,7 %) и для 3-моносульфата ЭБ в концентрации 
10–11 М (увеличение на 47,1 %). Относительно ЭБ наиболее выраженное влияние на длину под-
земной и надземной частей оказывает натрий 23-моносульфат ЭБ в концентрации 10–9 М (увели-
чение на 12,8 и 36,1 %).

В ряде опытов отмечено подавление роста растений под действием сульфатов. Так, для 23-сульфо- 
производного в концентрации 10–9 М наблюдалось значительное понижение роста как подзем-
ной, так и надземной части растений подсолнечника относительно контроля (35,7 и 24,2 %) при 
предпосевной обработке. Как и в лабораторном опыте на беспочвенной среде, 2,3-дисульфопро-
изводное показало лучшие результаты, достоверно стимулируя рост подсолнечника в концен-
трациях 10–11 и 10–9 М по сравнению с контролем и ЭБ.

Полевой эксперимент. По результатам вегетационного лабораторного опыта по влиянию  
ЭБ и его эфиров с серной кислотой в почвенной культуре были заложены опыты в полевых усло-
виях. Оценивали следующие параметры подсолнечника: полевую всхожесть семян, сохранность 
(долю растений в конце вегетационного периода по отношению к взошедшим), высоту надзем-
ной части, биомассу зеленых частей растения и урожайность семян.

В сравнении с результатами, полученными в лабораторном эксперименте, полевая всхожесть 
семян закономерно понижалась при предпосевной обработке, что может быть связано с торможе-
нием развития зародыша семени в естественной среде (рис. 3). Отмечено, что в полевых опытах  
в большинстве вариантов при предпосевной обработке семян изучаемыми соединениями взош-
ло больше растений (по сравнению с контролем), а сохранилось и развилось больше при внекор-
невой обработке практически во всех случаях, что может быть связано с внесением веществ в двух 
фазах созревания растений.

К концу вегетационного периода эффект от воздействия предпосевной обработки семян ЭБ 
и его сульфатами на ростовые показатели растений нивелировался (рис. 4). В то же время при 
внекорневой обработке зафиксировано повышение роста растений для всех изученных соединений. 

Рис. 2. Влияние ЭБ и его эфиров с серной кислотой на среднюю длину подсолнечника, выращенного в результате 
вегетационного опыта в лабораторных условиях. К – контроль, 1 – ЭБ в концентрации 10–9 М; 2 – 2-нс ЭБ  
в концентрации 10–9 М; 3, 4 – 2,3-дндс ЭБ в концентрациях 10–11 и 10–9 М; 5 – 3-нс ЭБ 10–11 М; 6, 7 – 23-нс  

ЭБ в концентрациях 10–10 и 10–9 М

Fig. 2. The effect of EB and its esters on the average length of sunflower grown as a result of a growing experiment in laboratory 
conditions. K – control, 1 – EB at a concentration of 10–9 M; 2 – 2-ss EB at a concentration of 10–9 M; 3, 4 – 2.3-dsds EB  

at concentrations of 10–11 and 10–9 M; 5 – 3-ns EB 10–11 M; 6, 7 – 23-ss EB at concentrations of 10–10 and 10–9 M
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Наилучший результат был получен для динатрий 2,3-дисульфата ЭБ в концентрации 10–9 М 
(увеличение на 113,7 % относительно контроля, р ≤ 0,05, и на 9,7 % относительно ЭБ). Таким об-
разом, для увеличения длины надземной части подсолнечника наиболее эффективно использо-
вание внекорневого способа внесения фитогормонов.

Интересные данные получены при исследовании воздействия изучаемых соединений на ве-
гетативные и генеративные органы растений. Установлена обратно пропорциональная зависи-
мость влияния ЭБ и его сульфопроизводных на вегетативные и генеративные органы растений, 
т. е. при увеличении зеленой биомассы уменьшается урожайность семян, и наоборот (рис. 5). 
При предпосевной обработке семян данная особенность замечена для большинства исследуе-
мых веществ, за исключением 3-моносульфата ЭБ в концентрации 10–11 М и 23-моносульфата ЭБ  
в концентрации 10–9 М. В концентрации 10–9 М для ЭБ зарегистрировано повышение средней 
массы семян относительно контроля на 22,8 %, для 2-моносульфата ЭБ ‒ на 6,2, для 2,3-дис-
ульфата ЭБ ‒ на 8,9 %. При опрыскивании растений данная закономерность менее выражена, 
исключением является динатрий 2,3-дисульфат ЭБ в концентрации 10–9 М, обработка которым 
приводит к повышению как биомассы (на 53,8 %), так и урожайности семян (на 39,4 %) относи-

Рис. 3. Влияние ЭБ и его эфиров с серной кислотой на всхожесть и сохранность подсолнечника однолетнего  
в полевых условиях. Обозначения как на рис. 2

Fig. 3. The effect of EB and its esters on the germination and preservation of annual sunflower in the field.  
Notation as in Fig. 2

Рис. 4. Влияние ЭБ и его эфиров с серной кислотой на рост подсолнечника однолетнего в конце вегетационного 
периода в полевых условиях. Обозначения как на рис. 2

Fig. 4. The effect of EB and its esters on the growth of annual sunflower at the end of the growing season  
in the field relative to the control. Notation as in Fig. 2
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тельно контроля и к увеличению урожайности семян на 29,3 % относительно ЭБ. Положительное 
влияние относительно контроля на урожайность семян оказывает также ЭБ в концентрации 10–9 М 
(увеличение на 7,8 %). Следует отметить, что ранее нами уже фиксировалась такого рода особен-
ность действия некоторых БС (24- ЭБ, 28-гомобрассинолида и 24-эпикастастерона) при изучении 
их влияния на рост и урожайность подсолнечника однолетнего сорта Лакомка [14].

Таким образом, наиболее эффективным и универсальным сульфопроизводным 24-ЭБ для по-
вышения урожайности семян подсолнечника для двух типов обработки является 2,3-дисульфат 
динатрия в концентрации 10–9 М.

Заключение. Проведено поэтапное исследование воздействия 24-ЭБ и его эфиров с серной 
кислотой в контролируемых лабораторных условиях, а также в полевых опытах, характеризу-
ющихся широким спектром экологических факторов. В лабораторных условиях на беспочвен-
ной среде наиболее выраженное влияние на длину подземной (корни) и надземной (гипокотили) 
частей подсолнечника относительно контроля и 24-ЭБ оказывает динатрий 2,3-дисульфат ЭБ  
в концентрации 10–11 М.

В лабораторном вегетационном опыте при предпосевной обработке семян значительную актив-
ность относительно контроля и ЭБ на длину подземной и надземной частей оказывает также 
динатрий 2,3-дисульфат ЭБ в концентрации 10–9 М, эффективность выявлена для натрий 23-моно-
сульфата ЭБ в концентрации 10–10 М. При внекорневой обработке выраженную активность отно-
сительно контроля и ЭБ оказывают динатрий 2,3-дисульфат ЭБ в концентрации 10–11 М и натрий 
23-моносульфат ЭБ в концентрации 10–9 М. 

В полевых условиях к концу вегетационного периода на длину надземной части подсолнеч-
ника значительное влияние оказала только внекорневая обработка динатрий 2,3-дисульфатом 
ЭБ в концентрации 10–9 М. Отмечена обратно пропорциональная зависимость влияния на веге- 
тативные и генеративные органы – при увеличении зеленой биомассы уменьшается урожайность 
семян. Исключение составляет динатрий 2,3-дисульфат ЭБ в концентрации 10–9 М при внекорневой 
обработке подсолнечника. 

В результате проведенных исследований показано, что введение одной или нескольких сульфо-
групп в молекулу 24-ЭБ, как правило, не инактивирует действие последнего. Образовавшиеся 
сульфаты (в виде натриевых солей) действуют в характерных для каждого концентрациях, сопо-
ставимых с концентрацией исходного БС, а ростстимулирующий эффект зависит от способа  
их внесения. Наиболее эффективным и универсальным сульфопроизводным 24-ЭБ по влиянию 
на морфологические параметры подсолнечника для двух типов обработки является динатриевая 
соль 2,3-дисульфата 24-ЭБ.

Рис. 5. Влияние ЭБ и его эфиров с серной кислотой на массу семян и зеленую массу растений подсолнечника 
однолетнего в полевых условиях. 1 – ЭБ в концентрации 10–9 М; 2 – 2-нс в концентрации 10–9 М; 3, 4 – 2,3-дндс  

в концентрациях 10–11 и 10–9 М; 5 – 3-нс 10–11 М; 6, 7 – 23-нс в концентрациях 10–10 и 10–9 М

Fig. 5. The effect of EB and its esters on the mass of seeds and the green mass of annual sunflower plants in the field  
1 – EB at a concentration of 10–9 M; 2 – 2-ss at a concentration of 10–9 M; 3, 4 – 2,3-dsds at concentrations of 10–11  

and 10–9 M, 5 – 3-ns 10–11 M; 6, 7 – 23-ss at concentrations of 10–10 and 10–9 M
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Введение. В настоящее время ведущими научными коллективами всего мира проводится 

активное изучение бактериофагов, поэтому количество публикаций о биологии и практиче-
ском использовании фагов для разработки ряда современных передовых технологий постоян-
но возрастает [1]. В связи с увеличением доступности методов секвенирования нового поколе-
ния количество секвенированных геномов бактериофагов растет в геометрической прогрессии. 
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Большинство публикаций посвящено медицинским аспектам использования бактериофагов, тем 
не менее их применение в качестве основы средств защиты от бактериозов в растениеводстве, 
животноводстве, рыбоводстве, при хранении пищевых продуктов также представляется весьма 
актуальным. Так, в Институте микробиологии НАН Беларуси создано новое направление по изо-
ляции и изучению бактериофагов фитопатогенных бактерий с целью разработки биологических 
средств защиты растений и животных от болезней бактериальной этиологии. В рамках указан-
ного направления разработана технология получения биопестицида «Мультифаг» для борьбы  
с фитопатогенными бактериями Pseudomonas syringae – возбудителями целого ряда вредонос-
ных заболеваний сельскохозяйственных культур [2]. 

Целью настоящей работы являлся анализ нуклеотидной последовательности генома бактерио-
фага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д ‒ одного из активных штаммов, входящих в состав био-
пестицида «Мультифаг». 

Объекты и методы исследования. Объектом исследования являлся бактериофаг Pseudomonas 
phage БИМ BV-45 Д, выделенный из листьев плодовых растений и депонированный в Белорус- 
ской коллекции непатогенных микроорганизмов.

Для получения фаголизата использовали питательный бульон на основе гидролизата киль-
ки (ГРМ-бульон). В колбу со свежей стерильной средой вносили 10 % 16‒18-часовой культуры  
индикаторного штамма бактерий Pseudomonas helmanticensis БИМ В-582 Д (ОП590 – 1,0‒1,2)  
и инкубировали на качалке в течение 1‒3 ч для получения культуры в логарифмической стадии 
роста (ОП590 – 0,6‒0,7). Далее бактерии заражали бактериофагом Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д 
с множественностью инфекции 1:100. Через 1,5‒2 ч совместного культивирования фага с бакте-
рией происходило просветление культуры (ОП590 – 0,2), которое свидетельствовало о размноже-
нии фага и лизисе бактериальной культуры. Полученный фаголизат центрифугировали в течение 
30 мин при 6000 g для удаления остатков бактерий.

Для выделения ДНК фага очищенный фаголизат центрифугировали при 24 000 g в течение  
2 ч для осаждения фаговых частиц. Супернатант сливали, осадок ресуспендировали в SM-буфере 
и пропускали через фильтры с диаметром пор 0,22 мкм (GVS, США). К фильтрату добавляли  
ДНКазу I и РНКазу A (ThermoFisher Scientific, США), инкубировали 30 мин при 37 ºС. После инак-
тивации ферментов в течение 10 мин при 65 ºС добавляли 30 %-ный раствор полиэтиленгликоля 
(Mr = 6000) и оставляли на ночь при 4 ºС для лучшего осаждения фаговых частиц. Далее раствор 
центрифугировали при 12 000 g в течение 5 мин и из полученного осадка с помощью коммер-
ческого набора Bacteria DNA Preparation Kit (Jena Bioscience, Германия) выделяли нуклеиновые 
кислоты согласно инструкции производителя. Концентрацию выделенной ДНК фага определяли 
с помощью спектрофотометра NanoPhotometrR P-Class P 330 (Implen GmbH, Германия).

Для приготовления библиотек ДНК использовали набор реактивов NEBNext DNA Library Prep 
Kit for Illumina® (New England Biolabs, США). Высокопроизводительное определение нуклео- 
тидных последовательностей осуществляли на приборе MiSeq (Illumina), используя комплект 
реактивов MiSeq Reagent Kit v3 (Illumina). Качественный и количественный анализ полученных 
прочтений проводили с помощью программы FastQC [3]. Для фильтрования полученных на сек-
венаторе MiSeq fastq-файлов по размеру и длине использовали программу Trimmomatic-0.39 [4], 
для парного выравнивания последовательностей с целью их сравнения ‒ пакет программ Blast [5] 
и базу данных GenBank [6]. Прочтения, полученные на приборе MiSeq, собирали до контигов  
с помощью программы SPAdes 3.14.1 [7]. Для выравнивания прочтений относительно референсной 
последовательности использовали программу Bowtie2 v2.4.2 [8], для визуализации выравненных 
прочтений относительно референсной последовательности ‒ программу Tablet v. 1.19.09.03 [9].

Аннотацию нуклеотидной последовательности и сходство аминокислотых последовательно- 
стей белков с таковыми других фагов оценивали с помощью программ PHIRE [10], BPROM [11], 
ARNold [12], Standard Protein BLAST [13], а анализ возможных функций проводили по поиску  
консервативных доменов с использованием программ InterProScan [14], NCBI Conserved Domain  
Search [15]. Графическое изображение генетической карты фага получали с помощью программы  
SnapGene Viewer 3.2.1 [16]. Попарное сравнение полных последовательностей геномной ДНК  
фагов рода Bifseptvirus осуществляли с помощью tBLASTx, визуализированных при использо- 
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вании программы ViPTree [17]. Нуклеотидная последовательность генома фага Pseudomonas 
phage БИМ BV-45 Д депонирована в ГенБанк Национального центра биотехнологической инфор-
мации США (NCBI) под регистрационным номером MT094430.

Результаты и их обсуждение. Бактериофаг Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д изолирован  
из листьев яблони, характеризуется широким спектром литической активности в отношении бак-
терий Pseudomonas caricapapayae БИМ В-239, Pseudomonas syringae БИМ В-240, Pseudomonas 
syringae БИМ В-268, Pseudomonas syringae БИМ В-1229, Pseudomonas syringae БИМ В-1140, 
Pseudomonas syringae БИМ В-1144, Pseudomonas fluorescens БИМ В-147, Pseudomonas fluorescens  
БИМ В-158, Pseudomonas frederiksbergensis БИМ В-159, Pseudomonas putida БИМ В-1142, Pseudo- 
monas helmanticensis БИМ В-582 Д.

Анализ генома показал, что, согласно принятой систематике вирусов, исследуемый фаг отно-
сится к роду Bifseptvirus семейства Autographiviridae, порядка Caudovirales, класса Caudoviricetes, 

Рис. 1. Геном бактериофага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д:       (Пр) – промотор, узнаваемый сигма-фактором  
(ϭ70) бактериальной РНК-полимеразой;      (ПТП ) – прямые терминальные повторы;          – белки, отвечающие  

за копирование вирусного генетического материала;          – составные белки капсида и отростка; 
         – белки, обеспечивающие лизис клетки-хозяина;          ‒  гипотетические белки

Fig. 1. Pseudomonas phage BIM BV-45 D genome:      (Pr) – promoter, recognizable sigma factor (ϭ70)  
of bacterial RNA polymerase,       (DTR ) – direct terminal repeats,           – proteins responsible for copying  
viral genetic material,          – constituent proteins of the capsid and process,          – host cell lysis proteins, 

         – hypothetical proteins
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типа Uroviricota, царства Heunggongvirae, реалма Duplodnaviria. В базе данных Taxonomy Virus 
NCBI на сегодняшний день зарегистрировано только три бактериофага, относящиеся по таксо-
номии к новому роду Bifseptivirus: изучаемый нами фаг Pseudomonas phage BIM BV-45 Д и ранее 
зарегистрированные Pseudomonas phage Andromeda и Pseudomonas phage Bf7. 

Бактериофаг Pseudomonas phage Andromeda изолирован ирландскими учеными из р. Лаган 
(Белфаст, Северная Ирландия), бактерия-хозяин – Pseudomonas syringae pv. syringae Van Hall. 
Выявлено, что геном этого фага представлен двухцепочечной молекулой ДНК размером 40 008 п. н.  
(содержание ГЦ-пар – 58,23 %) и имеет 46 открытых рамок считывания [18]. Бактериофаг Pseudo- 
monas phage Bf7 выделен венгерскими исследователями, бактерия-хозяин – Pseudomonas tolaasii 
LMG 2342T. Полный геном бактериофага Вf7 составляет 40 058 п. н. (46 открытых рамок считы-
вания) и представлен двуцепочечной ДНК (содержание ГЦ-пар – 58,4 %). Характеризуется ши- 
роким спектром литической активности в отношении 16 штаммов бактерий рода Pseudomonas 
(P. tolaasii, P. reactans, P. agarici, P. cichorii, P. fluorescens (II, III и IV биовары), P. poae, P. putida,  
P. rhizosphaerae) [19].

Изучаемый нами фаг Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д способен лизировать 11 штаммов 
бактерий рода Pseudomonas, его геном представлен линейной двухцепочечной ДНК размером 
40 383  п. н. (среднее содержание ГЦ-пар – 58 %), имеет 46 открытых рамок считывания, в том 
числе 13, определяющих синтез известных белков, и 33 гипотетических полипептида, выявляе-
мых в геномах близкородственных фагов (рис. 1).

В геноме фага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д выявлено 4 регуляторные последователь-
ности, характерные для бактериальных генов, узнавание которых обеспечивается сигма-факто-
ром (σ70) РНК-полимеразы. Специфических фаговых промоторов у фага не обнаружено. Анализ 
генома Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д показал отсутствие известных генов, ответственных  
за лизогенный цикл, что свидетельствует о литической природе фага.

Сравнение последовательности аминокислотных остатков белков фага Pseudomonas phage 
БИМ BV-45 Д с другими геномами выявило сходство на 95‒100 % с аминокислотными последо- 
вательностями бактериофага Pseudomonas phage Andromeda (KX458241, NC_031014) и на 80‒97 % –  
с фагом Pseudomonas phage Bf7 (JN991020, NC_016764) (см. таблицу, рис. 2).

Все указанные в таблице предполагаемые белки можно разделить на две группы по степе-
ни сходства с фагом Pseudomonas phage Andromeda. К первой группе относятся ДНК-хеликаза; 
ДНК-полимераза; Т3/Т7 РНК-полимераза; белок, соединяющий головку фага с отростком; основ-
ной белок капсида; тубулярные белки А и В отростка и внутренний белок вириона (сходство на 
98‒100 %), к второй – ДНК-праймаза, экзонуклеаза, ДНК-лигаза, лизоцим (сходство на 95‒97 %).

Рис. 2. Попарное сравнение полных последовательностей геномной ДНК фагов рода Bifseptvirus  
с помощью tBLASTx, визуализированных при использовании сервера ViPTree

Fig. 2. Pairwise comparison of complete genomic DNA sequences of phages of the genus Bifseptvirus using tBLASTx, 
visualized with the ViPTree server
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Степень сходства генетических детерминант фага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д, определяющих  
синтез белков с известной функцией с детерминантами фагов из базы данных RefSeq Select proteins NCBI
The degree of similarity of genetic determinants of the Pseudomonas phage BIM BV-45 D encoding the synthesis  

of proteins with a known function, and phage determinants from the RefSeq Select proteins NCBI database

Номер локуса Предполагаемый белок Фаги со схожими аминокислотными последовательностями белка Степень сходства, %

16 ДНК-праймаза Pseudomonas phage Andromeda 96,33
Pseudomonas phage Bf7 86,90

17 ДНК-хеликаза
Pseudomonas phage Andromeda 98,75

Pseudomonas phage Bf7 96,25

19 ДНК-полимераза
Pseudomonas phage Andromeda 99,49

Pseudomonas phage Bf7 90,26

21 Экзонуклеаза
Pseudomonas phage Andromeda 95,45

Pseudomonas phage Bf7 86,06

22 ДНК-эндонуклеаза
Pseudomonas phage Polly C 62,70
Xanthomonas phage XAJ24 52,38

26 ДНК-лигаза
Pseudomonas phage Andromeda 96,63

Pseudomonas phage Bf7 82,15

27 Т3/Т7 РНК полимераза
Pseudomonas phage Andromeda 99,38

Pseudomonas phage Bf7 96,76

31 Белок, соединяющий головку 
фага с отростком

Pseudomonas phage Andromeda 99,60
Pseudomonas phage Bf7 89,60

33 Основной белок капсида Pseudomonas phage Andromeda 98,78
Pseudomonas phage Bf7 91,79

34 Тубулярный белок А отростка Pseudomonas phage Andromeda 99,03
Pseudomonas phage Bf7 91,26

35 Тубулярный белок В отростка Pseudomonas phage Andromeda 100,0
Pseudomonas phage Bf7 94,47

38 Внутренний белок вириона Pseudomonas phage Andromeda 98,79
Pseudomonas phage Bf7 90,24

45 Лизоцим Pseudomonas phage Andromeda 94,64
Pseudomonas phage Bf7 79,76

Последовательность аминокислотных остатков ДНК-эндонуклеазы (ген 22) не была иден-
тична последовательностям, описанным для фага Pseudomonas phage Andromeda, но имела 
сходство (на 63 %) с белком фага Pseudomonas phage PollyC (MG775261), относящегося к роду 
Pollyceevirus. Полученные данные позволяют предположить, что мозаичная структура генома 
фага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д обусловлена рекомбинационными перестройками между 
вышеупомянутыми фагами.

Заключение. В результате анализа полной нуклеотидной последовательности бактериофага 
Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д, входящего в состав биопестицида «Мультифаг», установлено,  
что его геном представлен линейной двухцепочечной ДНК размером 40 383  п. н. (среднее содер-
жание ГЦ-пар составило 58 %), имеет 46 открытых рамок считывания, в том числе 13, опреде-
ляющих синтез известных белков, выявляемых в геномах близкородственных фагов. В геноме 
фага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д также выявлено 4 регуляторные последовательности, ха-
рактерные для бактериальных генов, узнавание которых обеспечивается сигма фактором (σ70)  

РНК-полимеразы. Специфических фаговых промоторов не обнаружено. Анализ генома Pseudo- 
monas phage БИМ BV-45 Д показал отсутствие известных генов, ответственных за лизогенный 
цикл. Установлена идентичность большинства аминокислотных последовательностей белков 
фагов Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д и Pseudomonas phage Andromeda (на 95‒100 %), тогда 
как аминокислотная последовательность ДНК-эндонуклеазы (ген 22) имеет сходство (на 63 %) 
с аналогичным белком фага Pseudomonas phage PollyC. Полученные данные позволяют пред-
положить, что мозаичная структура генома фага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д обусловлена 
рекомбинационными перестройками между вышеупомянутыми фагами.
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УРОВЕНЬ СВОБОДНЫХ АМИНОКИСЛОТ И ИХ МЕТАБОЛИТОВ  
В МИКРОБНО-ТКАНЕВОМ КОМПЛЕКСЕ ТОНКОГО КИШЕЧНИКА  

И ПЕЧЕНИ В УСЛОВИЯХ ВВЕДЕНИЯ АЦЕТАТА СВИНЦА5

Аннотация. Известно, что инициирующим событием повреждения печени при свинцовой интоксикации явля-
ется воздействие ацетата свинца на микробиом кишечника и метаболический профиль энтероцитов. 

Цель исследования ‒ выявление зависимости концентраций свободных аминокислот и их производных в печени 
от аминокислотного фонда микробно-тканевого комплекса тонкого кишечника в условиях свинцовой интоксикации.

В работе были использованы крысы массой 120‒140 г, которым внутрижелудочно в течение 3 недель с питьевой 
водой вводили ацетат свинца. Методом высокоэффективной жидкостной хроматографии определяли содержание 
свободных аминокислот и их азотсодержащих метаболитов в микробно-тканевом комплексе кишечника и печени.

Установлено, что энтеральное поступление ацетата свинца с питьевой водой изменяет профиль свободных ами-
нокислот и их производных в микробно-тканевом комплексе тонкого кишечника, что коррелирует с нарушением 
гомеостаза аминокислот в печени. Анализ корреляционных связей определяемых нами показателей указывает на су-
щественную роль азотсодержащих метаболитов аминокислот – этаноламина и фосфоэтаноламина, таурина, а также 
цистатионина в обеспечении антиоксидантной защиты клеток тканей в условиях свинцовой интоксикации.

Таким образом, направленность корреляционных взаимоотношений между различными азотсодержащими мета-
болитами микробно-тканевого комплекса и печени можно рассматривать как показатель дискоординации гомеостаза.

Ключевые слова: свободные аминокислоты, азотсодержащие метаболиты, тонкий кишечник, микробно-ткане-
вой комплекс, печень
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AMINO ACID BALANCE OF MICROBIAL-TISSUE COMPLEX IN THE SMALL INTESTINAL  
AND LIVER UNDER ADMINISTRATION OF LEAD ACETATE

Abstract. It is known that the initiating event of liver damage during lead intoxication is the effect of lead on the intesti-
nal microbiome and the metabolic profile of enterocytes. The aim of the study was to reveal the dependence of the concentra-
tions of free amino acids and their derivatives in the liver on the amino acid pool of the microbial-tissue complex of the small 
intestine. 

We used rats weighing 120‒140 g, which were injected intragastrically for three weeks with drinking water with lead 
acetate. Free amino acids and their nitrogen-containing metabolites in the microbial-tissue complex of the intestine and liver 
were determined by HPLC. 

Enteral intake of lead acetate with drinking water changes the profile of free amino acids and their derivatives in the 
microbial-tissue complex of the small intestine, which correlates with a violation of amino acid homeostasis in the liver. The 
analysis of the correlations of the indicators we determined indicates the essential role of nitrogen-containing metabolites  
of amino acids ‒ ethanolamine and phosphoethanolamine, taurine, and cystathionine.

The direction of the correlation relationship between various nitrogen-containing metabolites of the microbial-tissue 
complex and the liver can be considered as marker of discoordination of homeostasis. 

Keywords: free amino acids, nitrogen-containing metabolites, intestines, microbial-tissue complex of the small intes-
tine, liver
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Введение. Среди наиболее опасных техногенных загрязнителей окружающей среды приори-
тетное положение занимают неорганические и органические соли свинца. Желудочно-кишечный 
тракт непосредственно подвергается воздействию катионов свинца на этапе их поступления  
в организм с вдыхаемым воздухом, водой и пищевыми продуктами, заглатываемыми со слюной. 
Металлокомплекс свинца с белками проникает через основную мембрану в соответствующую 
слизистую пластинку тонкого кишечника и далее в кровеносные сосуды [1‒4]. Затем кровь, со-
держащая катионы свинца, из тонкого кишечника по воротной вене попадает в печень. Свинец 
частично метаболизируется, и в гепатоцитах печени образуются сложные соединения с желчью 
и таурохолевой кислотой. Таким образом, в этой форме он повторно выделяется в просвет тон-
кого кишечника с током желчи. Часть свинца обычно удаляется вместе с фекалиями, а другая 
часть снова всасывается, обеспечивая печеночно-кишечную рециркуляцию. Ткань печени явля-
ется главной мишенью окислительного стресса, вызванного поступлением свинца в организм. 
При внутрибрюшинном его введении в гепатоцитах уменьшается активность супероксиддисму-
тазы и каталазы, снижается уровень глутатиона [5]. 

Печень – центральный метаболический орган, основное место обмена аминокислот и синтеза 
белков плазмы крови. Свободные аминокислоты поступают в печень по воротной вене из тонко-
го кишечника, а также по венозной сети из толстого кишечника. Одновременно аминокислотный 
фонд печени формируют аминокислоты, образующиеся при катаболизме эндогенных белков  
(в первую очередь белков скелетных мышц), а также собственных белков клеток печени [6, 7].  

Цитотоксическое действие соединений свинца обусловлено взаимодействием свинца с кар-
боксильными и фосфатными группами биополимеров, способностью связывать и блокировать 
активность ферментов и тиоловых групп аминокислот, азотистыми основаниями и нуклеоти-
дами (особенно цитидином), а также вытеснять из активных центров ферментов двухвалентные 
катионы. В результате индуцированного катионами свинца окислительного стресса происходит 
повреждение митохондриальной и плазматической мембран, а также макромолекул, включая 
ДНК [8]. В развитии мембранотропного действия свинца важны явления «молекулярной мими-
крии» (организм распознает свинец как Ca2+, Mg2+, Fe2+ или как одновалентные катионы, например 
Na+) [9, 10]. Длительное поступление в организм ацетата свинца, даже в относительно нетоксич-
ных концентрациях, приводит к нарушению функции адаптационных, барьерных, детоксикаци-
онных и выделительных систем [11, 12].

Очевидно, что «входными воротами» для токсинов (свинец) является желудочно-кишечный 
тракт, где важную роль помимо энтероцитов, энтероэндокринных клеток и клеток иммунной 
системы, пищеварительных ферментов и секретов играет микробиом кишечника. В результате  
формируется микробно-тканевой комплекс тонкого кишечника, который представляет собой 
единую морфофункциональную систему, объединяющую кишечную микрофлору, кишечный 
барьер, муцины, гликокаликс, энтероциты, другие клеточные элементы (в том числе продуциру-
ющие различные гормоны и биологически активные соединения). Эта система функционирует 
по принципу взаимосвязи «ось кишечник‒печень», определяющую направленность регуляции 
гомеостатических параметров организма [13‒15]. 

Важное значение для физиологии и биохимии кишечного барьера имеют компоненты меж-
клеточного матрикса стромы слизистой оболочки кишечника с питающими ее сосудами, лимфо-
идными фолликулами, клетками APUD-системы и окончаниями энтеральной нервной системы. 
Свободные аминокислоты, которые генерирует в том числе микрофлора, поступают в клетки  
из просвета кишечника в процессе расщепления пищевых и эндогенных белков. Кроме того, воз-
действуя на окончания энтеральной нервной системы, они обеспечивают прямую связь кишеч-
ник‒мозг [16]. 

Свинец, как и другие соли тяжелых металлов, вытесняет эссенциальные микроэлементы  
и влияет на метаболизм бактерий, что провоцирует возникновение дисбиоза, в результате чего 
изменяется синтез эссенциальных регуляторных нутриентов – короткоцепочечных жирных кис-
лот (бутирата, пропионата, ацетата), незаменимых аминокислот, некоторых витаминов (в част-
ности, никотиновой кислоты) и других биоактивных соединений. Эти соединения, поступая в крово-
ток, играют важную роль в формировании гомеостаза хозяина [12, 17].
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В результате изменяются структура пула свободных аминокислот в тканях и концентрация 
отдельных аминокислот в печени (вызванные последующей интенсификацией процессов пище-
варения, аутолиза собственных белков, гормональными и метаболическими колебаниями), что, 
очевидно, оказывает существенное воздействие на интенсивность транспортных и/или метабо-
лических процессов в гепатоцитах [18].

Таким образом, инициирующим событием повреждения печени при свинцовой интоксика-
ции является воздействие ацетата свинца на микробиом кишечника и метаболомику микроб-
но-тканевого комплекса кишечника. От степени и глубины изменений в этом комплексе будет  
в последующем зависеть скорость и интенсивность поражения ткани печени [19].

Целью исследования являлось выявление зависимости концентраций свободных аминокис-
лот и их производных в печени от изменений аминокислотного фонда микробно-тканевого ком-
плекса тонкого кишечника в условиях свинцовой интоксикации.

Материалы и методы исследования. В эксперименте были использованы 30 беспородных 
крыс массой 120‒140 г. Животные находились на стандартном рационе вивария и имели свобод-
ный доступ к пище и воде. Все опыты проведены с учетом «Правил проведения работ с использова-
нием экспериментальных животных». На данное исследование получено разрешение Комитета 
по биомедицинской этике Гродненского государственного медицинского университета. 

Животные были разделены на две группы ‒ контрольную и опытную. Крысы опытной груп-
пы в течение 3 недель получали с питьевой водой ацетат свинца (в суммарной дозе 420 мг/кг, что 
составило 65 % от LD50). Декапитацию животных осуществляли через сутки после последнего 
поступления ацетата свинца в организм. Для анализа использовали печень и микробно-ткане-
вой комплекс тонкого кишечника. Образцы тканей для определения свободных аминокислот за-
бирали и замораживали в жидком азоте. Для количественной и качественной идентификации 
свободных аминокислот и их дериватов использовали метод обращенно-фазовой высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с изократическим элюированием и детектирова-
нием по флуоресценции (231/445 нм), для определения содержания ароматических аминокислот 
(тирозина и триптофана) ‒ метод ион-парной ВЭЖХ с детектированием по природной флуорес-
ценции (280/320 нм для тирозина и 280/340 нм для триптофана). Все определения осуществляли  
с помощью хроматографической системы Agilent 1100, прием и обработку данных – с помощью 
программы Agilent ChemStation A10.01. Все полученные данные были подвергнуты статистической 
обработке. Для анализа данных использовали пакет программ Statistica 6.0.437.0 (серийный номер 
31415926535897) и Microsoft Excel 2002 (10.2701.2625) (серийный номер 54521-750-6140064-17384), 
для корреляционного анализа ‒ коэффициент корреляции (r) Спирмена.

Результаты и их обсуждение. Энтеральное поступление ацетата свинца с питьевой водой 
существенно не изменяет в микробно-тканевом комплексе тонкого кишечника крыс суммарное 
содержание протеиногенных аминокислот и азотсодержащих производных. Однако анализ ин-
дивидуальных концентраций показал достоверное уменьшение их азотсодержащих метаболи-
тов ‒ гидроксилизина (р = 0,0003), цистатионина (р = 0,0003) и таурина (р = 0,04) (табл. 1). 

Известно, что таурин играет важную роль в стабилизации клеточных мембран, модуляции 
внутриклеточного уровня ионов кальция, осморегуляции, детоксикации, клеточной дифферен-
циации и росте. Поэтому очевидно, что снижение его уровня свидетельствует об отвлечении 
метаболитов от пути транссульфирования (цистеин, цистатионин) для синтеза основного анти-
оксиданта клеток – глутатиона, т. е. направлено на обеспечение антиоксидантной защиты клеток 
тканей в условиях свинцовой интоксикации [17, 20, 21]. Еще одной причиной уменьшения коли-
чества таурина в энтероцитах может быть торможение транспорта экзогенного таурина вслед-
ствие токсического действия катионов свинца на белок-транспортер таурина [20, 21].

Достоверное снижение концентрации цистатионина приводило к повышению метаболиче-
ского индекса серин/цистатионин (р = 0,01), что отражает изменения метаболизма серосодер-
жащих аминокислот-предшественников – метионина и цистеина. Серин является предшествен-
ником цистеина (внутриклеточного переносчика серы), а также соединением, активно участву-
ющим в одноуглеродном обмене [22]. Одновременно в микробно-тканевом комплексе тонкого 
кишечника обнаружено увеличение концентраций глицина (р = 0,02), глутатиона (р = 0,007)  
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и цитруллина (р = 0,05). Глицин участвует в многочисленных реакциях одноуглеродного обме-
на, является предшественником глутатиона и одновременно тормозным нейромедиатором для 
клеток нервной системы [21]. Метаболизм цитруллина в кишечнике тесно сопряжен с образова-
нием аргинина, являющегося предшественником оксида азота [23, 24]. 

Известно, что при содержании метионина выше физиологической концентрации (несмотря 
на его незаменимость для организма, он является токсичной аминокислотой вследствие способ-
ности образовывать гомоцистеин) скорость метаболических процессов резко изменяется и клет-
ка переключается на превращение избытка метионина в цистеин, а затем в трипептид глутати-
он [9, 12, 21]. Можно предположить, что это результат истощения компенсаторных механизмов, 
включающих основные антиоксиданты клетки, принимающие активное участие в защите бел-
ков и липидов мембран. 

Повышение внутриклеточного пула восстановленного глутатиона можно рассматривать как 
адаптивный механизм, защищающий плазматические и клеточные мембраны от действия пере-
кисей и свободных радикалов, образующихся в клетках под влиянием ионов свинца [8, 17, 18, 21]. 

Кроме того, выше контрольных значений регистрировались уровни α-аминомасляной кис-
лоты (р = 0,05), которая является продуктом окислительной деградации некоторых аминокис-
лот [5, 12]. Увеличение концентраций фосфоэтаноламина (р = 0,04) и этаноламина (р = 0,004)  
(табл. 1), вероятно, обусловлено воздействием катионов свинца на процессы образования основ-
ных мембранных фосфолипидов ‒ фосфатидилэтаноламина и фосфатидилсерина в энтероцитах 
тонкого кишечника. Известно, что повышение продукции фосфоэтаноламина снижает активность  
кальциевых каналов вследствие изменения электрохимических свойств плазматических мембран, 
которое может быть направлено на уменьшение негативных последствий поступления ацетата 
свинца в клетки [22]. 

Т а б л и ц а 1. Изменение концентраций свободных аминокислот, азотсодержащих метаболитов  
и метаболических индексов в микробно-тканевом комплексе тонкого кишечника крыс,  

получавших ацетат свинца (суммарная доза 420 мг/кг), нмоль/г, Мe (25 %; 75 %)

T a b l e 1. Change in the concentrations of free amino acids, nitrogen-containing metabolites and metabolic 
 indices in the microbial-tissue complex of the small intestine of rats treated with lead acetate  

(total dose 420 mg / kg), nmol/g, Iu (25 %; 75 %)

Изучаемый показатель Контроль Ацетат свинца

Глицин 768,3 (640,7; 1085) 1199 (1033; 1614)*

Глутатион 1864 (1747; 2021) 3372 (2486; 3713)*

Цитруллин 81,0 (51,34; 114,0) 124,6 (106,4; 169,6)*

Фосфоэтаноламин 588,6 (388,1; 926,7) 897,4 (729,5; 1262)*

Таурин 5858 (5447; 7078) 5405 (4542; 5728)*

α-Аминомасляная кислота 6,0 (4,49; 8,75) 9,3 (8,04; 10,62)*

Этаноламин 285,4 (246,3; 305,9) 357,7 (322,9; 423,7)*

Цистатионин 70,2 (62,21; 74,89) 37,1 (34,66; 45,32)*

Гидроксилизин 201,8 (182,9; 2300) 97,6 (91,15; 99,11)*

Индекс серин/цистатионин 7,6 (6,32; 8,05) 15,7 (14,13; 16,80)*

Индекс аргинин/орнитин 2,0 (1,73; 2,38) 1,5 (1,23; 1,66)*

П р и м е ч а н и е.  Здесь и в табл. 2: * ‒ достоверность различий (p < 0,05) по сравнению с контролем.

Снижение индекса аргинин/орнитин (р = 0,03), который в печени отражает катаболизм арги-
нина в орнитиновом цикле с образованием мочевины (вероятно, вследствие активации синтеза 
полиаминов как маркеров и регуляторов пролиферации энтероцитов), может свидетельствовать 
о стимуляции аргиназного пути в клетках тонкого кишечника [23, 24].

В печени в результате длительного поступления ацетата свинца с питьевой водой достоверно 
увеличивались суммарное количество азотсодержащих производных и метаболитов аминокис-
лот (на 17 %, р = 0,03), сумма протеиногенных аминокислот (на 11 %, р = 0,03), сумма заменимых  
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аминокислот (на 10 %, р = 0,02), сумма ароматических аминокислот (ААК: тирозин, метионин, 
триптофан) (на 25 %, р = 0,04). Последнее имело место за счет повышения уровня тирозина  
(на 34 %, р = 0,01), что отразилось и на снижении индекса АРУЦ/ААК (на 8 %, р = 0,01) (АРУЦ: 
валин, лейцин, изолейцин ‒ сумма аминокислот с разветвленной углеродной цепью) (табл. 2).

Т а б л и ц а 2. Изменение содержания свободных аминокислот и их производных и метаболических индексов,  
в печени крыс, получавших ацетат свинца (суммарная доза 420 мг/кг), нмоль/г, Мe (25 %; 75 %)

T a b l e 2. Changes in the concentrations of free amino acids, nitrogen-containing metabolites and metabolic indices 
in the liver of rats treated with lead acetate (total dose 420 mg / kg), nmol/g, Iu (25 %; 75%)

Изучаемый показатель Контроль Ацетат свинца

Глутамат 2129 (1829,6; 2288) 2701 (2448,71; 2900,74)*

Аспарагин 53,6 (46,10; 78,89) 93,9 (79,52; 96,93)*

Серин 999,8 (962,1; 1152) 846,8 (639,29; 974,43)*

Глицин 886,8 (758,3; 1271) 1865 (1520,19; 2059,37)*

Сумма заменимых аминокислот 11795 (10914; 12447) 13011 (12575,74; 14272,24)*

Тирозин 66,1 (61,12; 71,07) 88,4 (72,62; 96,76)*

Треонин 469,7 (389,5; 508,6) 209,9 (103,04; 326,74)*

Сумма ароматических аминокислот 168,9 (160,2; 195,4) 210,9 (193,05; 222,02)*

Цистеиновая кислота 11,7 (10,87; 12,26) 14,0 (12,48; 20,33)*

Глутатион 5153 (4464; 5392) 5873,9 (5416,09; 8371,34)*

Фосфоэтаноламин 439,6 (286,4; 692,8) 1034,5 (671,72; 1346,93)*

β-Аминомасляная кислота 3,4 (3,02; 4,03) 5,2 (4,05; 10,42)*

γ-Аминомасляная кислота 38,1 (36,54; 43,69) 51,8 (45,27; 59,44)*

Этаноламин 99,2 (91,98; 101,3) 146,7 (132,05; 153,11)*

Цистатионин 115,3 (106,5; 158,6) 199,3 (130,82; 270,01)*

Гидроксилизин 43,1 (37,29; 45,34) 76,8 (71,88; 83,62)*

Сумма азотсодержащих производных 7418 (6560; 8001) 9383 (8663,59; 10838,37)*

Индекс АРУЦ/ААК 2,7 (2,65; 2,87) 2,5 (2,35; 2,61)*

Индекс глутамин/глутамат 0,4 (0,41; 0,45) 0,6 (0,44; 0,72)*

При анализе индивидуальных концентраций свободных аминокислот выявлено повышение 
уровней протеиногенных заменимых аминокислот аспарагина (на 75 %, р = 0,01), глицина (в 2,1 раза, 
р = 0,002), глутамата (на 27 %, р = 0,006) и одновременно снижение уровней треонина (на 55 %, 
р = 0,004) и серина (на 15 %, р = 0,02). 

Глутаминовая кислота участвует, с одной стороны, в процессах переаминирования аланина 
и аспартата, а с другой – в межорганном транспорте азота, являясь в то же время предшествен-
ником основного клеточного антиоксиданта – глутатиона. Увеличение концентрации свободно-
го глицина, вероятно, указывает на нарушение использования этой аминокислоты в фолатном 
цикле и других реакциях одноуглеродного метаболизма (обмен глицина в клетке тесно сопря-
жен с метаболизмом серина, а значит, и с обменом серосодержащих аминокислот) [25]. 

Таким образом, комплексный анализ показателей, характеризующих статус свободных ами-
нокислот в микробно-тканевом комплексе тонкого кишечника и печени крыс показывает, что 
длительное поступление ацетата свинца с питьевой водой различным образом влияет на мета-
болизм аминокислот и азотсодержащих производных в этих тканях. Воздействие ацетата свинца 
оказывает существенное влияние на формирование фонда серосодержащих аминокислот и ме-
таболически родственных соединений. В то же время катионы свинца обладают мембранотроп-
ным эффектом, повышая концентрации этаноламина и фосфоэтаноламина и, таким образом, из-
меняя интенсивность синтеза фосфолипидов в энтероцитах тонкого кишечника, что опосредо-
ванно влияет на транспорт нутриентов в энтероциты [7, 8]. 

Очевидно, что поступление ацетата свинца с питьевой водой в организм животных в течение 
3 недель в суммарной дозе 420 мг/кг приводит к аминокислотному дисбалансу в гепатоцитах.  
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В результате повышается общее содержание протеиногенных аминокислот (главным образом за 
счет повышения уровней заменимых аминокислот глутамата и глицина, а также ароматической 
аминокислоты – тирозина) и суммы азотсодержащих производных аминокислот. При этом от-
мечается снижение соотношения протеиногенные/азотсодержащие метаболиты аминокислот 
(р = 0,01) и увеличение индекса АРУЦ/ААК (р = 0,01), что свидетельствует о токсическом по-
ражении печени.

Т а б л и ц а 3. Отдельные коэффициенты ранговой корреляции Спирмена между аминокислотами  
и их производными, выделенными из микробно-тканевого комплекса тонкого кишечника  

и печени животных контрольной группы и животных, получавших ацетат свинца с питьевой водой  
в течение 3 недель (кишечник‒печень)

T a b l e 3. Separate coefficients of Spearman’s rank correlation between amino acids and their derivatives isolated 
from the microbial-tissue small intestine complex and the liver of the of the animals of control group and animals 

treated with lead acetate with drinking water for 3 weeks (intestine‒liver)

Контроль Коэффициент
корреляции Ацетат свинца (через 3 недели) Коэффициент

корреляции

Аспарагин‒глутамат 0,81 Глутамат‒глицин ‒0,82
Аспарагин‒аланин 0,75 Аспарагин‒глутамин 0,79
Орнитин‒фосфоэтаноламин ‒0,86 Метионин‒треонин 0,82

Фенилаланин‒метионин 0,90
Фенилаланин‒фенилаланин 0,90

Лизин‒тирозин 0,86
Лизин‒валин 0,86

Лизин‒изолейцин 0,86
Лизин‒лейцин 0,86

Лизин‒сумма АРУЦ 0,86
Сумма серосодержащих аминокислот‒цистатионин 0,75

Таурин‒глутатион 0,75
Таурин‒цитруллин 0,75

Этаноламин‒глутатион 0,96
Этаноламин‒цитруллин 0,96

Корреляционный анализ между содержанием протеиногенных аминокислот и азотсодержа-
щих метаболитов в микробно-тканевом комплексе тонкого кишечника и гепатоцитах животных 
контрольной группы показал наличие положительной корреляционной связи между концентра-
циями аспарагина и глутамата, аспарагина и аланина и отрицательной связи между уровнями 
орнитина и фосфоэтаноламина (табл. 3). В то же время в опытной группе число корреляций меж-
ду азотсодержащими соединениями увеличилось в 5 раз, а кроме того, возникла отрицательная 
корреляционная связь между концентрациями глутамата и глицина. Наблюдаемая нами мета-
болическая ситуация в исследуемых тканях (микробно-тканевой комплекс тонкого кишечника 
и печень) после воздействия ацетата свинца указывает на существенные сдвиги, которые, веро-
ятно, инициируются в микробно-тканевом комплексе и находят свое отражение в метаболизме 
аминокислот в печени. Существенное различие корреляционных взаимосвязей между родствен-
ными азотсодержащими субстратами можно рассматривать как показатель дискоординации ме-
таболизма.

Заключение. Длительное поступление ацетата свинца с питьевой водой инициирует стати-
стически значимые изменения азотсодержащих метаболитов в микробно-тканевом комплексе 
тонкого кишечника, что инициирует последующие изменения аминокислотного обмена в печени.

В условиях длительного поступления катионов свинца через желудочно-кишечный тракт 
наиболее значимый вклад в формирование аминокислотного дисбаланса в гепатоцитах вносит 
изменение индивидуальных концентраций аспартата, глицина, глутатиона, фосфоэтаноламина, 
этаноламина, таурина, цистатионина.
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Изменения, регистрируемые в микробно-тканевом комплексе тонкого кишечника, могут быть  
обусловлены влиянием катионов свинца, нарушающих гидролиз экзогенных белков, транспорт 
аминокислот из просвета кишечника, а также прямым воздействием метаболитов микробиоты 
на энтероэндокринные и иммунные клетки кишечника, что модулирует количество аминокис-
лот, достигающих печени. 
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Н. Б. Павловский

Центральный ботанический сад НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь

ОЦЕНКА ЭКОЛОГИЧЕСКОЙ АДАПТИВНОСТИ СОРТОВ ГОЛУБИКИ 
ВЫСОКОРОСЛОЙ, ИНТРОДУЦИРОВАННЫХ В БЕЛАРУСИ6

Аннотация. На основании результатов 13-летних исследований урожайности 20 сортов голубики высокорослой 
и 3 сортов голубики полувысокорослой, интродуцированных в Беларуси из разных географических регионов мира, 
рассчитаны различные показатели адаптивности. Установлено, что сорта голубики высокорослой характеризуются 
значительной вариабельностью урожайности. В общую изменчивость урожайности сортов голубики преобладаю-
щий вклад (45,9 %) вносит взаимодействие факторов «сорт» и «год». Высокоурожайные и урожайные сорта голубики 
характеризуются большей генетической и экологической пластичностью, но слабой стрессоустойчивостью и низ-
кой стабильностью. По комплексу показателей адаптивности оцениваемые культивары голубики классифицированы  
на три группы: 1) высокоурожайные и урожайные сорта, пластичные, но нестабильно плодоносящие; 2) среднеуро-
жайные сорта, стабильно плодоносящие, характеризующиеся низкой и средней пластичностью; 3) низкоурожайные 
сорта, малопригодные для промышленного возделывания в условиях Беларуси.

Ключевые слова: голубика высокорослая Vaccinium corymbosum, интродукция, сорт, урожайность, адаптив-
ность, пластичность, стабильность, гомеостатичность, устойчивость, Беларусь
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EVALUATION OF ECOLOGICAL ADAPTABILITY OF BLUEBERRY CULTIVARS  
INTRODUCED IN BELARUS

Abstract. Based on the results of a 13-year study of the yield of 20 cultivars of highbush blueberry and 3 cultivars  
of half-highbush blueberry, introduced in Belarus from different geographical regions of the world, various indicators  
of adaptability were calculated. It has been established that tall blueberry cultivars are characterized by significant yield vari-
ability. The prevailing contribution to the overall yield variability of blueberry cultivars (45.9 %) was made by the interac-
tion of factors “cultivar × year”. High-yielding and yielding cultivars of blueberries are characterized by greater genetic and 
ecological plasticity, but weak stress resistance and low stability. According to the set of adaptability indicators, the assessed 
blueberry cultivars are classified into 3 groups: 1) high-yielding and yielding cultivars, plastic, but unstable fruiting; 2) me-
dium-yielding cultivars, stably fruiting, characterized by low and medium plasticity; 3) low-yielding cultivars unsuitable for 
industrial cultivation in Belarus.

Keywords: highbush blueberry Vaccinium corymbosum, introduction, cultivar, productivity, adaptability, plasticity, stability, 
homeostasis, stability, Belarus

For citation: Pavlovskiy N. B. Evaluation of ecological adaptability of blueberry cultivars introduced in Belarus. Vestsi 
Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnykh navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences 
of Belarus. Biological series, 2022, vol. 67, no. 2, pp. 206–218 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1029-8940-2022-67-2-206-218

Введение. Голубика высокорослая (Vaccinium corymbosum L.) – относительно новая, интроду- 
цированная в Беларуси ягодная культура, родиной которой является Северная Америка. В послед- 
ние годы голубика приобретает все большую популярность в промышленном и приусадебном  
садоводстве республики [1]. Выявление сортов этой культуры, характеризующихся высокой продук-
тивностью, экологической пластичностью и стабильностью при воздействии стресс-факторов 
новых условий среды, является одной из важнейших задач интродукционных исследований. 

Для оценки соответствия сорта условиям выращивания и его реакции на изменения этих ус-
ловий предложено использовать пластичность и стабильность сорта как меру онтогенетической 
адаптивности и гомеостатичности растений [2]. Под экологической пластичностью подразумева-

© Павловский Н. Б., 2022
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ется средняя реакция растительного таксона на изменение условий среды, под стабильностью –  
отклонение эмпирических данных в каждом условии среды от этой средней реакции [3]. 

Экологическую пластичность и стабильность сортов можно оценивать, используя такие при-
знаки, как морфометрические параметры растения, их устойчивость, содержание вещества и др. [3]. 
Одним из важнейших как с биологической, так и с хозяйственной точки зрения является репродук-
тивный критерий, так как в нем проявляется итог всей жизнедеятельности растения. В. А. Мед- 
ведев и А. А. Ильенко [4] подчеркивают, что показатель, отражающий результат жизнедеятельно-
сти растения, является объективной итоговой оценкой успешности интродукции, т. е. выходным 
параметром системы растение‒среда. По мнению этих авторов, именно выходные параметры 
системы позволяют судить о всех без исключения видах устойчивости, индуцированных всем 
комплексом стрессовых факторов, т. е. интегральным оценочным критерием итоговой оценки 
успешности интродукции. К тому же репродуктивный критерий обладает свойством прямой из-
меримости. Применительно к растениям голубики данный показатель отражает способность сорта 
в новых условиях среды формировать высокую и стабильную урожайность, являющуюся конеч-
ной целью интродукции ягодных растений. 

В настоящее время разработан ряд методических подходов и статистических показателей 
оценки экологической адаптивности генотипов различных сельскохозяйственных культур [2, 3, 5, 6]. 

Целью настоящих исследований являлась оценка экологической адаптивности сортов голу-
бики высокорослой по признаку «урожайность», а также выделение культиваров, сочетающих 
высокую продуктивность и экологическую адаптивность.  

Объекты, методика и условия исследования. Исследования проводились в течение 2004‒2016 гг.  
в отраслевой лаборатории интродукции и технологии нетрадиционных ягодных растений Цент- 
рального ботанического сада НАН Беларуси, расположенной в Ганцевичском районе Брестской 
области (N 52°74′, E 26°38′).  

Объектом исследований являлись интродуцированные из разных эколого-географических  
регионов мира растения 20 сортов голубики высокорослой: ‘Bluecrop’, ‘Blueray’, ‘Bluetta’, ‘Coville’, 
‘Croatan’, ‘Darrow’, ‘Duke’, ‘Earliblue’, ‘Hardyblue’, ‘Herbert’, ‘Jersey’, ‘Nelson’, ‘Patriot’, ‘Rubel’, 
‘Weymouth’ (США), ‘Reka’ (Новая Зеландия), ‘Bluerose’, ‘Carolinablue’, ‘Denise Blue’ (Австралия) 
и 3 сортов голубики полувысокорослой: ‘Northblue’, ‘Northcountry’, ‘Northland’ (США). В качестве 
стандарта был принят районированный в Беларуси и широко распространенный среднеспелый 
сорт ‘Bluecrop’. 

Насаждения голубики были созданы двулетними корнесобственными саженцами в 1999 г. 
Схема посадки растений – 2,0×1,5 м. Почва на участке торфяно-глеевая, мелиорированная, вер-
хового типа на пушицево-сфагновом торфе, подстилаемая рыхлым разнозернистым песком.  
Торф среднеразложившийся с 

2H OpH  4,5. Приствольная полоса насаждений замульчирована 
древесными опилками слоем 10 см и шириной 1 м. Междурядья содержались в естественном 
задернении. Насаждения были оборудованы системой орошения, которое использовалось в за-
сушливые периоды. Оценка сортов проводилась на естественном фоне, без защиты растений  
от вредных организмов.

Интродукционные исследования выполнены в соответствии с «Программой и методикой сорто-
изучения плодовых, ягодных и орехоплодных культур» [7]. 

Оцениваемый признак – урожайность ягод. Учет урожайности проводили ежегодно весовым 
способом [7]. Сбор плодов осуществляли в 2‒5 приема с каждого учетного растения по мере 
созревания ягод. Среднюю многолетнюю урожайность сортов голубики определяли с момента 
вступления растений в стадию промышленного плодоношения (6 лет). Фактором воздействия 
являлись почвенно-климатические условия пункта интродукции в годы исследований. По вели-
чине урожайности исследуемые сорта классифицировали на следующие группы: высокоурожайные  
(4 кг/раст и выше), урожайные (3‒4 кг/раст), среднеурожайные (2‒3 кг/раст), малоурожайные 
(менее 2 кг/раст).

Для оценки адаптивных свойств исследуемых сортов голубики были рассчитаны следующие 
статистические показатели: средняя урожайность (x̄ = Y), коэффициент (экологической) вариа-
ции (V), экологическая пластичность (bi), стрессоустойчивость (Уmin ‒ Уmax), генетическая пла-
стичность ((Уmin + Уmax)/2), коэффициент адаптивности (Ка), стабильность (фенотипическая) 
(Sdi

2), гомеостатичность (Hom), селекционная ценность (Sc). 



208   Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2022, vol. 67, no. 2, pp. 206–218 

Значения коэффициентов bi, V и показателя Sdi
2 рассчитывали на основе математической мо-

дели S. A. Eberhart, W. A. Rassell [8]. 
Показатели Уmin ‒ Уmax и (Уmin + Уmax)/2 вычисляли по формулам A. A. Rossille, J. Hamblin [9], 

коэффициент Ка ‒ по методике Л. А. Животкова с соавт. [10], Hom и Sc ‒ по формулам В. В. Хан- 
гильдина, Н. А. Литвиненко [11]. 

Характеристика погодных условий выполнена по данным метеостанции г. Ганцевичи. Для 
оценки уровня влагообеспеченности территории вычисляли гидротермический коэффициент 
Селянинова (ГТК) как отношение суммы осадков к сумме среднесуточных температур (10 °C 
и выше) с коэффициентом 0,1 [12]. Величина ГТК в пределах 1,0‒1,4 указывает на оптимальное 
увлажнение почвы, более 1,4 – на избыточное, менее 1,0 – на засуху. Погодно-климатические по-
казатели (сумма осадков, сумма температур, среднесуточная температура воздуха и ГТК) опре-
деляли за период роста и созревания ягод голубики (июнь‒июль). 

Метеорологические условия в годы исследований значительно варьировались (табл. 1). Наиболее 
благоприятные погодные условия для роста и развития плодов голубики были в 2009 г. (ГТК 
составил 2,30, индекс среды (Ij) – 1,23) (табл. 2). В 2009 г. за период роста и созревания плодов 
голубики выпало 247 мм осадков, что превысило норму на 67 мм (37 %), а температура воздуха 
находилась на уровне средней многолетней (17,7 °C). Неблагоприятные метеорологические усло-
вия для плодоношения голубики сложились в 2005 и 2014 гг. Наиболее холодным был сезон 2014 г. 
(ГТК составил 1,65, Ij – 0,08). В целом метеорологические условия в 2004‒2016 гг. существенно 
отличались по годам, что позволило оценить исследуемые сорта голубики на разном погодно-
климатическом фоне.

Т а б л и ц а 1. Погодно-климатические условия в июне‒июле 2004‒2016 гг. в Ганцевичском районе

T a b l e 1. Weather-climatic conditions in June‒July 2004‒2016 in the Gantsevichi district

Показатель 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Сумма атмосферных осадков, мм 179 77 162 312 175 247 91 279 209 171 121 92 158
Сумма температур воздуха, °С 1009 1066 1109 1117 1060 1073 1247 1165 1120 1124 1125 1092 1163
Среднесуточная температура  
воздуха, °С 16,5 17,5 18,2 18,5 17,4 17,7 20,2 19,2 18,4 18,4 18,6 18,1 19,1
Гидротермический коэффициент 
Селянинова 1,77 0,72 1,46 2,80 1,65 2,30 0,73 2,39 1,87 1,52 1,07 0,84 1,36

Т а б л и ц а 2. Средняя урожайность сортов голубики высокорослой и индексы условий среды  
в 2004‒2016 гг., кг/раст

T a b l e 2. Average yield of highbush blueberry cultivars and indices of environmental conditions  
in 2004‒2016, kg/plant

Сорт 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 ΣYi Yi

Bluecrop 2,30 1,38 1,90 0,56 1,50 2,28 2,40 0,70 3,90 4,34 1,56 3,14 1,44 30,34 2,33
Blueray 0,70 0,80 1,60 0,74 1,80 3,66 1,62 1,26 2,26 1,72 1,82 2,20 1,30 22,74 1,75
Bluerose 0,34 0,18 0,42 0,22 0,58 0,80 0,60 0,08 1,08 0,20 0,26 0,72 0,50 6,36 0,49
Bluetta 0,56 1,50 1,86 1,49 1,80 2,82 2,10 2,90 3,80 5,60 0,70 4,30 2,06 32,10 2,47
Carolinablue 0,20 0,20 0,28 0,01 0,20 0,42 0,50 0,50 0,30 0,20 0,58 0,70 0,90 5,58 0,43
Coville 1,46 0,76 2,40 0,52 3,10 2,48 2,50 0,90 2,18 2,42 1,08 1,72 1,38 25,88 1,99
Croatan 0,40 0,14 1,06 1,13 2,60 1,90 1,00 0,12 1,40 4,00 0,40 3,48 3,06 20,96 1,61
Darrow 1,00 0,46 1,02 0,50 2,00 2,10 1,10 1,32 1,60 2,20 0,88 1,34 1,70 17,92 1,38
Denise Blue 2,00 1,50 3,00 1,46 2,20 4,00 3,00 2,00 7,90 4,40 3,08 3,88 2,08 43,04 3,31
Duke 0,80 0,94 1,56 1,52 1,30 2,10 2,10 1,10 5,72 6,00 2,08 3,68 1,74 30,06 2,31
Earliblue 2,12 1,32 1,40 0,78 1,18 3,60 1,50 1,14 2,76 2,30 1,50 3,30 2,00 26,84 2,06
Elizabeth 1,00 0,92 3,50 0,86 3,80 3,50 2,00 2,20 0,80 3,60 0,72 2,94 1,62 31,60 2,43
Hardyblue 0,56 1,02 1,94 0,80 2,68 3,00 1,10 0,30 1,90 3,10 1,56 2,22 1,32 23,40 1,80
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Сорт 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 ΣYi Yi

Herbert 0,38 0,50 2,34 0,94 3,22 3,70 0,92 0,10 2,30 2,10 1,40 1,60 1,04 20,90 1,61
Jersey 1,26 1,54 2,68 0,86 3,80 3,60 4,92 2,40 4,40 3,90 1,30 1,56 2,34 36,46 2,80
Nelson 1,00 0,20 0,30 0,75 1,10 1,20 0,92 0,50 0,72 2,90 0,22 3,12 1,38 14,46 1,11
Northblue 1,16 1,68 3,56 2,02 0,80 6,90 0,60 7,80 2,60 4,50 0,52 7,60 4,28 42,46 3,27
Northcountry 0,60 0,92 2,40 2,31 1,10 5,10 1,40 7,92 4,80 7,60 0,46 5,54 3,14 42,68 3,28
Northland 3,50 2,32 2,74 0,14 3,00 4,46 2,48 2,22 1,48 2,10 1,82 2,30 2,50 33,92 2,61
Patriot 0,40 0,90 3,54 2,41 4,50 4,90 3,80 3,00 6,42 4,80 0,72 6,96 3,28 43,82 3,37
Reka 3,70 0,90 3,50 1,06 2,80 6,40 2,76 3,10 6,00 3,60 1,70 0,92 3,76 42,94 3,30
Rubel 2,00 3,40 4,66 1,47 4,30 8,14 4,30 4,38 7,76 2,30 3,00 4,26 3,00 59,50 4,58
Weymouth 3,76 6,12 3,30 2,03 8,00 6,76 4,50 3,60 5,40 2,98 2,02 14,00 3,00 66,04 5,08
ΣYj 31,20 29,60 50,96 55,38 57,36 83,82 48,12 49,54 77,48 76,86 29,38 81,48 48,82 720,00 55,38

Yj 1,36 1,29 2,22 2,41 2,49 3,64 2,09 2,15 3,37 3,34 1,28 3,54 2,12 2,41

Ij ‒1,05 ‒1,12 ‒0,21 0 0,08 1,23 ‒0,32 ‒0,26 0,96 0,93 ‒1,13 1,13 ‒0,29

Год с максимальным проявлением исследуемого признака и самым высоким значением Ij при-
нят в оценках урожайности как Уmax (2009 г.), с минимальным проявлением урожайности и наи-
меньшим показателем индекса среды – за Уmin (2014 г.). Оценку экологической адаптивности  
сортов голубики проводили на основании ранжирования вычисленных показателей по возрас-
танию их важности, присваивая им числа от 1 до 23. 

Вычисление статистических показателей выполняли с применением пакета анализа данных 
программы Microsoft Excel на 95 %-ном уровне значимости.

Результаты и их обсуждение. Оцениваемые сорта голубики за 13-летний период исследова-
ний реализовывали генетический потенциал продуктивности под влиянием внешних факторов 
среды пункта интродукции по-разному, о чем свидетельствует широкий интервал изменчивости 
средней урожайности как по сортам, так и по годам.

Средняя урожайность исследуемых культиваров голубики варьировалась от 0,43 кг/раст  
у сорта ‘Carolinablue’ до 5,08 кг/раст у сорта ‘Weymouth’ (табл. 2). В наиболее благоприятный 
по температурному режиму и количеству выпавших осадков 2009 г. (Ij = 1,23) среднесортовая 
урожайность голубики составила 3,64 кг/раст. В 2014 г., который был неблагоприятным для пло-
доношения этой культуры (Ij = ‒1,13), средняя урожайность исследуемых сортов была в 2,8 раза 
ниже и составила 1,28 кг/раст. Более детальный анализ ягодной продуктивности оцениваемых 
сортов голубики в условиях пункта интродукции выполнен нами ранее [13]. 

На основании результатов двухфакторного дисперсионного анализа выявлены достоверные 
различия по урожайности у исследуемых сортов голубики – фактический критерий Фишера 
(Fф) больше табличного криитерия (F0,05) как по фактору год (Fф = 9,27), так и по фактору сорт 
(Fф= 8,92), что свидетельствует о наличии связи между внешними условиями и генотипом для 
всей совокупности оцениваемых культиваров (табл. 3). Анализ доли вклада каждого фактора по-
казал, что колебания ягодной продуктивности голубики на 45,9 % определяет взаимодействие 
факторов «сорт × год». Это указывает на большой резерв дальнейшего повышения урожайности 
голубики и ее стабильности за счет использования высокопродуктивных и адаптивных сортов 
этой культуры. Существенное влияние (35,5 %) на урожайность голубики оказывали погодные 
условия года, что свидетельствует о преобладающей доле средовых условий по годам испыта-
ний и о значимости их влияния на фенотипическую изменчивость продуктивности. Применение 
агротехнических мероприятий (орошение, защита от заморозков, града и др.), направленных  
на снижение влияния неблагоприятных метеорологических условий, будет содействовать повы-
шению продуктивности голубики. Влияние сорта как отдельного фактора было менее значимо  
и составило 18,6 %.

Окончание табл. 2
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Т а б л и ц а 3. Значимость и влияние факторов на урожайность голубики высокорослой по данным  
двухфакторного дисперсионного анализа (2004‒2016 гг.)

T a b l e 3. Significance and influence of factors on the yield of highbush blueberry according to two-way analysis  
of variance (2004‒2016)

Источник варьирования Степень свободы Сумма квадратов Дисперсия Fф F0,05 Влияние фактора, %

Год 12 374,6 17,0 9,27 1,58 35,5
Сорт 22 196,5 16,4 8,92 1,79 18,6
Сорт × год 264 484,7 1,84 45,9

Одной из важнейших адаптационных характеристик сорта в новых климатических условиях  
является его стрессоустойчивость, которая определяется по разности между минимальной и мак-
симальной урожайностью (Уmin ‒ Уmax). Этот показатель, отражающий уровень устойчивости сорта 
к стрессовым условиям произрастания, имеет отрицательное значение (чем меньше разница между 
минимальной и максимальной урожайностью, тем выше стрессоустойчивость культивара и шире  
диапазон его приспособительных возможностей [9]). Среди исследуемых культиваров наиболее  
высокая стрессоустойчивость (‒0,02 кг/раст) отмечена у сорта ‘Duke’ (табл. 4), достигнутая  
за счет относительно высокой урожайности в стрессовый 2014 г. и низкой урожайности в 2009 г.  
с высоким Ij (1,23). Невысокая разница между максимальной и минимальной урожайностью от-
мечена у сортов ‘Bluerose’, ‘Carolinablue’ и ‘Nelson’, отличающихся низкой продуктивностью 
как в благоприятных, так и в неблагоприятных условиях среды. По данному критерию положи-
тельно характеризовался высокоурожайный сорт ‘Denise Blue’ (‒0,92 кг/раст). Наиболее низкую 
стрессоустойчивость (‒6,38 кг/раст) проявил высокоурожайный сорт ‘Northblue’ по причине не-
стабильного плодоношения из-за периодического повреждения цветковых почек возвратными 
морозами [14]. Низкие показатели устойчивости к стрессу также отмечены у сортов ‘Weymouth’, 
‘Northcountry’, ‘Patriot’, ‘Reka’ и ‘Rubel’, характеризующихся высокой, но неустойчивой урожай-
ностью. Следует отметить, что для практического использования интерес представляют высоко-
продуктивные генотипы с незначительной разницей между максимальной и минимальной уро-
жайностью, т. е. устойчивые к стрессовым воздействиям абиотических факторов.

Т а б л и ц а 4. Показатели урожайности и экологической адаптивности сортов голубики высокорослой 
по признаку «урожайность» за 2004‒2016 гг.

T a b l e 4. Indicators of yield and ecological adaptability of highbush blueberry cultivars based  
on “yield” for 2004‒2016

Сорт Урожайность ( x  ± mx ̄ ), кг/раст V, %  У2 ‒ У1, кг/раст (У2 + У1)/2, кг/раст bi  Sdi
2 Hom  Ка Sc

Bluecrop (st) 2,33 ± 0,75 46 ‒0,72 1,92 0,80 0,23 4,89 1,01 1,59
Blueray 1,75 ± 0,51 43 ‒1,84 2,74 0,66 0,43 4,08 0,72 0,87
Bluerose 0,49 ± 0,19 58 ‒0,54 0,53 0,20 0,03 0,32 0,20 0,16
Bluetta 2,47 ± 0,96 57 ‒2,12 1,76 1,39 2,76 4,29 0,97 0,61
Carolinablue 0,43 ± 0,15 52 ‒0,16 0,50 0,01 0 0,84 0,20 0,59
Coville 1,99 ± 0,58 42 ‒1,40 1,78 0,47 0,21 4,66 0,85 0,87
Croatan 1,61 ± 0,89 81 ‒1,50 1,15 1,06 1,30 1,98 0,61 0,34
Darrow 1,38 ± 0,35 37 ‒1,22 1,49 0,45 0,19 3,66 0,64 0,58
Denise Blue 3,31 ± 1,13 50 ‒0,92 3,54 1,04 1,64 6,60 1,36 2,55
Duke 2,31 ± 1,19 75 ‒0,02 2,09 1,42 1,79 3,05 0,90 2,29
Earliblue 2,06 ± 0,56 40 ‒2,10 2,55 0,71 0,47 5,17 0,87 0,86
Elizabeth 2,43 ± 0,94 57 ‒2,78 2,11 0,78 0,57 4,25 1,00 0,50
Hardyblue 1,80 ± 0,62 51 ‒1,44 2,28 0,76 0,72 3,52 0,75 0,94
Herbert 1,61 ± 0,74 68 ‒2,30 2,55 0,84 0,68 2,38 0,65 0,61
Jersey 2,80 ± 0,83 44 ‒2,30 2,45 0,72 0,51 6,37 1,19 1,01
Nelson 1,11 ± 0,63 83 ‒0,98 0,71 0,71 0,43 1,34 0,43 0,92
Northblue 3,27 ± 1,87 84 ‒6,38 3,71 1,88 3,15 3,87 1,29 0,25
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Сорт Урожайность ( x  ± mx ̄ ), кг/раст V, %  У2 ‒ У1, кг/раст (У2 + У1)/2, кг/раст bi  Sdi
2 Hom  Ка Sc

Northcountry 3,28 ± 1,79 80 ‒4,64 2,78 2,14 4,13 4,09 1,10 0,29
Northland 2,61 ± 0,52 29 ‒2,64 3,14 0 0,06 8,85 1,22 1,06
Patriot 3,37 ± 1,49 65 ‒4,18 2,81 2,23 4,49 5,16 1,28 0,49
Reka 3,30 ± 1,11 50 ‒4,70 4,05 0,77 0,90 6,64 1,42 0,87
Rubel 4,58 ± 1,43 46 ‒5,14 5,57 1,31 1,67 9,99 1,96 1,69
Weymouth 5,08 ± 2,18 63 ‒4,74 4,39 1,85 3,18 8,04 2,18 1,52

Генетическую пластичность сорта ((Уmin + Уmax)/2) отражает средняя урожайность в кон-
трастных (стрессовых и нестрессовых) условиях. Чем больше значение этого показателя, тем вы-
ше степень соответствия между генотипом культивара и факторами среды [9]. По результатам 
наших исследований, высокой генетической пластичностью обладают сорта голубики ‘Rubel’ 
(5,57 кг/раст), ‘Weymouth’ (4,39 кг/раст) и ‘Reka’ (4,05 кг/раст). Следует подчеркнуть, что эти куль-
тивары характеризуются относительно высокой урожайностью. Очень низкие показатели гене-
тической гибкости отмечены для низкоурожайных сортов ‘Carolinablue’ (0,50 кг/раст), ‘Bluerose’ 
(0,53 кг/раст) и ‘Nelson’ (0,71 кг/раст), которые характеризуются как высокострессоустойчивые.   

Для оценки адаптивности генотипа исследователи используют коэффициент вариации (V). 
Некоторые авторы считают, что этот показатель характеризует стабильность генотипа [5, 15], 
другие – что он является одним из критериев оценки его пластичности [16‒19]. В условиях срав-
нительного испытания культиваров голубики величина коэффициента вариации их урожайно-
сти варьировалась от 29 до 84 %. Самым стабильным культиваром по этому показателю был 
среднеурожайный сорт ‘Northland’ (29 %). Относительно высокие показатели коэффициента ва-
риации (80‒84 %), указывающие на сильную вариабельность урожайности по годам, отмечены  
у сортов ‘Croatan’, ‘Nelson’, ‘Northblue’ и ‘Northcountry’. 

Важнейшим показателем оценки адаптивности сортов является их экологическая пластич-
ность. По мнению многих исследователей, пластичность – это модифицируемость признака, по-
зволяющая приспосабливаться к изменяющимся условиям среды [16, 19]. К пластичным отно-
сят сорта с повышенным откликом на внешние условия. Реакцию сорта на изменение условий 
среды отражает коэффициент линейной регрессии (bi) [8]. Сорта с bi > 1 требовательны к среде 
обитания и в благоприятных условиях продуцируют максимальную урожайность. При этом чем 
выше значение bi, тем большей зависимостью от внешних условий обладает сорт. Культивары 
с повышенным откликом на внешние условия среды относят к сортам интенсивного типа [8]. 
Культивары с bi < 1 проявляют слабую реакцию на изменение внешних условий, чем в среднем 
все оцениваемые сорта. Такие культивары считают экстенсивными. При bi = 1 имеется полное 
соответствие изменения внешних условий изменению признака сорта. 

Полученные результаты показывают, что среди оцениваемых культиваров наиболее пластич-
ным являлся сорт ‘Patriot’ (2,23), у которого формирование урожая плодов происходило с более 
высокой зависимостью от изменяющихся экологических условий, чем у других сортов (табл. 4). 
По мере снижения коэффициента регрессии сорта голубики расположились в следующей после-
довательности: ‘Northcountry’ (2,14), ‘Northblue’ (1,88), ‘Weymouth’ (1,85), ‘Duke’ (1,42), ‘Bluetta’ 
(1,39), ‘Rubel’ (1,31). У сортов ‘Croatan’ (1,06) и ‘Denise Blue’ (1,04) значения коэффициента ре-
грессии оказались близкими к единице, соответственно, эти культивары адекватно реагируют 
на изменяющиеся внешние условия. Слабее других сортов (экстенсивно) на изменение экологи-
ческих условий откликались культивары ‘Northland’ (0) и ‘Carolinablue’ (0,01). Поскольку сорт 
‘Northland’ характеризуется относительно высокой урожайностью и низкой пластичностью, 
его можно отнести к полуинтенсивному типу. Также полуинтенсивными можно считать сорта 
‘Bluecrop’, ‘Earliblue’, ‘Elizabeth’, ‘Jersey’ и ‘Reka’ с bi < 1 и средней урожайностью ягод более  
2,0 кг/раст. Эти культивары сочетают в себе способность обеспечивать умеренную урожайность 
и низкую зависимость от экологических условий. 

Потенциал модификационной и генотипической изменчивости признаков растений наряду  
с пластичностью отражает критерий «стабильность» [8]. Понятие «стабильность» используется 

Окончание табл. 4
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в широком и узком смысле слова. В широком смысле стабильными считаются те генотипы, у ко- 
торых изменение условий среды не влияет на развитие признаков. В узком смысле ее определя-
ют как степень отклонения признака на изменение условий среды конкретного генотипа от сред-
него отклика всей выборки генотипов. Для количественной оценки стабильности S. A. Eberhart,  
W. A. Russell [8] предложили использовать показатель дисперсии (Sdi

2), параметр отклонения 
которой характеризует стабильность генотипа в различных условиях среды. Наибольшую цен-
ность представляют сорта, у которых значение дисперсии стремится к нулю: такие культивары  
относятся к высокостабильным, и, соответственно, чем выше значение дисперсии, тем более не- 
стабилен сорт. Среди изучаемых таксонов голубики самым стабильным являлся сорт ‘Carolina- 
blue’ (0), который ежегодно давал самую низкую урожайность. Следует отметить, что и у других 
низкоурожайных сортов, таких как ‘Bluerose’, ‘Coville’ и ‘Darrow’, отмечена относительно стабиль- 
ная урожайность. Высокая стабильность плодоношения отмечена у среднеурожайных сортов 
‘Bluecrop’ (0,23) и ‘Northland’ (0,06). Самым нестабильным сортом являлся ‘Patriot’ (4,49), харак-
теризующийся относительно высокой урожайностью ‒ 3,37 кг/раст. Сравнительно высокие зна-
чения дисперсии (3,15‒4,13), указывающие на нестабильность плодоношения, характерны также 
для высокоурожайных сортов голубики ‘Northblue’, ‘Northcountry’ и ‘Weymouth’, продуцирующих  
урожайность 3,0 кг/раст и более. Одной из основных причин низкой стабильности урожайности 
сортов ‘Northcountry’, Northblue’, ‘Patriot’, ‘Weymouth’ является высокая отзывчивость их генера-
тивной сферы на зимние оттепели и ее повреждение возвратными морозами [14]. На этом фоне 
предпочтительно выделяются высокоурожайные и относительно стабильные сорта ‘Denise Blue’ 
и ‘Reka’, а также среднеурожайные культивары ‘Bluecrop’, ‘Duke’, ‘Earliblue’, Elizabeth’, ‘Jersey’. 

Способность растения поддерживать внутреннее равновесие и реализовывать генетически 
детерминированные возможности сорта при отклонении экологических условий от нормы, опре-
деляемая как гомеостаз, заключается в проявлении «буферности» культиваров против сезонных 
вариаций условий среды [8]. Проявление гомеостаза связано с адаптивностью и свидетельствует  
об экологической выносливости сорта [11]. В нашем случае общая гомеостатичность сорта 
(Hom) – это способность сорта давать высокую урожайность в сезоны с благоприятными по-
годными условиями и минимально снижать ее в годы с неблагоприятными условиями. Среди 
исследуемых сортов голубики наибольший уровень гомеостатичности (9,99) отмечен у высоко- 
урожайного сорта ‘Rubel’. Следует подчеркнуть, что второй по величине уровень гомеостатич-
ности характерен для среднеурожайного сорта ‘Northland’ (8,85) за счет минимизации послед-
ствий неблагоприятных погодно-климатических факторов и, как результат, получения стабильной 
урожайности. Относительно высокие значения гомеостатичности свойственны высокоурожай-
ным сортам ‘Weymouth’ (8,04), ‘Reka’ (6,64), ‘Denise Blue’ (6,60) и ‘Jersey’ (6,37), характеризу-
ющимся относительно высокой вариабельностью плодоношения. Слабый уровень гомеостатич-
ности отмечен для низкопродуктивных и нестабильно плодоносящих сортов ‘Bluerose’ (0,32)  
и ‘Carolinablue’ (0,84). 

По селекционной ценности (Sc) высокими показателями, превышающими значения стандарт-
ного сорта ‘Bluecrop’ (1,59), отличались культивары ‘Denise Blue’ (2,55), ‘Duke’ (2,29) и ‘Rubel’ 
(1,69), для которых характерна средняя и высокая урожайность и относительно стабильное плодо-
ношение. 

Для оценки продуктивного и адаптивного потенциала Л. А. Животковым с соавт. [10] предло- 
жено использовать коэффициент адаптивности (Ка), определяемый соотношением урожайности 
оцениваемого сорта со среднесортовой урожайностью за год (табл. 5). Последний показатель от-
ражает общую норму реакции всей совокупности сортов на факторы внешней среды конкрет-
ного года, а коэффициент адаптивности показывает реакцию отдельного сорта на сложившиеся  
условия. При неблагоприятных условиях потенциальная продуктивность реализуется слабо, а адап- 
тивность, наоборот, более выраженно. Сравнительный анализ вариабельности коэффициентов 
адаптивности культиваров голубики показал, что складывающиеся в зависимости от года фак-
торы внешней среды приводили как к сглаживанию сортовых различий по урожайности (2006, 
2009, 2013, 2016 гг.), так к их дифференциации (2004, 2005, 2011, 2015 гг.). Как правило, сортовые 
различия по урожайности в большей степени проявлялись в годы с менее благоприятными эколо-
гическими условиями.
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Т а б л и ц а 5. Коэффициенты адаптивности (Ка) сортов голубики по урожайности (2004‒2016 гг.)

T a b l e 5. Coefficients of adaptability (Ka) of blueberry cultivars by yield (2004‒2016)

Сорт 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 В среднем

Bluecrop  0,74 1,07 0,86 1,45 0,60 0,63 1,15 0,33 1,16 2,30 1,22 0,89 0,67 1,01
Blueray 0,51 0,62 0,72 0,83 0,72 1,01 0,78 0,59 0,67 0,30 1,42 0,62 0,61 0,72
Bluerose 0,25 0,14 0,19 0,25 0,23 0,22 0,29 0,04 0,32 0,06 0,20 0,20 0,24 0,20
Bluetta 0,41 1,16 0,84 0,87 0,72 0,77 1,00 1,35 1,13 1,68 0,55 1,21 0,97 0,97
Carolinablue 0,15 0,16 0,13 0,25 0,08 0,11 0,24 0,23 0,10 0,06 0,45 0,20 0,42 0,20
Coville 1,07 0,59 1,08 1,45 1,24 0,68 1,20 0,42 0,65 0,72 0,84 0,48 0,65 0,85
Croatan 0,29 0,11 0,48 0,58 1,04 0,52 0,48 0,06 0,41 1,20 0,31 0,98 1,44 0,61
Darrow 0,74 0,36 0,46 0,50 0,80 0,58 1,44 0,47 0,47 0,66 0,69 0,38 0,80 0,64
Denise Blue 1,47 1,16 1,35 1,66 0,88 1,10 1,00 0,93 2,34 1,32 2,41 1,09 0,98 1,36
Duke 0,59 0,73 0,70 0,39 0,52 0,58 0,72 0,51 1,70 1,8 1,63 1,04 0,82 0,90
Earliblue 1,56 1,02 0,63 1,13 0,47 0,99 0,48 0,53 0,82 0,69 1,17 0,93 0,94 0,87
Elizabeth 0,74 0,71 1,58 2,07 1,53 0,96 0,96 1,02 0,24 1,08 0,56 0,83 0,76 1,00
Hardyblue 0,41 0,79 0,87 1,12 1,08 0,82 0,53 0,14 0,56 0,93 1,22 0,63 0,62 0,75
Herbert 0,28 0,39 1,05 0,54 1,29 1,02 0,44 0,05 0,68 0,63 1,09 0,45 0,49 0,65
Jersey 0,93 1,19 1,21 1,15 1,53 0,99 2,35 1,12 1,31 1,17 1,01 0,44 1,10 1,19
Nelson 0,74 0,16 0,14 0,37 0,44 0,33 0,44 0,23 0,21 0,87 0,17 0,88 0,65 0,43
Northblue 0,85 1,30 1,60 0,19 0,32 1,90 0,29 3,63 0,77 1,35 0,41 2,15 2,02 1,29
Northcountry 0,44 0,71 1,08 0,71 0,44 1,40 0,67 1,71 1,42 2,28 0,36 1,56 1,48 1,10
Northland 2,57 1,80 1,23 1,24 1,20 1,22 1,19 1,03 0,44 0,63 1,42 0,65 1,18 1,22
Patriot 0,29 0,70 1,59 0,25 1,81 1,35 1,82 1,39 1,91 1,44 0,56 1,97 1,58 1,28
Reka 2,72 0,70 1,58 1,58 1,12 1,76 1,32 1,44 1,78 1,08 1,33 0,26 1,77 1,42
Rubel 1,47 2,64 2,10 3,32 1,73 2,24 2,06 2,04 2,30 0,69 2,34 1,20 1,41 1,96
Weymouth 2,76 4,74 1,49 1,08 3,21 1,86 2,15 1,67 1,60 0,89 1,58 3,95 1,41 2,18
В среднем 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
V, % 80,6 100,2 53,0 73,0 68,3 55,4 62,3 100,5 67,8 52,3 63,0 82,4 46,4

Самые неблагоприятные погодно-климатические условия, отмеченные в 2014 г. (Ij = ‒1,13), 
позволили оценить степень адаптивности исследуемых сортов голубики в экстремальных усло- 
виях. Наиболее высокий коэффициент адаптивности в сложных погодных условиях отмечен  
у сорта ‘Denise Blue’ (2,41). Высокий показатель пластичности характерен для сорта ‘Rubel’ (2,34). 
У сортов ‘Bluecrop’, ‘Blueray’, ‘Duke’, ‘Earliblue’, ‘Hardyblue’, ‘Herbert’, ‘Jersey’, ‘Northland’, ‘Reka’ 
и ‘Weymouth’ коэффициенты адаптивности также превысили единицу, что указывает на низкую 
степень выраженности их реакции на экстремальные внешние условия. 

В наиболее благоприятный для растений голубики 2009 г. (Ij = 1,23) самая высокая урожай- 
ность ягод была отмечена у сорта ‘Rubel’ (8,14 кг/раст), что в 2,2 раза выше среднесортовой. Кроме 
данного культивара в этот год сформировали урожайность выше среднесортовой сорта ‘Blueray’, 
‘Denise Blue’, ‘Herbert’, ‘Northblue’, ‘Northcountry’, ‘Northland’, ‘Patriot’, ‘Reka’ и ‘Weymouth ‘, что 
указывает на их высокую потенциальную продуктивность. Самый низкий коэффициент адап-
тивности в условиях 2009 г. имел сорт ‘Carolinablue’ (0,11), что свидетельствует о его слабой  
реакции на благоприятные внешние условия. 

Использование различных параметров оценки адаптивности позволяет разносторонне охарак- 
теризовать испытываемые культивары голубики и в то же время несколько усложняет восприятие 
получаемых данных. Поэтому для оценки согласованности показателей адаптивности между 
собой и с урожайностью сортов представляет интерес проведение корреляционного анализа. 
Оценка взаимосвязи показателей адаптивности голубики высокорослой показала, что более уро-
жайные сорта характеризуются большей генетической пластичностью (r = 0,90) и слабой стрес-
соустойчивостью (r = ‒0,77) (табл. 6). В свою очередь генетически пластичные культивары обла-
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дают относительно низкой стрессоустойчивостью (r = 0,46). Аналогичная тенденция наблюда-
ется при сравнении экологической пластичности и стабильности: для более урожайных сортов 
голубики характерна большая экологическая пластичность (r = 0,68) и низкая стабильность 
(r = 0,65), а для пластичных сортов свойственна слабая стабильность (r = 0,96), что полностью 
согласуется с исследованиями А. В. Кильчевского и Л. В. Хотылевой [20], согласно которым ге-
нотип не может быть одновременно стабильным и пластичным по изучаемому признаку.

Т а б л и ц а 6. Корреляционная зависимость между показателями продуктивности и адаптивности  
голубики высокорослой

T a b l e 6. Correlation between indicators of productivity and adaptability of highbush blueberry

Показатель x V У2 – У1 (У2 + У1)/2 bi Sdi
2 Hom Kа Sc

x 1,00

V 0,03 1,00
У2 – У1 –0,77 –0,19 1,00
(У2 + У1)/2 0,90 –0,15 –0,76 1,00
bi 0,68 0,60 –0,63 0,46 1,00
Sdi

2 0,65 0,53 –0,62 0,41 0,96 1,00
Hom 0,83 –0,47 –0,56 0,86 0,22 0,22 1,00
Kа 0,99 –0,09 –0,74 0,92 0,56 0,54 0,89 1,00
Sc 0,41 –0,19 0,17 0,43 0,07 0,00 0,48 0,45 1,00

Следует отметить, что такая зависимость, когда при увеличении пластичности генотипа умень-
шается его стабильность, характерна и для других сельскохозяйственных культур [17, 21, 22]. 
Это обусловлено тем, что сорта с повышенной пластичностью обладают более высокой чувстви-
тельностью не только к благоприятным, но и к неблагоприятным условиям. Причина такой со-
пряженности, по мнению А. А. Жученко [23], кроется в генетической детерминации нормы реакции, 
фенотипическое проявление которой зависит от действия факторов среды и их напряженности. 

Тесная положительная корреляционная связь урожайности голубики от генетической (r = 0,90) 
и экологической (r = 0,68) пластичности указывает на высокую степень зависимости формиро-
вания урожая ягод от внешних условий: более пластичные сорта продуцировали более высокую 
урожайность. Об этом свидетельствует также сильная прямая связь урожайности с показателя-
ми адаптивности (r = 0,99) и гомеостатичности (r = 0,83).

Известно, что урожайность сорта является результатом взаимодействия «генотип × среда», 
где в качестве среды выступают как почвенно-климатические условия, так и агротехнические 
приемы возделывания. Поскольку в наших исследованиях все оцениваемые сорта голубики про-
израстали в однородных экологических условиях и возделывались по одной технологии, основ-
ным фактором, определяющим их адаптивность, являлась индивидуальная приспосабливае-
мость (выносливость) сорта к разнообразному воздействию климатических условий. По мнению 
А. Б. Дьякова и М. В. Труновой [24], не существует сортов, которые могли бы с одинаковым успехом 
выращиваться во всех природных зонах и экологических условиях. Э. Д. Неттевич [15] считает, 
что, как правило, сорта соответствуют тем условиям, в которых они селекционировались, так как 
биологические свойства растений сопряжены с условиями отбора. В нашем случае данную ги-
потезу можно отнести к сортам голубики ‘Bluerose’ и ‘Carolinablue’, которые селекционированы 
в Австралии и характеризуются в условиях Беларуси слабой пластичностью, а следовательно,  
и низкой продуктивностью. Для этих культиваров характерны очень низкие значения ранжи-
рования показателей продуктивности и адаптивности (62,5 и 72,5 соответственно) (табл. 7). В то же 
время выведенный в Австралии сорт ‘Denise Blue’ характеризуется относительно высокими по-
казателями продуктивности и адаптивности в условиях пункта интродукции и по их ранжиро-
ванию занимает лидирующее положение (157,5). Высокие показатели адаптивности отмечены 
у сорта ‘Rubel’ (153,5), отобранного в начале XX в. на североамериканском континенте из есте-
ственных популяций Vaccinium corymbosum. Этот сорт широко использовался в селекции данной 
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культуры и является востребованным до настоящего времени [25]. Заслуживает внимание сорт 
‘Northland’, характеризующийся высокими значениями показателей адаптивности и стабильным 
плодоношением (143). Сортом, распространившимся далеко за пределы ареала, в котором он соз- 
давался, и сочетающим относительно высокие показатели урожайности и адаптивности, явля-
ется североамериканский культивар ‘Bluecrop’, возделываемый на больших площадях не только 
на его родине [26], но и в Австралии  [27], Германии [28], Польше [29], Украине [30], Беларуси 
[1] и других странах. Сорт ‘Bluecrop’ районирован в Беларуси одним из первых (в 2005 г.) [31]  
и является стандартом (эталоном) при сортоиспытании среднеспелых таксонов данной культуры.

Т а б л и ц а 7. Ранжирование сортов голубики по урожайности и показателям адаптивности

T a b l e 7. Ranging blueberry cultivars by yield and adaptability indicators

Сорт x V У2 – У1 (У2 + У1)/2 bi Sdi
2 Hom Kа Sc ∑

Bluecrop (st) 12 16,5 20 8 13 18 15 14 20 136,5
Blueray 7 19 13 15 6 16,5 10 7 12 105,5
Bluerose 2 9 21 2 3 22 1 1,5 1 62,5
Bluetta 14 10,5 11 6 18 5 13 12 9,5 99
Carolinablue 1 12 22 1 2 23 2 1,5 8 72,5
Coville 9 20 16 7 5 19 14 9 12 111
Croatan 5,5 3 14 4 16 9 4 4 4 63,5
Darrow 4 22 17 5 4 20 8 5 7 92
Denise Blue 20 14,5 19 19 15 8 19 20 23 157,5
Duke 11 5 23 9 19 6 6 11 22 112
Earliblue 10 21 12 14,5 7,5 15 17 10 11 118
Elizabeth 13 10,5 7 10 12 13 12 13 6 96,5
Hardyblue 8 13 15 11 10 11 7 8 16 99
Herbert 5,5 6 9,5 14,5 14 12 5 6 9,5 82
Jersey 16 18 9,5 12 9 14 18 16 17 129,5
Nelson 3 2 18 3 7,5 16,5 3 3 15 71
Northblue 17 1 1 20 21 4 9 19 2 94
Northcountry 18 4 5 16 22 2 11 15 3 96
Northland 15 23 8 18 1 21 22 17 18 143
Patriot 21 7 6 17 23 1 16 18 5 114
Reka 19 14,5 4 21 11 10 20 21 12 132,5
Rubel 22 16,5 2 23 17 7 23 22 21 153,5
Weymouth 23 8 3 22 20 3 21 23 19 142

Заключение. Интродуцированные в Беларуси сорта голубики высокорослой характеризуются 
значительной вариабельностью урожайности. Из 23 оцениваемых культиваров голубики высоко-
урожайными (4 кг/раст и более) были 2 сорта: ‘Rubel’, ‘Weymouth’; урожайными (3‒4 кг/раст) –  
5 сортов: ‘Denise Blue’, ‘Northblue’, ‘Northcountry’, ‘Patriot’, ‘Reka’; среднеурожайными (2‒3 кг/раст) –  
7 сортов: ‘Bluecrop’, ‘Bluetta’, ‘Duke’, ‘Earliblue’, ‘Elizabeth’, ‘Jersey’, ‘Northland’; малоурожайны-
ми (менее 2 кг/раст) – 9 сортов: ‘Blueray’, ‘Bluerose’, ‘Carolinablue’, Coville’, ‘Croatan’, ‘Darrow’, 
‘Hardyblue’, ‘Herbert’, ‘Nelson’. 

В общую изменчивость урожайности сортов голубики преобладающий вклад вносили взаи-
модействие факторов «сорт × год» (45,9 %). Существенное влияние (35,5 %) на их урожайность 
оказывали погодные условия года. Влияние сорта как отдельного фактора составило 18,6 %.

Наиболее высокогомеостатичным культиваром, обладающим генетическим механизмом, 
способным минимизировать последствия неблагоприятных факторов внешней среды, является 
сорт ‘Rubel’. Сорт ‘Denise Blue’ обладает высокой гомеостатичностью и генетической пластич-
ностью, что представляет селекционную ценность. Высокая стабильность формирования средней 
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урожайности ягод свойственна сорту ‘Northland’. Самый пластичный сорт ‘Patriot’ является неста-
бильным по урожайности. 

По комплексу показателей адаптивности оцениваемые культивары голубики классифициро-
ваны на следующие группы: 

1) высокоурожайные и урожайные сорта, пластичные, но нестабильные, ягодная продуктив-
ность которых изменяется адекватно условиям среды (‘Denise Blue’, ‘Northblue’, ‘Northcountry’, 
‘Patriot’, ‘Reka’, ‘Rubel’, ‘Weymouth’); они требовательны к экологическим условиям и только в бла-
гоприятных условиях формируют высокую урожайность;

2) среднеурожайные стабильно плодоносящие сорта, характеризующиеся низкой и средней 
пластичностью, слабо реагирующие на изменения условий среды (‘Bluecrop’, ‘Bluetta’, ‘Duke’, 
‘Earliblue’, ‘Elizabeth’, ‘Jersey’, ‘Northland’), которые можно выращивать на экстенсивном агрофо-
не, где они дадут максимальную продуктивность при минимальных затратах;

3) низкоурожайные сорта ‘Blueray’, ‘Bluerose’, ‘Carolinablue’, Coville’, ‘Croatan’, ‘Darrow’, ‘Hardy- 
blue’, ‘Herbert’, ‘Nelson’, которые малопригодны для промышленного возделывания в условиях 
Беларуси, но некоторые их них могут использоваться для приусадебного садоводства, так как 
обладают положительными свойствами (например, сорт ‘Hardyblue’ отличается засухоустойчи-
востью и толерантностью к эдафическим условиям).
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РАСПРОСТРАНЕНИЕ рBS72-ПОДОБНЫХ КОНЪЮГАТИВНЫХ ПЛАЗМИД  
СРЕДИ ПРИРОДНЫХ БАКТЕРИЙ РОДА BACILLUS

Аннотация. В результате проведенного исследования в изолированных из разных природных источников  
на территории Беларуси почвенных образцах, содержащих бактерии B. subtilis, с частотой 27 % (в 22 образцах  
из 36 исследованных) выявлены рBS72-подобные репликоны. На основе 99–100 %-ного сходства белков, ответствен-
ных за репликацию (Rep-белки) и конъюгацию (белки VirB4, VirB6, VirB11, VirD4, Mob), установлено, что pBS72-
подобные конъюгативные плазмиды присутствуют в клетках природных бактерий B. subtilis, циркулирующих на 
территории Пакистана, Китая и Нидерландов, а также в клетках бактерий B. rugosus, изолированных на территории 
Индии. Сходные репликоны (Rep-белки идентичны на 62 %), способные передаваться путем конъюгации (ключевые 
белки конъюгации идентичны на 60–80 %), обнаружены в бактериях Bacillus sp., B. licheniformis, B. paralicheniformis 
и B. subtilis, выделенных в США, Австралии, Китае и Южной Корее.
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DISTRIBUTION OF pBS72-LIKE CONJUGATIVE PLASMIDS  
AMONG NATURAL BACTERIA OF THE GENUS BACILLUS7

Abstract. As a result of the research pBS72-like replicons were detected with a frequency of 27 % in soil samples 
isolated from various natural sources on the territory of Belarus, which contained bacteria B. subtilis (were detected  
in 22 samples out of 36 studied). It was established that pBS72-like conjugative plasmids are present in the cells of natural 
bacteria B. subtilis circulating in Pakistan, China, and the Netherlands, and are also found in bacteria B. rugosus isolated in 
India. The homology of proteins responsible for replication (Rep-proteins) and conjugation (VirB4, VirB6, VirB11, VirD4, 
Mob proteins) was 99–100 %. Similar replicons (Rep proteins are 62 % identical) capable of being transmitted by conjugation 
(key conjugation proteins are 60–80 % identical) were found in the bacteria Bacillus sp., B. licheniformis, B. paralicheniformis 
and B. subtilis, allocated in the USA, Australia, China and South Korea.
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Введение. Повсеместно распространенные бактерии рода Bacillus, способные утилизировать 
широкий спектр органических и неорганических субстратов, а также синтезировать широкий 
спектр биологически активных соединений, используются в биотехнологии в качестве проду-
центов чужеродных белков, ферментов, антимикробных соединений, стимуляторов роста рас-
тений, пробиотиков [1, 2]. Для практического использования микроорганизмов необходимо ком-
плексное изучение их генома, в том числе и внехромосомных генетических элементов, являю-
щихся частью генетического аппарата и определяющих важнейшие этапы жизнедеятельности 
бактериальной клетки. Особый интерес представляют плазмиды природных бактерий B. subtilis, 
поскольку данные микроорганизмы признаны безопасными для человека и животных (имеют 
статус GRAS) и их использование в биотехнологических производствах практически не имеет 
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ограничений. В клетках бактерий B. subtilis, как правило, выявляются внехромосомные гене-
тические элементы небольшого размера (до 10 kb) семейства рС194, содержащие гены общего 
метаболизма, некоторые из которых способны мобилизоваться на перенос путем конъюгации 
(например, pTA1015, pTA1060, p1414) [3]. В клетках природных бактерий B. subtilis выявлено толь-
ко две конъюгативные плазмиды ‒ pLS20 и pBS72, которые имеют разные системы инициации 
репликации и способны передаваться с высокой частотой в изогенных системах скрещиваний,  
а также мобилизовать перенос в клетки гетерологичных бактерий рода Bacillus неконъюга-
тивные внехромосомные генетические элементы разных таксономических групп, содержащих  
mobV-сайт [4, 5]. Интерес к данным внехромосомным генетическим элементам обусловлен  
прежде всего их способностью обеспечивать горизонтальный перенос генов среди бактерий 
природных популяций. В связи с этим присутствие конъюгативных плазмид-подобных pBS72 
необходимо учитывать при использовании природных бактерий B. subtilis в качестве основы 
биопрепаратов для практического использования (например, в качестве стимуляторов роста рас-
тений, пробиотиков для животных). 

Целью настоящей работы являлось изучение распространения среди природных бактерий 
рода Bacillus pBS72-подобных конъюгативных плазмид.

Материалы и методы исследования. В работе использовали 36 почвенных образцов, отобран-
ных из различных природных источников на территории Беларуси. Почвенные образцы в коли-
честве 1 г каждый культивировали в полноценной среде LB [6] при температуре 37 оС в течение 
24 ч с последующим выделением тотальной ДНК с помощью саркозилового метода [7].

Для амплификации использовали Taq-ДНК-полимеразу производства ThermoScientific (ЕС) 
и праймеры производства ОДО «Праймтех» (Беларусь). Реакционная смесь (20 мкл) для поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) содержала около 100 нг ДНК-матрицы, 0,2 ммоль/л каждого 
дНТФ, 0,3 мкмоль/л каждого праймера, 1,25 ед. ДНК-полимеразы и соответствующий буфер.

Для амплификации фрагментов генов бактериальных 16S рРНК размером 1484 п. н. исполь-
зовали праймеры 8f (5′-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3′) и 1492r (5′-TAC GGH TAC CTT GTT 
ACG ACT T-3′) при режиме амплификации: 94 °С – 5 мин (1 цикл); 94 °С – 30 с, 52 °С – 30 с, 72 °С –  
1,5 мин (30 циклов); 72 °С – 10 мин (1 цикл). 

Для амплификации фрагментов генов spoA бактерий B. subtilis размером 481 п. н. использо-
вали праймеры FlOA (5′-AAA ACT GCA GCA TGT AGC AAG GGT GAA TCC-3′) и RlOA (5′-CGC 
GGA TCC CTG CTG CGT ATA ATC TGC-3′) при режиме амплификации: 94 °С – 3 мин (1 цикл); 
94 °С – 30 с, 50 °С – 30 с, 72 °С – 30 с (30 циклов); 72 °С – 5 мин (1 цикл). 

Для амплификации rep-области плазмиды pBS72 размером 1920 п. н. использовали прайме-
ры Rep72F (5′-GCC CTT AAG CAT TGA CTT TAG CGA CCC-3′) и Rep72R (5′-GCC CTT AAG AGA 
CTC CAA ACG AGT CTG-3′) при режиме амплификации: 94 °С – 5 мин (1 цикл); 94 °С – 30 с, 
50 °С – 30 с, 68 °С – 4 мин 30 с (30 циклов); 72 °С – 5 мин (1 цикл).

Для амплификации фрагмента генома плазмиды pBS72 размером 685 п. н. (локус между 
orf138 и orf139) использовали праймеры F2 (5′-TAA ATC GCT TCC CTC CTT C-3′) и R2 (5′-GTT 
TCC ACT GTC CAG GAG-3′) при режиме амплификации: 94 °С – 3 мин (1 цикл); 94 °С – 30 с, 
50 °С – 30 с, 72 °С – 42 c (5 циклов); 94 °С – 30 с, 53 °С – 30 с, 72 °С – 42 c (20 циклов); 72 °С – 
5 мин (1 цикл).

Электрофоретический анализ ДНК осуществляли общепринятыми методами, приведенны-
ми в руководстве [8]. Размер фрагментов ДНК устанавливали на основании их электрофорети-
ческой подвижности в агарозном геле, в качестве реперной ДНК использовали GeneRuler™ DNA 
LadderMix производства ThermoScientific (ЕС).

Поиск и сравнительный анализ плазмид-подобных pBS72 (регистрационный номер в GenBank 
NCBI – KX711616) осуществляли на основании сходства систем инициации репликации (Rep-
белок) и ключевых белков конъюгационного переноса VirB4, VirB6, VirB11, VirD4 и Mob, исполь-
зуя программы BLASTN2.10.0 (сайт: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) и Mauve [9].

Результаты и их обсуждение. Ранее с помощью методов рестрикционного анализа и гибри-
дизации плазмидной ДНК было установлено, что 20 % спорообразующих бактерий, выделенных 
из различных природных источников на территории Беларуси, содержали идентичные плазмиды 
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размером около 100 kb (обнаружены в 11 штаммах из 55 проверенных) [10, 11]. Для одной из 
выявленных плазмид (р19) была определена нуклеотидная последовательность области, ответ-
ственной за репликацию (регистрационный номер в GenBank NCBI – EF506610) и конъюгацию 
(регистрационный номер в GenBank NCBI – FJ434456), а для плазмиды pBS72 ‒ полная нуклео- 
тидная последовательность генома (регистрационный номер в GenBank NCBI – KX711616). 
Сравнительный анализ секвенированных последовательностей позволил установить их полную 
идентичность. На основании чувствительности к специфическим фагам, а также рекомбинаци-
онного анализа все отобранные плазмидсодержащие бактерии были отнесены к виду B. subtilis 
[10]. Отличительной особенностью выявленных плазмидных репликонов являлась их способ-
ность передаваться путем конъюгации в жидкой и на плотной средах, а также в почве и обе-
спечивать конъюгационный перенос мобилизуемых плазмид (показано для плазмиды р19) [5]. 
Указанное свойство представлялось весьма существенным, поскольку позволяет внехромосом-
ным генетическим элементам распространяться среди бактерий природных популяций. В свя-
зи с этим важно было установить присутствие pBS72-подобных плазмид в клетках природных 
бактерий, циркулирующих на территории Беларуси в настоящее время (впервые репликон был 
обнаружен в 1999 г.).

Для обнаружения плазмидсодержащих бактерий использовали метод ПЦР. При этом в ка-
честве матрицы в ПЦР добавляли тотальную ДНК, выделенную из почвы. В настоящее время 
данный методический прием широко используется для характеристики природных микробных 
популяций и позволяет устанавливать наличие определенных таксономических групп микроор-
ганизмов (в частности, для выявления патогенов), а также отдельных генетических детерминант, 
присутствующих в геномах почвенной микрофлоры, включающей в том числе и некультивиру-
емые бактерии [12, 13]. Поскольку почвы характеризуются разным составом и могут содержать 
соединения, ингибирующие протекание ПЦР (например, гуминовые кислоты), для проверки чи-
стоты выделенной тотальной ДНК реакцию проводили с несколькими типами праймеров. На 
первом этапе использовали праймеры, обеспечивающие амплификацию фрагментов генов бак-
териальных 16S рРНК размером 1484 п. н. (рис. 1). Наличие ампликонов искомого размера свиде-
тельствовало о наличии в почвенном образце бактерий, а также о пригодности выделенной ДНК 
для постановки ПЦР. 

Поскольку pBS72-подобные репликоны ранее выявляли только в бактериях B. subtilis, пред-
полагали, что плазмидсодержащие штаммы можно обнаружить только в том случае, если в почве  
присутствуют бактерии этой таксономической группы. Для обнаружения бактерий B. subtilis 
использовали специфические праймеры, обеспечивающие амплификацию фрагмента уникаль-
ного гена spoA. Образование ампликонов искомого размера (481 п. н.) свидетельствовало о при-
сутствии в исследуемом почвенном образце бактерий B. subtilis (рис. 2).

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации генов 16S рРНК. Номера дорожек соответствуют  
продуктам ПЦР, полученным с использованием в качестве матрицы тотальной ДНК, выделенной  

из почвенных образцов: 1 – 1; 2 – 2; 3 – 3; 4 – 4; 5 – 5; 6 – 6; 7 – 7; 8 – 8; 9 – 9; 10 – 10; 11 – 11; 12 – 12; 13 – 13;  
14 – 14; 15 – 15; 16 – 16; 17 – 17; 18 – 18; 19 – 19. Дорожка М соответствует реперу 1 kbMix

Fig. 1. Electropherogram of 16S rRNA gene amplification products. The lane numbers correspond to the PCR products 
obtained using total DNA isolated from soil samples as a template: 1 – 1; 2 ‒ 2; 3 ‒ 3; 4 ‒ 4; 5 – 5; 6 ‒ 6; 7 ‒ 7; 8 ‒ 8;  
9 ‒ 9; 10 – 10; 11 ‒ 11; 12 ‒ 12; 13 ‒ 13; 14 ‒ 14; 15 ‒ 15; 16 ‒ 16; 17 ‒ 17; 18 ‒ 18; 19 ‒ 19. The lane M corresponds  

to the reference 1 kbMix
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Для выявления плазмид-подобных pBS72 использовали две пары праймеров. Праймеры F2-R2  
обеспечивали амплификацию уникальной области плазмиды pBS72 размером 685 п. н. (содержит  
orf138 и orf139), а праймеры Rep72F-Rep72R – амплификацию rep-области размером 1920 п. н., 
включающей rep-ген и oriV-сайт (рис. 3).

В результате из 36 исследованных образцов почвы, содержащей бактерии (получены ампли-
коны генов 16S рРНК), в 22 обнаружены бактерии B. subtilis (получены ампликоны гена spoA), 
из которых 6 образцов содержали репликоны pBS72 (получены ампликоны плазмидной ДНК) 
(табл. 1).

Таким образом, согласно результатам проведенного исследования, в природных почвенных 
образцах, содержащих бактерии B. subtilis, с частотой 27 % (в 22 образцах из 36 исследованных) 
выявлены pBS72-подобные репликоны.

Впервые мини-репликон плазмиды pBS72 размером 3081 п. н. был секвенирован и депони-
рован в GenBank NCBI в мае 2002 г. (регистрационный номер AY102630). Анализ нуклеотидной 
последовательности rep-гена позволил выявить гомологию между С-терминальной последова-
тельностью кодируемого им белка и N-терминальной последовательностью DnaA-белка грампо-
ложительных и грамотрицательных бактерий, обеспечивающего инициацию репликации хромо- 
сомы. В то же время не обнаружено сходства Rep-белка с гомологичными полипептидами дру-
гих внехромосомных генетических элементов, на основании чего он был отнесен к новому типу 
репликонов [11]. 

 Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации генов spoA. Номера дорожек соответствуют продуктам ПЦР, 
полученным с использованием в качестве матрицы тотальной ДНК, выделенной из почвенных образцов:  

1 – 1; 2 – 2; 3 – 3; 4 – 4; 5 – 5; 6 – 6; 7 – 7; 8 – 8; 9 – 9; 10 – 10; 11 – 11; 12 – 12; 13 – 13; 14 – 14 ; 15 – 15; 16 – 16; 17 – 17;  
18 – 18; 19 – без матрицы. Дорожка М соответствует реперу 1 kbMix

Fig. 2. Electropherogram of the spoA gene amplification products. The lane numbers correspond to the PCR products 
obtained using total DNA isolated from soil samples as a template: 1 – 1; 2 ‒ 2; 3 ‒ 3; 4 ‒ 4; 5 – 5; 6 ‒ 6; 7 ‒ 7; 8 ‒ 8;  

9 ‒ 9; 10 – 10; 11 ‒ 11; 12 ‒ 12; 13 ‒ 13; 14 ‒ 14; 15 ‒ 15; 16 ‒ 16; 17 ‒ 17; 18 ‒ 18; 19 ‒ without matrix.  
The lane М corresponds to the reference 1 kbMix

Рис. 3. Электрофореграмма продуктов амплификации rep-области плазмиды pBS72. Номера дорожек соответствуют  
продуктам ПЦР, полученным с использованием в качестве матрицы тотальной ДНК, выделенной из почвенных  
образцов: 1 – 3; 2 – 8; 3 – 9; 4 – 10; 5 – 2; 6 – 5; 7 – 12; 8 – 6; 9 – 15; 10 – 13; 11 – положительный контроль; 12 – 14;  

13 – 19; 14 – 20; 15 – 21; 16 – 24; 17 – 27; 18 – 29, 19 – без матрицы. Дорожка М соответствует реперу 1 kbMix
Fig. 3. Electropherogram of amplification products of the rep-region of plasmid pBS72. The lane numbers correspond 

to the PCR products obtained using total DNA isolated from soil samples as a template: 1 – 3; 2 ‒ 8; 3 ‒ 9; 4 ‒ 10; 5 ‒ 2;  
6 ‒ 5; 7 – 12;  8 ‒ 6; 9 ‒ 15; 10 ‒ 13; 11 ‒ positive control; 12 ‒ 14; 13 ‒ 19; 14 – 20; 15 ‒ 21; 16 ‒ 24; 17 ‒ 27; 18 – 29,  

19 ‒ without matrix. The lane М corresponds to the reference 1 kbMix
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Т а б л и ц а 1. Результаты ПЦР-анализа тотальной ДНК из образцов почвы, изолированной  
из разных природных источников

T a b l e 1. Results of PCR analysis of total DNA from soil samples isolated from various natural sources

№ почвенного  
образца Место выделения

Наличие продуктов ПЦР, полученных с использованием праймеров к генам

16S рРНК spoA B. subtilis плазмиды pBS72*

1 г. Минск, ул. Кирилла Туровского, 5 + ‒ ‒
2 г. Минск, ул. Академика Купревича + + +
3 г. Минск, пл. Парижской Коммуны, 1 + + ‒
4 г. Минск, ул. Якубовского, 40 + ‒ ‒
5 г. Минск, Площадь Победы + + +
6 г. Минск, Народная, 45 + + +
7 г. Минск, ул. Курчатова, 10 + ‒ ‒
8 г. Минск, ул. Пушкина, 75 + + ‒
9 г. Минск, ул. Копиевича, 5 + + ‒
10 г. Минск, ул. Кириенко, 3 + + ‒
11 г. Дзержинск, Минская область + ‒ ‒
12 г. Минск, ул. Скорины, 11 + + ‒
13 г. Минск, Коммунистическая, 10 + + ‒
14 г. Жодино, Минская область + + ‒
15 г. Клецк, Минская область + + +
16 д. Зембин, Минская область + - ‒
17 д. Хатежино, Минская область + + +
18 д. Корсаковичи, Минская область + + +
19 д. Стешицы, Минская область + + ‒
20 д. Обчак, Минская область + + ‒
21 д. Углы, Минская область + + ‒
22 пос. Нарочь, Минская область + ‒ ‒
23 оз. Нарочь, Минская область + ‒ ‒
24 оз. Нарочь, Минская область + + ‒
25 г. Пинск, Брестская область + ‒ ‒
26 г. Береза, Брестская область + ‒ ‒
27 д. Самойловичи, Брестская область + + ‒
28 р. Сервечь, Брестская область + ‒ ‒
29 д. Стайки, Брестская область + + ‒
30 г. Ельск, Гомельская область + ‒ ‒
31 оз. Черное, Гомельская область + + ‒
32 г. Витебск + + ‒
33 г. Витебск + + ‒
34 г. Полоцк, Витебская область + ‒ ‒
35 г. Глубокое, Витебская область + ‒ ‒
36 г. Климовичи, Могилевская область + ‒ ‒

П р и м е ч а н и е. Для реакции ПЦР использовали два типа праймеров ‒ F2-R2 и Rep72F-Rep72R.

Анализ Rep-белка плазмиды pBS72 позволил выявить полностью идентичный (на 100 %) бе-
лок, кодируемый геномом бактерий B. rugosus SPB7, выделенных из морской воды на террито-
рии Индии. Идентичные на 99 % аминокислотные последовательности кодировались геномами 
разных штаммов бактерий B. subtilis, выделенных на территории Пакистана (штаммы MB378  
и MB415 из загрязненных нефтепродуктами почв), Нидерландов (штаммы EH11 и DH12 из лу-
говой почвы, штамм B4071 из кари супа) и Китая (штамм 18-3, использующийся в качестве ком-
мерческого пробиотика для животных) (табл. 2). 
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Белки, отличающиеся от Rep-белка плазмиды pBS72, в большей степени (идентичность состав- 
ляла 62 %) кодировались плазмидой pSX01705-1 размером 79987 п. н. бактерий B. subtilis SX01705 
(CP022288), изолированных на территории Китая из субстрата для выращивания грибов, плаз-
мидой 1 размером 96005 п. н. бактерий B. licheniformis SRCM103529 (CP035229), выделенных 
из пищевого продукта в Южной Корее, а также обнаруживались в составе геномов бактерий 
B. licheniformis, изолированных из подогретой воды, контактирующей с травой в парке в США 
(штаммы YNP1-TSU и YNP1-TSU), и бактерий B. paralicheniformis G-1, изолированных из сухого 
молока в Австралии. При аннотации всех вышеперечисленных геномов данные белки отнесены 
к разряду гипотетических (табл. 2).

В составе всех вышеперечисленных геномов выявлены гены, кодирующие ключевые белки 
конъюгационного переноса (VirB4, VirB6, VirB11, VirD4 и Mob). Сходство данных полипептидов, 
кодируемых геномами бактерий B. subtilis, с таковыми плазмиды pBS72 составляло 96–100 %. 
Гомология с белками плазмид pSX01705-1 и 1 бактерий B. licheniformis составляла от 60 до 80 %. 
Наименьшее сходство было выявлено для релаксаз (Mob) и белков VirB11, в то время как для 
консервативных белков VirB4 и VirD4, использующихся в качестве генетических маркеров для 
классификации конъюгативных плазмид, сходство превышало 71 % (табл. 2). 

Анализ нуклеотидных последовательностей бактерий штаммов B. subtilis MB378, MB415, 
EH11 и DH12, депонированных в GenBank NCBI под номерами MBPE01000006, MQSR01000011, 
NZ_RPHE01000007 и NZ_RQPH01000007, позволил установить, что они начинаются и заканчи-
ваются фрагментами одной и той же открытой рамки считывания, что позволяет представить их 

Рис. 4. Генетическое сходство pBS72-подобных конъюгативных плазмид, установленное c использованием  
программы Mauve [9]. Одинаковым цветом обозначены гомологичные области плазмидных репликонов.  

Участки белого цвета соответствуют уникальным нуклеотидным последовательностям

Fig. 4. Genetic similarity of pBS72-like conjugative plasmids established using the Mauve program [9]. Homologous regions 
of plasmid replicons are marked with the same color. Areas in white correspond to unique nucleotide sequences
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в виде кольцевых молекул ДНК и определить размер внехромосомного генетического элемента, 
присутствующего в их клетках (табл. 2). Для остальных геномов, содержащих pBS72-подобные 
конъюгативные плазмиды, размер внехромосомных генетических элементов установить не пред-
ставлялось возможным ввиду отсутствия перекрывания контигов, депонированных в GenBank NCBI.

Сравнительный анализ всех нуклеотидных последовательностей, депонированных в GenBank 
NCBI, с нуклеотидной последовательностью плазмиды pBS72 позволил выявить протяженные 
участки гомологии в областях локализации систем репликации и конъюгационного переноса 
(рис. 4). 

В то же время в составе плазмид размером 122 937 и 117 972 п. н. бактерий B. subtilis штаммов  
EH11 и DH12 обнаруживались протяженные уникальные нуклеотидные последовательности, 
в составе которых аннотированы гены, которые детерминируют синтез белков, определяющих  
устойчивость к ионам меди (WP_124048611.1, WP_124048614.1, WP_124048618.1), участвующих  
в транспорте тяжелых металлов (WP_124048612.1), обмене азота (WP_061576709.1), регуляции  
транскрипции (WP_124048619.1), перемещении мобильных генетических элементов (WP_124048623.1, 
WP_124048624.1) и некоторых других. Присутствие данных детерминант в составе плазмидных  
репликонов может обеспечивать селективное преимущество содержащим их бактериям. Следует 
отметить, что ранее было показано, что присутствие плазмиды pBS72 увеличивает выживаемость  
содержащих ее бактерий B. subtilis в условиях стресса (низкая и высокая рН-среды, УФ-облуче- 
ние, повышенная осмолярность) [14]. Показано, что бактерии B. subtilis B4071, выделенные из пи-
щевых продуктов (кари суп), образуют споры, устойчивые к высоким температурным режимам [15].  
Определенный интерес представляет плазмидсодержащий штамм B. subtilis 18-3, использующий- 
ся в Китае в качестве коммерческого пробиотика для животных (спекулятивно можно предпо-
ложить, что некоторые практически важные признаки этих бактерий могут быть связаны с при-
сутствием в их клетках pBS72-подобной конъюгативной плазмиды). Однако следует учитывать, 
что pBS72-подобные репликоны могут обеспечивать перенос антибиотикорезистентных плаз-
мид среди бактерий природной микрофлоры, а использование плазмидсодержащих бактерий  
в качестве пробиотических препаратов может принести больше вреда, чем пользы. 

Заключение. Таким образом, в результате проведенного исследования установлено, что в изо-
лированных из разных природных источников на территории Беларуси почвенных образцах, 
содержащих бактерии B. subtilis, с частотой 27 % (в 22 образцах из 36 исследованных) выяв-
лены рBS72-подобные репликоны. На основе 99–100 %-ного сходства белков, ответственных  
за репликацию (Rep-белки) и конъюгацию (белки VirB4, VirB6, VirB11, VirD4, Mob), установле-
но, что pBS72-подобные конъюгативные плазмиды присутствуют в клетках природных бакте-
рий B. subtilis, циркулирующих на территории, Пакистана, Китая и Нидерландов, а также в клет-
ках бактерий B. rugosus, изолированных на территории Индии. Сходные репликоны (Rep-белки 
идентичны на 62 %), способные передаваться путем конъюгации (ключевые белки конъюгации 
идентичны на 60–80 %), выявлены в бактериях Bacillus sp., B. licheniformis, B. paralicheniformis 
и B. subtilis, выделенных в США, Австралии, Китае и Южной Корее. 
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ПРОТОЧНАЯ ЦИТОМЕТРИЯ. ОСНОВЫ ТЕХНОЛОГИИ  
И ЕЕ ПРИМЕНЕНИЕ В БИОЛОГИИ8

Аннотация. В данном обзоре предпринята попытка изложить основы технологии проточной цитометрии – фун-
даментального метода исследования, широко применяемого в различных областях биологической науки – клеточ-
ной биологии, биофизики, биохимии, молекулярной биологии, а также в прикладной и диагностической медицине. 
Приведены данные о принципе работы метода, устройстве проточных цитометров и их возможностях (получение 
информации о структурно-функциональном состоянии клеточных популяций и сортировка клеток) и использовании  
в проточной цитометрии лазерных источников излучения и систем регистрации рассеянного света и флуоресценции. 
Кроме того, представлен широкий ассортимент различных флуорофоров и моноклональных антител. Приводятся 
конкретные примеры использования метода проточной цитометрии в различных экспериментах. Рассматриваются 
перспективы дальнейшего развития технологии.
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FLOW CYTOMETRY. BASICS OF TECHNOLOGY AND ITS APPLICATION IN BIOLOGY

Abstract. The given review is an attempt of concentrated consideration of flow cytometry problem which is widely used 
as a fundamental research approach in various fields of biology like cell biology, biophysics, biochemistry and molecular bio- 
logy and also in applied and diagnostic medicine. The method principle, construction of flow cytometers and their possibilities 
(study of structure and function state of cell populations and cell sorting), usage of lasers in flow cytometers, wide assortment 
of fluorophores and monoclonal antibodies. The concrete examples of flow cytometer methods in different experiments are 
given. The trends in development of flow cytometry are considered.

Keywords: flow cytometry, cеll population, sorting, multiparametric analysis, clasters of differentiation, monoclonal 
antibodies, fluorochromes
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Проточная цитометрия – быстро прогрессируюший метод биофизического анализа живых 
клеток и частиц неорганической и органической природы, основанный на их спектральном ска-
нировании в потоке с использованием одиночных или множественных тестирующих источни-
ков лазерного излучения в видимой спектральной области [1‒4]. Проточная цитометрия бази-
руется на обширном арсенале достижений цитохимии и флуоресцентного анализа структурных 
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компонентов клеток, но от классической цитохимии ее отличает высокая производительность. 
Так, исследуются выборки от нескольких тысяч до нескольких миллионов клеток, что гарантирует 
экспериментальную достоверность результатов [3, 5]. 

От классических методов клеточной биологии проточную цитометрию отличает возможность 
анализа не усредненных молекулярных характеристик клеточной популяции, а индивидуальных 
параметров ее отдельных клеток [6].

Два существенных обстоятельства делают проточную цитометрию незаменимым методом 
анализа клеток. Во-первых, этот метод позволяет охарактеризовать гетерогенные клеточные по-
пуляции по фенотипу, а при использовании ДНК-цитометрии ‒ и по генотипу входящих в них 
клеток. Во-вторых, это высокая производительность метода ‒ способность обнаружить и охарак-
теризовать маловероятные события, встречающиеся с частотой порядка 10‒5–10‒7. Современные 
цитометры могут регистрировать несколько параметров каждой отдельной клетки со скоростью 
до 30 000 клеток в секунду [1, 4]. 

Принцип функционирования проточного цитометра состоит в следующем: через тонкую ячей-
ку под определенным давлением прокачивается «обжимающий» буферный раствор с исследуемы-
ми клетками (рис. 1). Условия подобраны таким образом, что в ячейке создается так называемое 
гидродинамическое фокусирование струи, вследствие чего клетки выстраиваются друг за дру-
гом. В определенном месте поток одиночных клеток попадает под зондирующий лазерный луч, 
что позволяет считывать с них разнообразную информацию [1].

Исследуемые частицы и клетки перед измерением суспендируются в буферном растворе. 
Анализ осуществляется в двух режимах: режиме рассеяния и режиме флуоресценции. Рассеяние 
регистрируется по двум взаимно перпендикулярным векторам: прямом (forward scatter) и боко-
вом (side scatter). Регистрируя сигнал рассеяния света, получают информацию о концентрации 
клеток в образце, их размерах и сложности внутреннего устройства. Флуоресцентный анализ 
базируется на собственной флуоресценции клеток или флуоресценции связанных с клеткой или 
введенных в клетку флуоресцентных зондов. В их роли используются флуоресцентные белки, 
например зеленый флуоресцирующий белок (green fluorescent protein), флуоресцентные зонды 
(красители), например бромид пропидия или меченные флуоресцентными зондами монокло-
нальные антитела.

Проточная цитометрия используется в таких областях научных исследований, как молеку-
лярная биология, клеточная биология, биофизика и биохимия, онкобиология, микробиология, 
иммунология и вирусология. Метод позволяет одновременно анализировать такие гетерогенные 

Рис. 1. Принципиальная схема проточного цитометра [1]

Fig. 1. Schematic diagram of a flow cytometer [1]
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системы, как клеточные популяции крови, костного мозга, а также тканей, которые можно дез- 
агрегировать до отдельных клеток (лимфоузлы, почка, слизистые, опухоли и др.). Кроме изучения 
клеточных популяций проточная цитометрия используется также с целью сортинга – выделения 
из гетерогенной популяции отдельных клеток для дальнейших исследований. Более детальное 
рассмотрение применения проточных цитометров в биологии приведено ниже.

В последние десятилетия лазерные источники света получили широкое распространение  
в науке и технике. Они часто используются как в проточных цитометрах, так и в комбинации  
с проточной цитометрией в специализированных приборах другого назначения ‒ микроскопах  
и масс-спектрометрах. 

Большое значение для развития проточной цитометрии, сопровождающегося взрывным ростом 
возможностей метода, имело увеличение доступных на рынке реактивов (флуорохромов, конъю-
гированных с моноклональными антителами, тандемных и полимерных красителей) и, как след-
ствие, рост информативности проточной цитометрии. Кроме того, появились флуоресцирующие 
белки (например, mCherry, mBanana, mOrange, mNeptun и др.), что дало возможность вводить  
в клетку необходимую метку. 

Прорывную роль в проточной цитометрии сыграли моноклональные антитела, используемые 
в первую очередь для типирования клеток. Меченные флуорохромами моноклональные анти- 
тела позволяют проводить как качественный, так и количественный анализ поверхностных  
и внутриклеточных антигенов. На сегодняшний день ряд фирм предлагают широкий спектр мо-
ноклональных антител, c помощью которых можно идентифицировать клеточные поверхност-
ные антигены, получившие название кластеров дифференцировки (сluster of differentiation, CD). 
По сути дела, CD ‒ это набор моноклональных антител, которые распознают одну и ту же струк-
туру на клеточной поверхности независимо от эпитопной специфичности. В настоящее время 
описано порядка 350 кластеров дифференцировки клеток человека. Расширился и спектр флуо-
ресцентных красителей. Так, например, пометив несколько моноклональных антител различны-
ми флуоресцентными красителями, можно в одном эксперименте получить информацию сразу  
о нескольких антигенах на поверхности клеток, а следовательно, и о составе клеток в популяции. 

Разнообразие флуорохромов сделало возможным количественное исследование ряда таких 
физиологических параметров, как внутриклеточный рН (флуоресцеин и 7- гидроксикумарин), кон-
центрация свободных ионов кальция (Fura red, Indo -1, Fluo- 3), уровень окислительных процессов 
в клетке, активация митохондрий, потенциал наружной клеточной мембраны, механизмы гибели  
клеток (апоптоз, некроз) [1, 7]. Кроме того, раз-
работаны методики, позволяющие при помощи 
проточной цитометрии исследовать фагоцитоз, 
экспрессию цитокинов и др. Все это создает 
предпосылки для современных исследований 
всего комплекса внутриклеточных процессов 
на уровне отдельных клеток. 

Финальным этапом эксперимента с исполь- 
зованием проточной цитометрии является ана- 
лиз полученных результатов, наиболее часто ‒  
выдаваемых прибором гистограмм с отобра-
жением одного или двух (dot plot) измеряемых 
параметров (рис. 2). Однако увеличение объема 
данных и повышение сложности эксперимен-
тов вызвало необходимость разработки более 
новых методов кластерного анализа (в частно-
сти, PCA, SPADE и tSNE) с целью извлечения 
из многомерного массива данных больше по-
лезной информации. 

Рис. 2. Гистограмма флуоресценции зонда CM-H2DCF-DA 
в МСК костного мозга после воздействия на клетки  

трет-бутилгидропероксида [7]

Fig. 2. Histogram of CM-H2DCF-DA fluorescence in bone  
marrow MSCs after treatment of cells with  

tret-butylhydroperoxide [7]
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Оборудование. Традиционные проточные цитометры. Традиционный проточный цитометр 
состоит из трех функциональных систем: гидравлической, оптической и электронной (см. рис. 1). 
Гидравлическая система содержит так называемую обжимающую жидкость (обычный солевой 
буферный раствор, находящийся под давлением) для беспрепятственной доставки и фокусиро-
вания лазерного луча. Оптическая система состоит из двух частей: оптики возбуждения (лазер)  
и оптики регистрации (фотоумножитель или фотодиод), с помощью которых возникший свето-
вой сигнал генерируется и затем подвергается анализу. Набор дихроичных светофильтров вы-
деляет флуоресцентное излучение для его последующего улавливания специализированным 
детектором. Более специфическими являются светофильтры, отсекающие коротко- и длинно-
волновый участки спектра, оставляя излучение в максимуме флуоресцентного сигнала. Они как 
бы создают узкое спектральное окно, пропускающее информационно ценное излучение для его 
последующей детекции и конверсии электронной системой цитометра в цифровой сигнал [8]. 

Наиболее часто в проточных цитометрах используются лазеры с испусканием излучения сле-
дующих длин волн: 488 нм (синий), 405 нм (фиолетовый), 532 и 553 нм (зеленый), 561 нм (зелено- 
желтый), 640 нм (красный) и 355 нм (ультрафиолетовый) (см. таблицу). Поскольку современ-
ные цитометры, как правило, оборудованы более чем тремя фотоэлектронными умножителями  
(от 3 до 18), на одном образце периферической крови можно проанализировать практически все 
основные субпопуляции клеток [9]. Наличие на рынке большого выбора моноклональных анти-
тел, меченных различными флуорохромами, дает возможность исследователю подобрать такой 
их набор, чтобы на меньшем количестве образцов получить максимальную информацию. Все 
это привело к формированию многопараметрового анализа в цитометрии.

Во многих проточных цитометрах вместо фотоумножителей используются фотодиоды, по-
зволяющие увеличить чувствительность приборов.

Флуорохромы, используемые для конъюгации с моноклональными антителами [2]

Fluorochromes used for conjugation with monoclonal antibodies [2]

Флуорохром Длина волны возбуждения, нм Максимум эмиссиии, нм

Флуоресцеинизотиоцианат (FITC) 488 525
Алекса Флуор 488 (Alexa Fluor 488) 488 525
Фикоэритрин (PE, R-PE, RD1) 488 575
ECD (PE-Texas Red)* 488 610
PC5 (PE/CY5)* 488 675
PC5.5 (PE/CY5.5)* 488 700
PE Alexa Fluor 700* 488 725
PC7 (PE/CY7) 488 790
Алофикоцианин (APC) 633/635 680
Alexa Fluor 647 633/635 680
Alexa Fluor 700 633/635 725
APC Alexa Fluor 700* 633/635 725
APC7 (APC/CY7)* 633/635 790

П р и м е ч а н и e.  CY – цианин; * – тандемные флуоресцентные красители.

Ультразвук-фокусирующие цитометры. В этих цитометрах для увеличения фокусирова-
ния используется ультразвуковая обработка. Она позволяет уменьшить в проточном цитометре 
риск засорения системы прокачки образцов. 

Клеточные сортеры. Особым типом проточных цитометров являются клеточные сортеры, 
с помощью которых можно очистить клетки в образце и собрать их в коллекторе для дальней-
шего анализа. Использование клеточного сортера позволяет проводить селекцию в популяции 
клеток, характеризующихся выраженностью позитивных или негативных параметров, и соби-
рать их в специальном коллекторе (рис. 3). Сортеры разделяют клетки благодаря осцилляции 
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потока жидкости в приборе при высоких частотах и образованию капель. Капли обладают пози-
тивным или негативным зарядом. Они пропускаются через так называемую отклоняющую ме-
таллическую пластинку и в зависимости от их заряда направляются в специальный коллектор. 
В качестве коллекторов используют трубочки, предметные стекла или пластинки (чаще всего 
имеющие 96 или 384 лунок). Имеются два типа сортеров: сортеры с кварцевой кюветой и сорте-
ры с воздушной струей. Они отличаются точкой расположения тестирующего лазера. Сортеры 
с кварцевой кюветой характеризуются фиксированным лазерным источником света, а у сорте-
ров с воздушной струей приходится перед каждой процедурой настраивать систему. Это создает 
определенные неудобства, но эти сортеры адаптированы к детекции малых клеток.

Проточные цитометры с визуализацией. Данные цитометры, представляющие собой ком-
бинацию традиционного проточного цитометра с флуоресцентным микроскопом, позволяют 
быстро анализировать как отдельные клети, так и популяции в целом по их морфологии и флуо- 
ресцентным параметрам [5]. Кроме того, они могут оценивать распределение белков внутри от-
дельной клетки подобно конфокальному или флуоресцентному микроскопам и осуществлять 
функции проточного цитометра. Особенно востребованы эти цитометры при исследовании в по-
пуляции процессов клеточной сигнализации и образования межклеточных контактов, повреж-
дения и репарации ДНК, а также в опытах по определению локализации клеток в популяции  
в соответствии с флуоресцентными данными. 

Масс-цитометры. Масс-цитометры представляют собой комбинацию времяпролетного масс- 
спектрометра с проточным цитометром [10]. При этом для детекции клеток вместо антител, 
меченных флуоресцентными зондами, используются антитела, меченные ионами тяжелых ме-
таллов (обычно лантанидами). Однако в этом случае в ходе анализа клетки могут разрушать-
ся, поэтому клеточный сортинг невозможен. В масс-цитометрах скорость прокачки составляет 
только 1000 клеток/с вместо 10 000 клеток/с у традиционных проточных цитометров. Появились 
и новые металлические зонды для мечения антител, например платиновые [11]. 

 Цитометры с биочипами. Данная разновидность проточной цитометрии приобрела попу-
лярность при анализе большого количества образцов при их малых объемах. Другими словами, 
в этом случае используются биочипы с известным флуоресцентным сигналом в канале регистра-
ции и репортерными молекулами, которые детектируются с помощью отдельного лазера, что 
позволяет увеличить количество захваченного биочипами анализируемого вещества. При этом 
один такой анализ заменяет 100 определений с помощью метода ELISA. Для проведения большого 

Рис. 3. Упрощенная схема проточного цитометра с функцией сортировки клеток [4]

Fig. 3. Schematic diagram of a flow cytometer with cell sorting function [4]
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количества измерений были сконструированы небольшие проточные цитометры с двумя лазера-
ми и 96-луночными кассетами. Прибор в состоянии регистрировать и дискриминировать в двух 
каналах 100‒500 различных образцов, характеризующихся чипами с различными флуоресцент-
ными свойствами.

Спектральные анализаторы. Одним из вызовов многопараметровой проточной цитометрии 
является перекрытие спектров между различными флуорохромами. Для решения этой проблемы 
в современных проточных цитометрах используются специальные спектральные анализаторы. 
Они регистрируют в образце спектры эмиссии каждого флуорохрома, которые служат потом от-
печатком, а в ходе анализа выделяют для каждого флуорохрома чистый сигнал. Использование 
спектрального анализа стало стартовым событием по замене в проточных цитометрах фотоум-
ножителей как детекторов сигналов на фотодиоды. 

Новые технологии детекции. Благодаря высокой чувствительности и низкому шумовому 
току фотоумножители до сих пор остаются в проточных цитометрах стандартными детекто-
рами. Тем не менее в проточных цитометрах начинают применять твердотельные детекторы. 
Лавинные фотодиоды дешевы, характеризуются линейностью усиления сигнала и фоточувстви-
тельностью в красной спектральной области, появились также и силиконовые детекторы.

Реактивы. Малые органические молекулы. На практике для мечения антител используются 
такие малые органические красители, как флуоресцеин (молекулярная масса (ММ) ‒ 389 дальтон 
(D)), Алекса Флуор 488 ‒ аналог флуоресцеина (ММ = 643 D), техасский красный (ММ = 625 D), 
пацифик голубой (ММ = 262 D). Они характеризуются небольшими (порядка 50‒100 нм) сток-
совскими сдвигами, стабильны и легко конъюгируют с антителами. Красителю Алекса Флуор 
(Thermo Fisher), специально синтезированному для повышения резистентности метки к фото-
обесцвечиванию, отдается предпочтение и при получении имиджевых изображений образцов. 

 Фикобилины. Фикобилины ‒ класс крупных белков, входящих в состав цианобактерий и во-
дорослей. Примерами фикобилинов служат фикоэритрин (РЕ), аллофикоцианин (АРС) и периди-
новый хлорофилловый белок (РЕrСР). Например, молекулярная масса фикоэритрина составляет 
240 000 D. Фикобилины характеризуются большим стоксовским сдвигом (75‒200 нм), они очень 
стабильны, а спектры их излучения хорошо воспроизводимы и не подвержены изменениям. Благо- 
даря своим размерам фикобилины превосходно подходят для количественной проточной цито- 
метрии, так как при образовании их конъюгатов с антителами сохраняется соотношение 1:1. 
Однако фикобилины под действием лазерного излучения быстро выцветают, поэтому их не реко-
мендуется использовать в опытах с продолжительным или повторным облучением. 

Квантовые точки. Квантовые точки (Qdots) ‒ полупроводниковые нанокристаллы, которые  
характеризуются узким спектром флуоресценции, зависящим от их размера. Их свечение возбуж-
дается ультрафиолетовым или фиолетовым лазером. Возбуждение квантовых точек осложняется  
компенсаторным эффектом флуоресценции в случае, когда проводятся многопараметровые экс-
перименты. Из-за компенсаторного эффекта и связанными с ним трудностями конъюгации Qdots 
c антителами в многопараметровых экспериментах квантовые точки все чаще заменяются поли-
мерными красителями. 

Полимерные красители. Полимерные красители представляют собой полимерную цепь, 
способную поглощать и испускать свет при фиксированных длинах волн, что определяется дли-
ной полимерной цепи и природой присоединенных к ней молекулярных субъединиц ‒ красите-
лей. Эти красители очень стабильны, обладают близким к фикобилинам квантовым выходом 
флуоресценции, но более значительной фотостабильностью. Так как полимерные красители по-
глощают свет только при определенных длинах волн, при их использовании удается избежать 
множественного возбуждения. Примером данных красителей являются бриллиантовый фиоле-
товый (BV), бриллиантовый ультрафиолетовый (BUV) и бриллиантовый голубой (BB).

Тандемные красители. Тандемные красители представляют собой химическую пару, вклю-
чающую фикобилин (PE, APC, PerCP) и полимерный краситель (BV421, BUV395) с небольшим 
органическим флуорохромом (Cy3, Cy5, Cy7), между которыми происходит миграция энергии 
(FRET), что увеличивает доступность флуорохрома к лазерному излучению. Так, например,  
у красителя техасский красный максимум возбуждения наблюдается при длине волны 589 нм,  
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а у РЕ максимум флуоресценции ‒ при 595 нм, поэтому в составе тандема флуоресценция РЕ 
будет возбуждать молекулу техасского красного, что позволяет возбуждать комплекс РЕ–техас-
ский красный излучением лазера при 488 или 532 нм. В комплексе с антителом тандемные кра-
сители характеризуются большей доступностью к свету возбуждения, так как они могут возбуж-
даться одним лазером. Tандемные красители имеют яркую окраску, величина их стоксовского 
сдвига составляет 150–300 нм, что очень удобно при изучении антител с низкой концентрацией. 
Однако тандемные красители менее стабильны, чем донорные флуорохромы, и могут значитель-
но отличаться по эффективности миграции энергии. Большинство из более длинных бриллиант-
полимерных красителей также являются тандемными и обладают теми же свойствами. 

Металлические конъюгаты в масс-цитометрии. Масс-спектрометрия предполагает ис-
пользование антител, конъюгированных с изотопами металлов группы тяжелых лантанидов. На 
рынке присутствуют 35 изотопов лантанидов, пригодных для конъюгации с антителами. Они 
не флуоресцируют и используются исключительно в масс-цитометрии. Появилась информация  
о применении в проточной цитометрии платины [11]. 

Флуоресцентные белки. Флуоресцентные белки используются в качестве репортерных си-
стем при экспрессии генов. Чаще всего применяется зеленый флуоресцирующий белок (GFP), 
выделяемый из медузы Aequorea victoria [12]. Из GFP получают циановое производное белка 
(CFP) и желтый флуоресцирующий белок (YFP). Красный флуоресцирующий белок (DsRed) был 
выделен из грибовидного анемона (Discosoma) [13] и затем клонирован в системе белковой экс-
прессии. Флуоресцирующие белки mCherry и mBanana следующего поколения, клонированные 
из красного флуоресцирующего белка, характеризуются широкими спектрами возбуждения  
и эмиссии. Кроме того, исключительно в проточной цитометрии используются фиолетовый  
и зелено-желтый белки. К настоящему времени открыты также сотни новых флуоресцирующих 
белков со спектрами возбуждения и эмиссии в интервале длин волн от ультрафиолетовой до ин-
фракрасной области [14]. 

Красители ДНК. Данные красители комплексируют с ДНК и РНК. Их используют при ис-
следовании клеточного цикла (иодид пропидия, 7-AAD, DyeCycle Violet, DAPI), сортинге хро-
мосом (Hoescht 33342, хромомицин A3), сортинге стволовых клеток (Hoescht 33342) и для оценки 
их жизнеспособности. Их применяют также при сортинге бактерий и при изучении процессов 
пролиферации клеток.

Красители для изучения пролиферации. Пролиферацию клеток можно оценивать, подвер-
гая их воздействию бромдезоксиуридина (BrdU), а затем обрабатывая антителами против ВrdU  
и красителем ДНК. Однако этот подход не позволяет проводить длительные опыты по пролифе-
рации. Эфир янтарной кислоты и карбоксифлуоресцеина (CFSE) и другие сходные по структуре  
красители используются для мониторинга пролиферирующих клеток. В последнее время на 
рынке появились их красный и фиолетовый варианты. Эти красители не оказывают влияния  
на рост или морфологию клеток, поэтому пригодны для длительных экспериментов.

Красители для оценки жизнеспособности. Жизнеспособность клеток можно оценивать  
по эксклюзии красителя жизнеспособными клетками, что является отражением интактности кле-
точной мембраны. Для этих целей используют связывающиеся с ДНК красители (иодид пропидия,  
DAPI, 7AAD) или красители, реагирующие внутри клетки со свободными аминами. На рынке  
представлены целые линейки красителей, реагирующих с аминами, ‒ LIVE/DEAD (ThermoFisher),  
Zombie dyes (Biolegend), Fixable Viability Stain (BD Biosciences). Особенностью данных красителей 
является необратимость их реакции с аминами, что позволяет определять пул мертвых клеток 
в исходном образце даже после проведения процедур фиксации и пермеабилизации клеток при 
внутриклеточном окрашивании антителами [15]. Связывающиеся с ДНК красители образуют 
менее устойчивые комплексы и выходят из клеток при проведении внутриклеточного окраши-
вания или при длительном хранении. Анализ жизнеспособности клеток необходимо проводить  
в относительно короткий период времени после их нагрузки красителями ДНК.

Красители ‒ кальциевые индикаторы. Эти красители меняют окраску или квантовый вы-
ход флуоресценции после связывания с ионами кальция. Они используются в опытах по акти-
вации клеток и сигнализации. Данные выражаются как отношение сигналов, соответствующих 
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свободному красителю и связанному с ионизированными ионами кальция. Чаще всего в каче-
стве кальциевых зондов используются красители Indo-1 и Fluo-3. 

Применение. Применение проточной цитометрии стало обычным в самых различных об-
ластях современной биологии. 

Иммуннология. Иммунофенотипирование. Наиболее широко распространенное практиче-
ское использование проточной цитометрии – иммунофенотипирование. Оно базируется на уни-
кальной способности проточной цитометрии анализировать смешанные клеточные популяции 
по многим параметрам одновременно. В простейшей форме эксперимент по фенотипированию 
проводится на клетках, меченных конъюгированными флуорохромами антителами, мишенью 
которых являются антигены на клеточной поверхности. Большинство этих антигенов обозна-
чаются как «кластеры дифференцировки» (СD) с определенным номером, присвоенным на ра-
бочем совещании по дифференцировке лейкоцитов человека (Human Leukocyte Differentiation 
Workshops). Поэтому для обозначения моноклональных антител используется общая номен-
клатура. Например, CD3 ‒ это кластер дифференцировки под номером 3. Он используется для 
определения ко-рецепторов, которые присутствуют во всех Т-клетках. Большинство иммунных 
клеток характеризуется специфическими CD-маркерами. Эти клеточные маркеры, называемые 
родословными (lineage), характеризуют специфические клеточные популяции, что является необ- 
ходимым условием для проведения любого иммунофенотипического эксперимента. Так, Т-клетки  
характеризуются маркерами CD3, CD4, CD8; B-клетки ‒ CD19 и CD20; моноциты ‒ CD14 и CD11b; 
натуральные киллеры ‒ CD56 и CD161. Дополнительно к родословным маркерам для характери-
стики популяции клеток используются и другие маркеры. Среди них нужно отметить маркеры 
активации CD69, CD25, CD62L, маркеры памяти CD45RO, CD27, маркеры клеточного хоуминга 
α4/β7, маркеры хемокиновых рецепторов CCR7, CCR5, CXCR4, CCR6. Часто при иммунофено-
типировании используются внутриклеточные маркеры. Маркер FoxP3 свойственен регулятор-
ным Т-клеткам (Тreg), цитокины IFN-γ, TNF-α и IL-2 характерны для Т-хелперов первого типа 
(ТH1). Объектами изучения часто являются маркер пролиферации Ki67, а также антиген-специ- 
фические маркеры (технология тетрамеров главного комплекса гистосовместимости, MHC Tetra- 
mers) [16]. 

Последние проточные цитометры и имеющиеся в распоряжении исследователей необходимые 
для них реактивы дают возможность подбирать панели антител, позволяющие определять одно-
временно до 15 и более клеточных маркеров. 

Большой массив данных по CD-маркированию накоплен в области изучения мезенхимальных 
стволовых клеток (МСК). На их поверхности зафиксированы CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, 
CD105 маркеры [17, 18]. Как правило, в противовес определяют содержание CD19, CD34, CD45 
маркеров, которые характерны для гемопоэтических стволовых клеток, присутствующих в кост-
ном мозге и с позиции МСК являющихся примесными (рис. 4). 

Антиген-специфические ответы. Антиген-специфические ответы наблюдаются при стимули- 
ровании клеток специфическими антигенами. Они проявляются благодаря образованию цито-
кинов, пролиферации, памяти или узнаванию антигенов МНС-мультимерами. Последние явля-
ются, по сути, смесью MHC-мономеров главного комплекса гистосовместимости (major histo-
compatibility complex), которые обычно биотилируются, а затем связываются с опорной струк-
турой флуоресцирующего стрептовидина на уровне групп антигена: 4 (тетрамер), 5 (пентамер), 
10 (декстрамер). Эти МНС-мультимеры нагружаются антигенами выбора и затем связываются  
с Т-клетками, которые и узнают антиген, в результате чего определяется уровень ответа на спе- 
цифический антиген [19]. Этот подход используется при разработке вакцин.

Анализ внутриклеточных цитокинов. Данный анализ включает в себя обработку клеток инги-
биторами белкового транспорта (Brefeldin A или Monensin) в течение 2‒12 ч. При этом цитоки-
ны, продуцируемые клетками, могут накапливаться внутри клеток, что способствует их лучшей 
детекции. Клетки можно стимулировать различными антигенами так же, как это делают пепти- 
ды вакцин. Вслед за ингибированием белкового транспорта клетки метят маркерами жизнеспо-
собности и поверхностными маркерами, затем фиксируют и обрабатывают проникающими в клет-
ки антителами против цитокинов. 
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Рис. 4. Гистограммы распределения по интенсивности 
флуоресценции МСК третьего пассажа до (a, e, h, j)  

и после инкубации с антителами против CD73 (b), CD90 (c), 
CD105 (d), CD13 ( f ), CD44 (i), CD34 (g), CD45 (k) [17]

Fig. 4. Expression of surface markers in MSCs at the 3rd 
passage in control (a, e, h, j) and after incubation with 

antibodies to CD73 (b), CD90 (c), CD105 (d), CD13 ( f ),  
CD44 (i), CD34 (g), CD45 (k) [17]
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Анализ пролиферации. Пролиферация клеток оценивается проточной цитометрией с помо-
щью различных маркеров и методов. О пролиферативной активности клеток судят по включе-
нию в ДНК аналогов тимидина (BrdU), экспрессии связанных с пролиферацией антигенов (Ki67, 
PCNA), а для мониторинга поколений клеточного деления вводится перманентный краситель 
(CFSE). Для проведения проточной цитометрии применяют эквиваленты 3Н-тимидина – BrdU 
или EdU (этинилдезоксиуридин). Клеточные культуры инкубируются с данными соединениями 
в течение 2‒6 ч, после чего клетки фиксируют и пермеабилизируют для определения инкорпо-
рированного BrdU или EdU с использованием соответствующих антител. Определению BrdU 
предшествует обработка клеток ДНКазой (в случае EdU – ионами меди) с целью увеличения до-
ступности антигенов для антител. В обоих методах применяется связывающийся с ДНК краситель 
иодид пропидия. Возможно также внутриклеточное окрашивание антителами других антигенов. 

Экспрессия связанных с пролиферацией антигенов также может служить маркером пролифе- 
рации. Так, Ki67 экспрессируется в процессе пролиферации, но не на стадии покоя клеток. PCNA 
(ядерный антиген клеточной пролиферации) необходим для репликации ДНК. Наличие в системе  
Ki67 или PCNA является индикатором пролиферации [20]. CFSE и такие красители, как CellTrace 
Violet, Far Red, проникают через мембрану интактной клетки и ковалентно связываются с внутри-
клеточными соединениями, например аминами лизина. Дочерние клетки каждого последующего 
поколения «наследуют» краситель, но в меньшем количестве, что позволяет разделять поколе-
ния клеток по интенсивности флуоресценции зонда и в течение продолжительного времени от-
слеживать их пролиферацию [21, 22]. 

Анализ апоптоза. Апоптоз, или программируемая клеточная гибель, часто привлекает вни-
мание исследователей, работающих в области клеточной биологии, биофизики и молекулярной 
биологии. Апоптоз поддерживает гомеостаз многих систем организма посредством направлен-
ного удаления из него клеток и контролирует воспалительные процессы в организме (некроз). 
Вслед за иммунным ответом по механизму апоптоза в организме погибают клонированные 
Т-клетки, автореактивированные В-клетки, а кроме того, имеют место и другие события в им-
мунной системе. 

Многие из этих процессов можно детектировать с помощью проточной цитометрии. Для опре-
деления в культуре МСК доли апоптозных и некротических клеток широко используются ДНК-свя- 
зывающиеся красители в сочетании с флуоресцентными зондами (флуоресцеин диацетат, каль-
цеин ацетоксиметил), способными накапливаться в клетках вследствие их гидролиза внутри-
клеточными эстеразами [7, 17]. Данный подход отличается простотой выполнения и хорошей 
воспроизводимостью результата. 

Повреждение плазматической мембраны клетки опосредуется аннексином V, представляющим 
собой белок, который связывает фосфолипид фосфатидилсерин. При апоптозе происходит его 
транслокация на наружный слой бислойной фосфолипидной мембраны. Для определения наруж-
ного аннексина V окрашивание антителами против этого белка осуществляют в сочетании с окра-
шиванием проидиум иодидом. Разрушение ДНК эндонуклеазами в процессе апоптоза детектиру-
ется с помощью так называемого метода TUNEL (TdT, dUTP Nick End Labeling), который основан 
на способности терминальной дезоксинуклеотидтрансферазы (TdT) метить концевые участки 
разрывов ДНК дезоксиуридином (dUTP) или BrdU. В свою очередь dUTP или BrdU перед считы-
ванием данных с проточного цитометра окрашиваются меченными флуорохромами антителами. 
Конденсация хроматина в ядре исследуется с помощью красителя Hoescht 33342. Сигнальный 
путь каспаз в большинстве случаев активируется путем апоптоза. Этот процесс можно регистри- 
ровать с помощью внутриклеточного прокрашивания антителами, специфичными к активным 
формам каспазы-3. Кроме того, активность каспаз можно оценивать с использованием флуороген- 
ного субстрата фермента, после деградации которого появляется флуоресценция. Многие методы 
проточной цитометрии направлены на регистрацию митохондриального апоптоза. Большинство 
таких методов связано с измерением мембранного потенциала митохондрий с помощью краси-
теля JC-1. Также можно использовать антитело против белка APO2.7, который локализован на 
митохондриальной мембране и экспрессируется в ходе апоптоза [23].

Молекулярная биология. Анализ флуоресцентных белков. Флуоресцентные белки (GFP, mCherry, 
YFP, mRuby) используются как маркеры белковой экспрессии. Обычно наряду с флуоресцентным 
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белком при трансфекции в клетку вводится генетическая конструкция, содержащая промотор  
и нуклеотидную последовательность интересующего гена. При этом экспрессия флуоресцентно-
го белка рассматривается в качестве индикатора экспрессии этого гена. 

Недавно в проточной цитометрии стали использовать методы, основанные на экспрессии  
в клетках нефлуоресцирующих фрагментов флуоресцентных белков, присоединенных к другим 
белкам (bimolecular fluorescence complementation (BiFC), trimolecular fluorescence complementation 
(TriFC)). Фрагменты комплиментарны, и при их объединении восстанавливается интактная струк-
тура флуоресцентного белка. Данный подход позволяет изучать РНК-белок и белок-белковые 
взаимодействия непосредственно в живых клетках [24]. Эта технология нашла применение при 
решении разных задач, например, таких, как передвижение трансплантируемых клеток in vivo, 
механизмы бактериальной или вирусной инфекции и нокаут генов. 

Анализ клеточного цикла. Анализ клеточного цикла включает окрашивание ДНК насыща- 
ющими концентрациями красителей, связываемых ДНК. В большинстве случаев клетки фиксиру-
ются 70 %-ным этанолом, который увеличивает проницаемость плазматической мембраны, и окра-
шиваются красителем (иодид пропидия, 7-AAD, DAPI). Однако имеются красители (Hoescht 33342), 
которые входят в живую клетку, окрашивая ДНК, но не причиняя ей вреда. В ходе этого анализа 
образцы пропускают через проточный цитометр при низкой скорости потока при условии линей-
ной амплификации сигнала, после чего данные анализируют с помощью вычислительной техники. 

Проточная цитометрия и сигнальная трансдукция. Данное применение проточной цито- 
метрии предполагает использование антител против фосфорилированных сигнальных моле-
кул. Такой подход при окрашивании панели участников процесса трансдукции позволяет иссле-
довать эти процессы в смешанных популяциях клеток. 

Проточная цитометрия РНК. Проточная цитометрия РНК основывается на комбинации 
проточной цитометрии с флуоресцентной гибридизацией (FISH) с целью оценки экспрессии РНК 
и белков. Следует отметить, что при использовании этого метода большую роль играет оптими-
зация температурного режима прокрашивания, так как структура не всех красителей способна 
выдерживать инкубацию в течение 1 ч при температуре 40 °С. Этот метод может применяться, 
когда нет антител, необходимых для проведения экспериментов.

Сортинг клеток. Для сортинга клеток используются специально приспособленные проточ-
ные цитометры, способныe разделять и очищать клетки или частицы (см. рис. 3). Важно отметить,  
что отсепарированы могут быть любые клетки или частицы, обладающие флуоресценцией. Совре- 
менные сортеры позволяют разделять клетки непосредственно в 96- или 384-луночные планшеты. 
Особым видом объекта сортинга являются трансфецированные клетки, экспрессирующие флуорес- 
центные белки, стволовые клетки, опухолевые клетки и форменные элементы белой крови. Следует 
отметить также важность оптимизации концентрации антител в образце для избирательного 
окрашивания целевых клеток в большом клеточном массиве.

Другие области применения. Абсолютный подсчет клеток. При любом иммунофено-
типическом эксперименте можно подсчитать количество исследуемых клеток. Для этого в ходе  
измерения используется шаблон ‒ суспензия микросфер известной концентрации, близкой  
к концентрации клеток в образце. В конечном счете, сравнивая полученные результаты, можно 
определить точное количество клеток в 1 мл образца. 

Количественная проточная цитометрия. В количественной проточной цитометрии также 
используются шаблоны с известным количеством флуоресцирующего объекта для построения 
кривой прокрашивания образца. Клетки исследуются в том же режиме, что и шаблон. В зависи- 
мости от системы шаблона полученные результаты могут быть представлены как количество  
связанных клетками антител на единицу объема образца (Antibody Binding Capacity, ABC), актив-
ность связанного антитела (Antibodies Bound per Cell, ABC) или количества молекул раствори-
мого флуорохрома (Molecules of Equivalent Soluble Fluorochrome, MESF). Наилучшим образом 
для этого подходит флуорохром PE, который из-за своего размера всегда связан с антителом  
в соотношении 1:1. Параметр MESF служит для конверсии относительной интенсивности флуо-
ресценции в число флуоресцирующих молекул. 

Исследование фагоцитоза. Используя маркированные флуорохромами биологические части-
цы, например бактерии, с помощью проточного цитометра можно зарегистрировать их фагоцитоз. 
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Бактерии метят чувствительным к изменению рН красителем, который флуоресцирует при низ-
ких значениях рН фагосом, свидетельствуя о том, что фагоцитоз произошел.

Анализ малых частиц. С помощью высокочувствительных проточных цитометров можно 
детектировать и сортировать экзосомы и другие субмикронные частицы клетки. Анализ экзо-
сом, вирусов и других субклеточных частиц открывает новые перспективы в различных направ-
лениях биологической науки, включая клеточную биологию, терапию опухолей и вирусологию. 
В настоящее время эти подходы бурно развиваются [25].

Анализ результатов. Стандарт проточной цитометрии 3:1 FCS. Данный стандарт был 
разработан в 1984 г. для того, чтобы привести в соответствие друг с другом самые различные ре-
зультаты измерений, проведенных с помощью проточной цитометрии. Все файлы, содержащие 
результаты этих измерений, имеют расширение “.fcs”, что позволяет анализировать их на любом 
проточном цитометре.

Общепринятый анализ результатов проточной цитометрии. Данный анализ заключает-
ся в получении рисунка, описывающего окружение популяции (gating) и параметры, вытекаю-
щие из этих измерений. Это позволяет вычленить специфические параметры клеток, необходи-
мые для привлечения к эксперименту других маркеров. Например, хелпер Т-клеток может опре-
деляться по экспрессии CD3+ и CD4+, затем анализируются так называемые маркеры активации 
CD25 (IL-2Rα), а также образование IFN-γ цитокина. Многие коммерческие компании предлагают 
программное обеспечение для обработки данных проточной цитометрии. Наиболее популярны-
ми программами являются FlowJo, FCS Express, WinList, Kaluza и WinMDI.

Анализ клеточного цикла. Программное обеспечение цитометра позволяет моделировать 
процесс клеточного цикла, определять фазу цикла и представлять полученные данные в виде 
гистограмм. Этот вид анализа хорошо обеспечивается программой ModFit LT. Кроме того, анализ 
клеточного цикла возможен и программой FlowJo.

Анализ многомерных данных. Данный анализ, использующий 14 и более параметров на базе 
традиционной канальной стратегии, является громоздким и занимает много времени. При этом 
могут потеряться интересные популяции клеток, так как необходимое соотношение маркеров  
в образце часто очень трудно определить. Для решения этой проблемы предлагаются новые ин-
струменты, например метод SPADE (spanning-tree progress ion analysis).
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Аннотация. Обоснована возможность использования полифункциональных свойств растительно-микробных 
симбиозов при разработке ресурсосберегающих технологий в растениеводстве. Проведена экологическая оценка 
взаимодействия генотипов бобовых культур с ризосферной микрофлорой и показана роль растительно-микробных 
систем в накоплении биологического азота. Выявлено положительное влияние растительно-микробных взаимодей-
ствий на биогенность почвы и адаптацию растений к биотическим стрессам.
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Abstract. The possibility of using the polyfunctional properties of plant-microbial symbiosis in the development of resource-
saving technologies in crop production has been substantiated. An ecological assessment of the interaction of legume geno-
types with rhizosphere microflora was carried out, and the role of plant-microbial systems in the accumulation of biological 
nitrogen was shown.

The positive effect of plant-microbial interactions on soil biogenicity and plant adaptation to biotic stresses was revealed.
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Введение. Понимание первостепенной роли продовольственной безопасности страны позво- 
лило сформулировать важнейшее национальные приоритеты, среди которых на первый план 
выходит энерго- и ресурсосбережение. В сельском хозяйстве эта проблема наиболее актуальна, 
поскольку агропромышленный комплекс Беларуси традиционно входит в число самых энергоем- 
ких отраслей народного хозяйства. В этой связи наиболее важным с точки зрения энергоресурсо- 
сбережения, а также получения экологически безопасной и качественной продукции растение-
водства является использование в сельскохозяйственной практике растительно-микробных сим-
биозов. Симбиотические взаимодействия с микроорганизмами играют исключительно важную 
роль в жизни растений, обеспечивая их минеральное питание, адаптацию к абиотическим стрес-
сам, а также защиту от патогенов и вредителей [1]. 

Активное изучение бобово-ризобиального, эндомикоризного и ассоциативного симбиоза ини-
циировало появление на рынке биопрепаратов на основе моно- и поликомпонентного микроб-
ного сообщества, которые позволяют снизить дозы применяемых химических средств защиты 
растений и минеральных удобрений, способствуют повышению качества продукции, безвредны 
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для живых объектов и не вызывают эффекта привыкания к ним насекомых. Однако существую-
щие на сегодняшний день технологии возделывания сельскохозяйственных культур не предус-
матривают использования полезных ризосферных микроорганизмов в качестве важнейших со-
ставляющих снижения энергозатратности и повышения адаптивности агрофитоценозов [2]. 

Поэтому с точки зрения целесообразности применения в сельскохозяйственной практике ми-
кробно-растительных систем необходим комплексный подход к изучению и разработке спосо-
бов повышения их эффективности за счет средств эндогенной и экзогенной регуляции. Изучение 
возможности использования растительно-микробных взаимодействий в современных биотехно-
логиях вносит уникальный вклад в агроэкологию, обеспечивая системное использование эндо- 
и экзогенных факторов их регуляции на уровне агрофитоценоза и открывает возможность для 
разработки путей к ресурсосбережению и совершенствованию производства продукции расте-
ниеводства. 

Цель работы ‒ обсуждение ресурсосберегающих принципов оптимизации агроэкологиче-
ского состояния фитоценозов с учетом полифункциональных свойств растительно-микробных 
симбиозов. 

Реализация основных положений данной работы позволит создать высокоэффективную, эко-
логически безопасную и конкурентоспособную продукцию растениеводства, а главное – сохра-
нить землю для будущих поколений.

Растительно-микробные взаимодействия в агроэкосистемах. Особую роль для сельско-
хозяйственной экологии представляют взаимоотношения растений и почвенных микроорганиз-
мов. Наиболее изученными являются три типа микробно-растительных симбиозов: азотфикси-
рующий (например, бобово-ризобиальный), микоризный и защитный (ассоциации растений с по-
лезными ростстимулирующими ризобактериями) [3]. 

Азотфиксирующий симбиоз. К настоящему времени выделено и описано свыше 50 видов  
азотфиксирующих бактерий, принадлежащих к 12 различным семействам. Активные штаммы 
ассоциативных азотфиксаторов относятся к родам Achrobacter, Agrobacterium, Arthrobacter, Azospi- 
rillum, Azotobacter, Aquaspirillum, Chromobacterium, Clostridium, Enterobacter, Flavobacterium, 
Klebsiella, Rhodospirillum, Xantobacter. Сейчас усиленно исследуются свойства этих бактерий, 
условия их функционирования и взаимоотношения с высшими растениями. К наиболее изучен-
ным из них следует отнести род Azospirillum [4]. 

Размеры азотфиксации в ризосфере зерновых культур при благоприятных экологических ус-
ловиях (зона тропиков и субтропиков) могут достигать значительных величин: 44–80 кг/га у риса 
и 34–45 кг/га у пшеницы. Однако в зоне умеренного климата эти показатели в 1,5–3 раза ниже [5]. 

Колоссальное значение представляет бобово-ризобиальный симбиоз. Азотфиксация различ- 
ными видами бобовых варьируется от 50 до 300 кг/га в год. Это может быть обусловлено типом  
роста стебля. Так, более высоким уровнем фиксации азота по сравнению с детерминантными 
формами бобовых отличаются виды растений с индетерминантным ростом (маш, вигна, каянус, 
люцерна). Однако многолетние исследования Н. А. Проворова [6] показали, что преобладание 
симбиотрофного питания азотом характерно для малоокультуренных видов бобовых (клевер 
сходный, вика мохнатая), а преобладание автотрофного питания – для высокоокультуренных ви-
дов бобовых. При этом наиболее резкие межвидовые различия по эффективности симбиотрофного 
питания азотом выявлены для видов, образующих недетерминантные клубеньки с «амидным 
типом» ассимиляции фиксированного азота (горох, вика, люцерна, козлятник, клевер), тогда как 
у бобовых с детерминированными клубеньками «уреидного типа» (соя, фасоль, маш, арахис) 
эти различия выражены не столь резко.

Особенно важное значение уникальные возможности микроорганизмов по фиксации атмос-
ферного азота приобретают в связи с усилением антропогенного воздействия на агроэкосисте-
мы. Наземные биологические системы восстанавливают около 175–190 млн т атмосферного азо-
та ежегодно, из которых 90–110 млн т приходится на почвы агроэкосистем [7]. При симбиотиче-
ской фиксации все 100 % минерализованного азота воздуха усваиваются культурой, поскольку 
сам процесс расщепления молекулы азота воздуха происходит внутри растений – в клубеньке, 
а восстановленные формы азота в виде аминокислот поступают в растущие вегетативные или 
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генеративные органы. Это исключает загрязнение почв, водоемов и атмосферы, которое имеет 
место при внесении азотных минеральных удобрений. Использование бобовых культур в сме-
шанных посевах способствует значительному снижению (до 30–40 %) вымывания нитратов  
в нижние горизонты почвы и попадания их в грунтовые воды [8]. 

По мнению многих исследователей, симбиоз бобовых с клубеньковыми бактериями способ-
ствует повышению плодородия почвы и увеличению урожайности последующих культур сево-
оборота, что позволяет уменьшить нормы применения азотных удобрений и снизить себестои-
мость продукции минимум на 20 % [9]. По расчетам Е. Н. Мишустина и Н. И. Черепкова, зерно- 
бобовые оставляют после себя в среднем около 20 кг/га биологически связанного азота [10]. При 
этом количество азота воздуха, поступающего в почву, определяется видом выращиваемой куль-
туры и ее урожайностью. Так, после гороха остается 8–21 кг/га симбиотического азота, а после 
сои в условиях Дальнего Востока при урожайности 14–17 ц/га остается примерно столько же  
(8–23 кг/га) фиксированного азота, положительно влияющего на последующую культуру сево- 
оборота. При средней урожайности люпина узколистного 2,8 т/га зерна в почву поступает 112 кг/га  
общего азота, в том числе 74 кг/га симбиотического, который обеспечивает прирост урожая пше-
ницы на 0,58 т/га [11]. 

Обеспечение растений фиксированным азотом ‒ важнейшая, но не единственная задача ди- 
азотрофов. Определена роль клубеньковых бактерий в защите семян и растений от ряда грибко-
вых и бактериальных инфекций. Инокулированные растения обеспечиваются гиббериллинами, 
ауксинами, цитокининами, протопорфиринами, комплексом витаминов группы В, каратиноидами 
и другими физиологически активными соединениями, которые оказывают воздействие на рост, 
развитие, фотосинтетическую деятельность растений, транспорт в них ассимилятов и на другие 
физиологически активные процессы [12]. Инокуляция семян бобовых Rhizobium положительно 
сказывается на фосфорном и калийном питании растений и приводит к увеличению поглоти-
тельной способности корневой системы и повышению за счет этого «встречаемости» корней  
с минеральными элементами [13]. 

Совместная инокуляция азоспириллами и ризобиями или внесение азоспирилл к естествен-
ной популяции ризобий способствовали колонизации корней бобовых растений, что приводило 
к увеличению азотфиксирующей активности, количества клубеньков, а в конечном счете и урожая 
растений [14].

Также известно, что сельскохозяйственные культуры, выращенные за счет питания их биологи- 
ческим, а не техническим азотом, обладают большей резистентностью к воздействию вредителей 
и возбудителей болезней. Например, активный азотфиксатор Klebsiella planticola ТСХА-91 обла-
дал фунгистатической активностью по отношению к ряду фитопатогенных грибов: Penicillium, 
Aspergillus, Thelaviopsis, Alternaria, Mucor, что было обусловлено его способностью к биосинтезу 
антибиотических веществ антрамицинового ряда. Бактеризация некоторыми штаммами ассоциа- 
тивных диазотрофов уменьшала поражаемость растений озимой пшеницы, ярового ячменя и карто-
феля фузариозом, ризоктониозом, паршой обыкновенной и корневыми гнилями в 1,5–2 раза [15].

Таким образом, азотфиксирующие симбиозы для агрофитоценозов не только обеспечивают 
растения доступным азотом, но и оказывают положительное влияние на продуктивность после-
дующих культур в севообороте, улучшают фитосанитарное состояние и активизируют микро-
биологическую активность почв, сокращают использование азотных удобрений и дают возмож-
ность получать экологически безопасную продукцию растениеводства. 

Микоризный симбиоз. Микориза – наиболее широко распространенная и экологически значи- 
мая форма растительно-микробного взаимодействия: способность к образованию той или иной 
формы микоризы свойственна 80–90 % видов наземных растений. Поскольку микориза обладает 
огромным адаптивным потенциалом и распространена во всех климатических зонах Земли, она 
выступает основным фактором стабильности и разнообразия фитоценозов и может быть исполь-
зована в качестве восстановителя нарушенных экосистем [16].

Значительный интерес для сельскохозяйственной практики представляет неспецифическая 
форма эндомикоризы – арбускулярная микориза (АМ), которую образуют грибы рода Glomus 
(группа Glomermycota). При взаимодействии с растениями-хозяевами микоризные грибы претер-
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певают сложные морфогенетические изменения, которые не могут быть осуществлены вне сим-
биоза. Многоэтапный процесс развития арбускулярной микоризы можно разделить на 4 основ- 
ных этапа: 1) преинфекционные взаимодействия; 2) формирование межклеточного мицелия;  
3) развитие внутриклеточных симбиотических структур; 4) формирование наружного (внекор-
невого) мицелия. Как правило, обоюдный обмен метаболитами между симбионтами осущест-
вляется в арбускулах, которые является основной структурно-функциональной единицей данно-
го типа симбиоза [17]. 

Выполняя функцию питания растений, АМ является одним из ключевых факторов выжива-
ния растений в условиях жесткой конкуренции за трофические ресурсы почвы. Формирование 
АМ улучшает рост растений и за счет увеличения рабочей поверхности корня обеспечивает 
улучшенную ассимиляцию труднорастворимых фосфатов и других питательных элементов поч- 
вы, являясь в сельском хозяйстве естественной альтернативой внесению больших количеств 
удобрений, главным образом фосфорных [16, 18]. Подсчитано, что на 1 м корней развивается  
70–80 м гиф АМ-грибов, что многократно повышает адсорбционную способность корней. Важ- 
ной особенностью внекорневых гиф является их способность проникать в корни соседних растений, 
создавая возможность для их обмена метаболитами. Однако внесение повышенных доз фосфор-
ных удобрений приводит к снижению эффекта от микоризации. При этом микоризные грибы 
инициируют устойчивость растений к биотическим и абиотическим стрессам и принимают уча-
стие в защите растений от патогенных организмов [19]. 

Велика роль микоризы и в снабжении растений водой. Данная функция особенна важна в усло- 
виях недостаточной влажности, так называемой физиологической сухости и засоленности почв. 
В холодных таежных и сухих полупустынных и пустынных областях микориза становится прак- 
тически единственной формой почвенного питания растений. Представляя столь многочислен-
ные преимущества растениям, грибы получают от них углеводы (образованные в результате фо-
тосинтеза), которые не способны синтезировать сами [18].

Опыт зарубежных и отечественных ученых также демонстрирует, что инфицирование расте-
ний АМ-грибами улучшает показатели их фотосинтетической деятельности (площадь листовой 
поверхности, скорость фиксации углекислого газа, содержание хлорофилла) и усиливает отток 
продуктов фотосинтеза в корни [20]. Грибами микоризообразователями могут минерализовать-
ся многие органические соединения, в результате чего улучшается питание растений не только 
фосфором, но и азотом [21].

Совершенствование методов молекулярно-генетического анализа позволило выяснить, что  
в развитии микоризы и азотфиксирующих клубеньков участвуют «общие» гены [22]. Nod-фак- 
торы, синтезируемые ризобиями и активирующие ранние стадии клубенькообразования, стиму-
лируют микоризацию корней. Многие компоненты сигнального каскада, управляющие развити-
ем клубеньков у бобовых, принимают участие и в развитии АМ.

Сходство между азотфиксирующим и эндомикоризным симбиозами растений позволяет рас-
сматривать генетическую систему бобовых растений, контролирующую их симбиотические 
свойства, как единую для развития тройного симбиоза – бобовое растение + эндомикоризные 
грибы + клубеньковые бактерии. При этом за счет улучшения азотного и фосфорного питания 
повышаются продуктивность растения-хозяина и его устойчивость к стрессам и ослабляется 
конкуренция между растениями, что крайне необходимо для создания высокоэффективных агро-
ценозов.

Защитный симбиоз. Осуществление биоконтроля (подавление активности патогенных ми-
кробов) – важнейший механизм растительно-микробных взаимодействий. Достаточно вспомнить, 
что ежегодные потери урожая во всем мире от различных заболеваний сельскохозяйственных 
растений, вызываемых патогенами микробной, грибной, вирусной и иной природы, достигают 
540 млн т, что соответствует 50 млрд долларов [22]. Для борьбы с возбудителями болезней рас-
тений чаще всего используют химические препараты, далеко не всегда отвечающие требованиям 
экологической безопасности. 

Защитными функциями от фитопатогенов обладают микроорганизмы, колонизирующие наруж-
ные поверхности растений. Большая и гетерогенная группа бактерий, оказывающих положи-
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тельное действие на растения, была объединена под названием PGPR (Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria) – ростстимулирующие ризобактерии. В эту группу были включены представители 
многих родов, но прежде всего Pseudomonas (P. fluorescens, P. chloraphis, P. corrugate, P. putida), 
Serratia (S. marcescens) и Bacillus (B. cereus) [23]. Им присуща высокая динамичность роста и спо-
собность поселяться в ризосфере (узкий слой почвы, непосредственно прилегающий к поверхно-
сти корней) и ризоплане (поверхности корня, включающие углубления и «карманы», образован-
ные неравномерностью роста тканей и отмиранием клеток) культивируемых растений, а иногда 
и внутри корня, образуя ассоциации с корнями растения, но без формирования на них специали-
зированных структур типа симбиотических клубеньков бобовых растений. Наилучшими эколо-
гическими нишами для PGPR являются участки максимального выброса корневых экссудатов 
(зона элонгации корня), через которые может эксктретироваться до 30 % продуктов растительного 
фотосинтеза. При этом концентрация бактерий в прикорневой зоне может быть в 10‒100 раз выше, 
чем в почве (ризосферный эффект), и существенно изменяется состав микробного сообщества. 

Способность подавлять развитие заболеваний растений может осуществляться двумя путями:  
1) за счет синтеза микросимбиотом антибиотических метаболитов, ингибирующих патогены;  
2) вследствие индукции имунных реакций растения-хозяина. 

Роль продукции антибиотиков в защите растений непосредственно в почве была показана  
Д. В. Мавроди [24], исследовавшего бактеризацию семян пшеницы штаммом P. fluorescens 2-79 
и его дефектным по синтезу феназинового антибиотика мутантом. Защиту растений от возбуди-
теля корневой гнили обеспечивал только исходный штамм с нормальной продукцией феназин- 
1-карбоновой кислоты.

У энтеробактерий часто ярко выражена способность к подавлению роста фитопатогенов. Актив- 
ный азотфиксатор Klebsiella planticola ТСХА-91 обладал фунгистатической активностью по отно- 
шению к ряду фитопатогенных грибов: Penicillum, Aspergillus, Thelaviopsis, Alternaria, Mucor, что 
обусловлено его способностью к биосинтезу антибиотических веществ антрамицинового ряда. 
Развитие твердой головни на яровой пшенице эффективно предотвращали штаммы Bacillus subtilis 
ИБ-15, Bacillus sp. 739. Некоторые штаммы Serratia и Bacillus продуцируют внеклеточные хити-
назы, благодаря которым происходит ингибирование патогенов (например, Fusarium) на различных 
стадиях их развития, включая прорастание конидий и развитие гиф на поверхности корней [25].

Ризобактерии активно продуцируют такие антибиотики, как 2,4-диацетил-флороглюканол, 
пиролнитрин, пиолютеорин, 2-гексил-5-пропил резорцинол и циклические липопептиды [26]. 
При этом прямое подавление патогенов наблюдается при активной колонизации поверхности 
корня. Однако в ряде случаев подавление деятельности патогенов осуществляется малыми ко-
личествами бактерий, поскольку инокуляция ризобактериями приводит к индукции у растений 
системной устойчивости (ISR-реакция), что обусловливает невосприимчивость растений к ин-
фекции патогенами. Чаще всего это наблюдается при колонизации бактериями ризопланы или 
при проникновении их в наружные ткани корня.

Индукция резистентности к фитопатогенам продемонстрирована в работах А. М. Боронина [27]. 
Например, обработка корней бобов и гвоздики определенными штаммами P. putida повышала 
устойчивость растений к Fusarium solani. При этом отмечалось усиление лигнификации корне-
вой ткани и повышение содержания фитоаллексинов в стеблях растений. В опытах с P. fluorescens 
было показано, что данный штамм помимо антибиотиков и сидерофоров продуцировал циани-
стый водород и эффективно подавлял заболевания табака, вызываемые фитопагенным грибом 
Thielaviopsis basicola.

Установлено, что при инокуляции корней Medicago truncatula биоконтрольным штаммом  
P. fluorescens наблюдается индукция некоторых генов растений, контролирующих сигнальное 
взаимодействие с ризобиями и микоризными грибами, что доказывает общность молекулярных 
механизмов взаимодействия растений с внутриклеточными и ассоциативными симбионтами [28].

Увеличение количества азотфиксирующих клубеньков и повышение активности нитрогеназы 
может происходить за счет выделения ассоциативными бактериями индолил-3-уксусной кисло-
ты (ИУК) или изменения метаболизма флавоноидов у растения. Также имеются сведения о том, 
что инокуляция растений ассоциативными ризосферными бактериями приводит к стимуляции 
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эндосимбиоза с АМ, что в конечном итоге улучшает накопление биомассы инокулированными 
растениями и выражается в формировании тройственных растительно-микробных симбиозов [29].

Многие ризосферные бактерии способны синтезировать различные фитогормоны и, в част-
ности, ИУК, которые могут стимулировать рост растений на различных стадиях развития. Ризо- 
сферные бактерии могут содействовать поступлению в растения минеральных веществ, переводя 
их из нерастворимой формы в растворимую, синтезировать некоторые низкомолекулярные соеди-
нения и ферменты, например АСС-дезаминазу, предотвращающую синтез стрессового раститель-
ного гормона – этилена, что также приводит к улучшению роста растений [30]. 

Следовательно, широкий комплекс функций защитных ризосферных ассоциаций, включая 
питание растений, повышение устойчивости к абиотическим стрессам, стимуляцию азотфикси-
рующей способности, свидетельствует о значительных перспективах использования защитных 
симбиозов в сельскохозяйственной практике.

Экзогенная регуляция растительно-микробных взаимодействий. Для формирования эф-
фективного симбиоза необходимо изучить требования биологии каждой симбиотической систе-
мы к параметрам основных факторов среды и с помощью агротехнических приемов обеспечить 
эти параметры.

Первое условие активного симбиоза – наличие специфичного вирулентного активного штам-
ма микроорганизма. Это связано с тем, что внутри каждого вида есть штаммы бактерий, наиболее  
приспособленные только к определенному виду или сорту культуры (специфичность). Специфич- 
ные штаммы одного вида обладают вирулентностью, т. е. неодинаковой способностью проникать 
в корень бобового растения. Некоторые специфичные вирулентные штаммы рода Rhizobium в сим-
биозе с растением-хозяином интенсивно фиксируют азот воздуха, у других штаммов фиксация 
азота протекает медленнее и в меньших объемах [31].

Инокуляция семян дает неодинаковый эффект в различных условиях: иногда она обеспечи-
вает прибавку урожая, а в некоторых случаях оказывается бесполезной [32]. Следовательно, ино-
куляция необходима лишь в тех случаях, когда в почве отсутствуют специфичные спонтанные 
бактерии. В основном это относится к интродуцируемым малораспространенным в конкретном 
районе культурам (лядвенец рогатый, козлятник восточный). 

Для ассоциативного симбиоза необходимо также проводить тщательный подбор партнеров. 
Макросимбионт – растение и микросимбионт – микроорганизм должны быть комплементарны 
друг другу, т. е. наилучшим образом соответствовать и взаимодействовать между собой. Ряд ав-
торов считают, эффективность азоспириллы в большей степени зависит от происхождения бак- 
терий, чем от их таксономической принадлежности. Это положение нашло свое подтверждение 
в результатах исследований бельгийских авторов [33], которые на 10 сортах пшеницы показали, 
что азоспириллы, выделенные из одноименной культуры, дают более высокий прирост урожая, 
чем азоспириллы, выделенные из кукурузы. В свою очередь на кукурузе более эффективным 
оказался гомологический штамм A. poliferum по сравнению с линией A. brasilense, выделенной 
из риса. 

В целом имеющиеся литературные данные свидетельствуют о позитивном влиянии азоспи-
рилл на растительный организм, поскольку они являются достаточно универсальными агентами 
по сравнению с клубеньковыми бактериями. Дальнейшие исследования должны быть направле-
ны на создание для каждого региона конкретных растительно-микробных систем, в которых эф-
фективность инокуляции будет высокой и стабильной. Это даст возможность для экономически 
выгодного использования Azospirillum в производственных целях.

Вторым важнейшим фактором, ограничивающим активность симбиоза, главным образом 
бобово-ризобиального, считается повышенная кислотность почвы. Для большинства бобовых 
культур оптимальное значение pH находится в пределах 6,5‒7,5. Доказана устойчивая специфич-
ная реакция симбионтов на изменение рН. Например, лядвенец рогатый удовлетворительно фик-
сирует азот воздуха (120 кг/га) и дает достаточно высокий урожай сена – 6,5 т/га даже при рН 4,2. 
Клевер луговой при той же кислотности фиксирует азота в 9 раз меньше, а люцерна не усваивает 
азот воздуха. При снижении кислотности до рН 6,5 урожайность лядвенца возросла в 1,5 раза, 
клевера лугового – в 4, а люцерны – в 6 раз. По мнению В. К. Шильниковой, кислая реакция среды  
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в значительной степени влияет на ультраструктуру клубеньковой ткани. Это проявляется в со-
кращении времени активного функционирования инфекционных нитей. Как при низких, так  
и при высоких значениях рН ухудшаются свойства клубеньковых растений – снижается способ-
ность инфицирования корней, уменьшается азотфиксирующая активность [34]. 

Диапазон рН, при котором развиваются ассоциативные диазотрофы, также достаточно ши-
рок. Например, азоспириллы способны адаптироваться к широкому диапазону рН ‒ от 3,2 до 8,5. 
В большинстве публикаций отмечается, что оптимальной для связывания атмосферного азота 
является нейтральная или слабокислая реакция среды. При этом наблюдаются различия по ро-
дам, видам и даже штаммам бактерий. Например, Azospirillum лучше всего развиваются при рН 
6,5–7,0, Klebsiella – при 6,8–7,0, Entherobacter – при 7,0 [35]. 

Третьим по важности фактором, определяющим величину и активность симбиотической 
системы, является влажность почвы [36]. Усвоение азота воздуха при низкой влажности почвы 
прекращается не вследствие недостатка воды в клубеньках (клубеньки сами не поглощают воду, 
они получают ее через корни), а из-за нехватки энергетических материалов – углеводов, которые 
расходуются на рост новых корешков, «ищущих» воду. 

В засушливые годы клубеньки формируются мелкие и неактивные или не образуются вообще. 
Несмотря на специфику биологии отдельных культур, для большинства из них оптимум влаж-
ности для активного бобово-ризобиального симбиоза находится в пределах от 100 % до влажно-
сти разрыва капилляров (около 62 % ППВ) [37]. 

Вегетационные опыты, проведенные на темно-серой лесной почве и выщелоченном черно-
земе, показали, что лучшее развитие растений и образование клубеньков, а также самый высо-
кий урожай фасоли отмечаются при влажности почвы 60 % ППВ. При дальнейшем увеличении  
и уменьшении влажности снижались как количество и масса клубеньков, так и урожайность фасо-
ли. Из-за снижения аэрации ухудшалось снабжение симбиотического аппарата кислородом [38]. 

Аэрация почвы играет важную роль в процессе симбиотической азотфиксации, так как по-
следняя является аэробным процессом [31]. На 1 мл фиксированного азота воздуха расходуется  
3 мл кислорода. Большая часть клубеньков обычно образуется в наиболее аэрируемом слое почвы 
(0‒10 см). При уменьшении доступа кислорода к клубенькам снижаются содержание в них леггемо- 
глобина и фиксация азота воздуха.

Красный пигмент леггемоглобин по структуре и функциям – аналог гемоглобина крови. Он 
обеспечивает перенос кислорода воздуха от периферии клубенька к его энергетическим центрам –  
митохондриям, где происходит окисление углеводов и высвобождение энергии для фиксации 
атмосферного азота. Этот же гемопротеид защищает нитрогеназу (ферментный комплекс, от-
вечающий за восстановление молекулярного азота) от инактивирующего воздействия избытка 
кислорода [34]. 

Температурный (как водный и воздушный) режим среды обитания растений относится к числу 
наиболее важных звеньев в симбиотических отношениях макро- и микросимбионтов. Все физико- 
химические процессы, поддерживающие жизнедеятельность и обеспечивающие функциональ-
ную активность клеток, зависят в большей или меньшей степени от температуры [39]. 

Требования симбиотических систем к напряженности температуры закреплены в геноме обоих  
симбионтов и определены экологическими условиями региона, в которых формировался вид. 
Мнение большинства исследователей сводится к тому, что нормальный, хотя и замедленный рост 
клубеньковых растений начинается при 4–6 ºС, оптимум находится в пределах 20–28 ºС, а при 
0 и 37 ºС их деятельность резко замедляется или совсем прекращается. Таким образом, клубень-
ковые бактерии и большинство бобовых растений характеризуются весьма близкой реакцией  
на термодинамическое воздействие, сохраняют жизнеспособность в достаточно широком интер-
вале температур, но наибольшую активность проявляют при 20–24 ºС. У видов короткого фото-
периодизма оптимальная температура для максимальной симбиотической азотфиксации нахо-
дится в диапазоне 20‒30 ºС; у видов длиннодневного фотопериодизма (люцерна, клевер) средних 
широт этот диапазон снижается до 15‒20 ºС [39].

У ассоциативных азотфиксаторов при оптимизации условий увлажнения процесс азотфик-
сации протекает в достаточно широком диапазоне температур, который составляет для подзо-
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листых почв 5–25 ºС, а для почв лесостепной и степной зон ‒ 15–45 ºС. Например, для бактерий 
рода Azospirillum оптимальной является температура 25 ºС. При этом выявлено неодинаковое 
значение температуры как регулятора активности почвенных диазотрофов в различных почвах: 
с повышением температуры до 25–30 ºС отмечается слабое повышение азотфиксирующей актив-
ности в подзолистых почвах и резкое нарастание процесса азотфиксации в почвах с развитым 
процессом гумусообразования [2], причем наиболее холодостойкими считаются псевдомонады, 
поскольку температура 14–20 ºС для них оптимальна [27].

Грибы АМ хорошо развиваются в широком интервале кислотности, аэрации, влажности и тем-
пературы. Способность грибов многократно увеличивать абсорбционную способность корней 
обусловливает незаменимость микоризных симбиозов в засушливых условиях [40].

Мощным фактором воздействия на растения являются элементы минерального питания, вно- 
симые в почву в виде соответствующих удобрений или внекорневым путем. Они не только вхо-
дят в состав разнообразных соединений растения, но и принимают активное участие в фермен-
тативных, энергетических процессах, оказывают значительное влияние на физико-химические 
свойства плазмы клеток, ее структуру, вязкость, проницаемость, обводненность, состояние воды 
в плазме [41]. 

Достаточная обеспеченность фосфором ‒ обязательное условие активного симбиоза, так как 
фиксация атмосферного азота происходит при участии АТФ, главной составной частью которой 
является фосфор. Калий же способствует передвижению пластических веществ в растении, луч-
шему обеспечению симбиотической системы фотоассимилятами. Следовательно, при его недо-
статке снижается активность симбиотической азотфиксации [34]. 

В отличие от азотфиксирующих растений, АМ-грибы и ризобактерии (Pseudomonos) облада-
ют способностью усиливать поступление фосфорных соединений в растения. Однако микоризо-
ванные растения наиболее активно растут при низкой обеспеченности «подвижными» источни-
ками минерального питания, тогда как стерильные – при высокой обеспеченности [42].  

Особое место в симбиотических отношениях сельскохозяйственных культур занимают ми-
неральные соединения азота. В научной литературе встречаются различные мнения по данному 
вопросу. Одни ученые считают, что азотфиксирующая способность может удовлетворять по-
требность растений в этом элементе, а азотные удобрения отрицательно действуют на азотфик-
сацию [31]. Другие же исследователи придерживаются противоположного мнения [43]. 

В результате многолетних опытов, проведенных с различными бобовыми культурами в раз-
личных почвенно-климатических условиях, Г. С. Посыпанов пришел к выводу, что азотные удо-
брения угнетают симбиоз всех бобовых культур, задерживают образование клубеньков, сокра-
щают продолжительность активного симбиоза, снижают активный симбиотический потенциал 
по мере возрастания нормы азота [44]. 

Для активного симбиоза необходима достаточная обеспеченность не только макро-, но и микро- 
элементами, в первую очередь бором и молибденом. При недостатке бора в почве в клубеньках 
не образуются сосудистые пучки и вследствие этого нарушается нормальное развитие бактероид-
ной ткани. Недостаток молибдена также отрицательно сказывается на образовании клубеньков, 
в которых подавляется синтез леггемоглобина и нарушается синтез аминокислот. Я. В. Пейве по-
казал, что молибден и бор повышают активность ферментативных систем, непосредственно ка-
тализирующих активацию и связывание молекулярного азота. Молибден входит в состав нитро-
геназы. Как правило, кислые почвы сильнее нуждаются в применении молибденовых удобрений, 
а известкованные – в борных [45]. Кроме бора и молибдена для симбиотический азотфиксации 
также необходимы магний, железо, сера. При недостатке магния останавливается размножение 
клубеньковых растений, снижается их жизнедеятельность, а железо и сера играют важную роль 
в синтезе леггемоглобина [37].

Эффективность растительно-микробных симбиозов напрямую зависит от взаимодействия 
различных групп микроорганизмов между собой. Вероятно, поэтому более стабильное положи-
тельное действие на растение оказывают смешанные культуры, обладающие широким диапазо-
ном физиологических и экологических свойств. Внесение смешанной культуры Enterobacter sp.  
и Azospirillum brasilense приводило к большей активности азотфиксации в ризосфере, чем ис-
пользование любой из этих чистых культур [46].
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Широко известно, что инокуляция бобовых растений ризобиями вместе с бактериями PGPR 
усиливает эффект действия симбионтов. Так, совместное внесение бактерий Bacillus polymyxa  
и ризобий, а также Azospirillum и Rhizobium увеличивалов 2‒3 раза число клубеньков у растений, 
ускоряло их образование, способствовало повышению азотфиксации и улучшало минеральное 
питание. Иногда ризобии не оказывают положительного действия до тех пор, пока не будут вне-
сены ризосферные бактерии [47]. 

Отмечался преобладающий синергический эффект совместной инокуляции азоспириллами 
и микоризными грибами, что приводило к значительному увеличению урожая и содержания 
фосфора в надземной массе. Такая совместная инокуляция может заменить применение азотных 
и фосфорных удобрений [48]. 

Несмотря на очевидную перспективность применения смешанных культур ростстимулиру-
ющих бактерий в растениеводстве, данные объекты еще недостаточно изучены, что обусловлено 
сложностью их получения и поддержания. Однако общность молекулярных механизмов, опре-
деляющих взаимодействия растений с внутриклеточными и ассоциативными симбионтами, по-
зволяет надеяться на более детальное изучение бактериальных ассоциаций и расширение обла-
сти их применения в ближайшие годы [28].

Эндогенная регуляция растительно-микробных взаимодействий. Микроорганизмы в ри-
зосфере и ризоплане существуют за счет отмерших клеток эпидермиса и корневых волосков, 
корневых выделений растений, богатых сахарами и органическими кислотами. При этом неко-
торые органические вещества оказывают хемотоксическое действие на почвенные бактерии [6].

Для Rhizobiaceae аттрактантами служат дикарбоновые кислоты, глутамат и аспартат, кото-
рые растения выделяют в ризосферу. При бобово-ризобиальном симбиозе растение поставляет 
в клубеньки продукты фотосинтеза, образующиеся в листьях и необходимые для развития сим-
биотических структур, снабжения нитрогеназы энергией и ассимиляции фиксированного азота. 
Установлено, что для симбиотической фиксации 1 г N2 необходимо 5–10 г углевода (15–20 г глю-
козы). Он расходуется в качестве источника энергии и восстановителя для фиксации N2, угле-
родных скелетов, ассимиляции фиксированного N2 в аминокислоты, а также оказывает влияние  
на процессы роста и поддержания в активном состоянии клубеньков и бактероидов [49].

Активность ростстимулирующих ризобактерий также находится под непосредственным кон-
тролем хозяина, в экссудатах которого содержатся питательные вещества, инициирующие раз-
множение PGPR и проявление ими биоконтрольных свойств. Наиболее интенсивный рост ризо- 
бактерий и экспрессия генов, участвующих в биоконтроле, наблюдаются в том случае, когда  
в экссудатах много органических кислот (в первую очередь цитрата, сукцината и малата), тогда 
как высокое содержание моно- и дисахаридов (глюкозы, сахарозы, ксиланозы) не способствует 
проявлению полезных свойств PGPR. Растения способны адекватно реагировать на появление 
в ризосфере биоконтрольных штаммов псевдомонад, повышая экссудацию именно тех фракций 
органических кислот, которые обеспечивают наилучший рост и антифунгальную активность 
PGPR [50].

Важной особенностью, определяющей способность симбиотического аппарата бобовых куль- 
тур к азотфиксации, является генетическая совместимость клубеньковых растений с растением- 
хозяином, поскольку генетические отклонения в растениях или бактериях могут привести к полной 
или частичной потере способности образовывать клубеньки [51].

Анализ различных бобово-ризобиальных систем показал, что вклад генотипов партнеров  
в варьирование показателей симбиотической активности зависит от вида растений, изучаемого 
признака, а также условий опыта. Так, нитрогеназная активность клубеньков приблизительно  
в равной степени контролируется генотипами партнеров, тогда как эффективность симбиоза зави-
сит прежде всего от генотипа растений [1]. 

Исследования американских ученых, проведенные во Флориде, показали, что из 40 проверен-
ных генотипов растений только 2 были отзывчивы на инокуляцию азоспириллами. Эти растения, 
принадлежащие к видам Panicum maximum и Digitaria decumbens, давали соответственно прибавки 
урожая на 150 и 163 % по сравнению с контролем. Остальные 38 генотипов, которые включали 
D. decumbens, P. maximum, Cynodon sp., Cenchrus sp., не были отзывчивы на инокуляцию [12]. 
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Известно, что образование симбиозов требует значительных затрат энергии (до 20–30 % про-
дуктов фотосинтеза в случае бобово-ризобиального симбиоза или АМ). Однако эти затраты яв-
ляются восполняемыми, так как при взаимодействии с симбиотическими микроорганизмами 
обычно наблюдается стимуляция фотосинтетической активности растений, которая часто сни-
жается при внесении эквивалентных доз минеральных удобрений [1].

Таким образом, сопряжение метаболических систем растений и микроорганизмов при фор-
мировании симбиоза образует сложную систему донорно-акцепторных связей, которые управ-
ляют ростом и развитием растительно-микробной системы. Исследование этих связей может от-
крыть возможности увеличения КПД фотосинтеза на уровне ценоза. 

Заключение. В результате изучения растительно-микробных взаимодействий сельское хо-
зяйство получило возможность применения препаратов биологического действия, которые по-
зволяют не только повышать урожайность сельскохозяйственных культур, но и получать высо-
кокачественную и экологически безопасную продукцию. 

Многолетнее изучение эффективности инокулянтов бобовых культур и новых землеудобри-
тельных биопрепаратов на основе ассоциативных азотфиксирующих бактерий показало, что они 
обладают комплексным положительным действием на растения и способны существенно увели-
чивать их продуктивность. При этом прибавка урожая зерновых в среднем составляет 15–20 %,  
а овощных культур – 20–30 %. Кроме того, применение биопрепаратов оказывает положитель-
ное влияние на качество продукции, повышая, в зависимости от культуры, накопление протеи-
на, крахмала, сахаров и витаминов.

Микробные землеудобрительные препараты представлены не только азотфиксирующими 
микроорганизмами. Перспективным представляется применение микоризных грибов, которые 
улучшают водообеспечение и минеральное питание растений, продуцируют биологически актив-
ные вещества (фитогормоны, витамины, антибиотики), противостоят патогенным микроорганиз-
мам и в целом значительно улучшают рост и приживаемость растений. Однако грибы – микори-
зообразователи трудно культивировать искусственно, поэтому для микоризации часто применяют 
лесную почву, содержащую споры и мицелий таких грибов.

При использовании препаратов на основе Bacillus улучшаются условия роста и развития рас-
тений и на 10–45 % повышается их урожайность, что эквивалентно внесению азотных удобре-
ний в дозе 30–45 кг действующего вещества в расчете на 1 га. При этом обеспечивается допол-
нительное вовлечение в агроценозы биологического азота, фосфора и калия за счет почвенных 
запасов, а также увеличивается устойчивость растений к неблагоприятным факторам внешней 
среды.

В последние годы в Беларуси предпринимались попытки внедрения микробиологических 
препаратов в сельское хозяйство, но широкого использования они не нашли. К сожалению, в нашей 
стране до сих пор не уделяется должное внимание использованию микробиологических земле- 
удобрительных препаратов, которые, будучи экологически безопасными для окружающей среды, 
позволят обеспечить повышение урожайности культур, их оздоровление и получение продукции 
улучшенного качества, а главное будут способствовать энергосбережению при производстве про-
дукции растениеводства. 

Использование бобово-ризобиального и эндомикоризного симбиозов, а также ассоциативных 
азотфиксаторов и их сочетаний является весьма перспективным направлением в растениеводстве. 
Это обеспечивает не только повышение продуктивности агроценоза, но и устраняет негативные 
последствия химизации, увеличивает устойчивость сельскохозяйственных культур к абиотическим 
и биотическим стрессам, активизирует их адаптивный потенциал и способствует ресурсосбере-
жению.
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