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Приспособление к изменениям условий среды – 
фундаментальное свойство всех живых организмов. 
Несмотря на отсутствие ядерного и белоксинтези-
рующего аппаратов в эритроцитах млекопитающих, 
эти клетки обладают многоуровневой способно-
стью к адаптации. Приведем несколько ссылок из 
большого количества статей на данную тему [1–8]. 
В отличие от ядросодержащих клеток, адаптаци-
онные возможности эритроцитов млекопитающих 
ограничены цитоплазматическими механизмами, 
основу которых составляют обратимые коопера-
тивные фазовые переходы белков, взаимодействие 
их с мембраной, изменения в мембранных белках 
и белках цитоскелета, а также нарушение прони-
цаемости мембраны [9]. Развертка адаптационного 
ответа в любой клетке начинается с неспецифиче-
ского комплекса реакций, описанного в литерату-
ре, и только позже подключаются механизмы спец-
ифической регуляции. Неспецифический ответ 

реализуется на уровне изменений протеома, из-
вестный как “универсальная клеточная реакция”, 
которая есть не что иное, как проявление филоге-
нетически древней программы реагирования клет-
ки на различные факторы [10–12]. 

Интересен и вопрос о роли микроРНК в эри-
троцитах, поскольку они являются основным 
источником микроРНК в крови. Эритроцитарная 
микроРНК может иметь как внутриклеточное, так 
и внеклеточное происхождение. Особо следует от-
метить микроРНК, сохранившуюся в эритроцитах 
со времени эритроидной дифференцировки. Ис-
следования влияния микроРНК на метаболизм 
эритроцитов при гипоксии не проводились, однако 
обсуждается их возможная роль в адаптации эри-
троцитов к гипоксии по аналогии с другими клет-
ками и тканями [13]. 

DOI: 10.31857/S0555109924060012  EDN: QGZJPO

Все живые системы характеризуются такими фундаментальными свойствами, как способность к 
адаптации и саморегуляции. Безъядерные эритроциты млекопитающих также обладают способностью 
к адаптации к внешним воздействиям, но их регуляторные возможности ограничиваются 
цитоплазматическими механизмами, включающими фазовые переходы белков и мембран. Это 
один из древнейших механизмов приспособления живых систем к условиям внешней и внутренней 
среды. Эритроциты при изменении состава цитоплазмы, старении и энергетическом истощении 
претерпевают обратимую морфофункциональную трансформацию, переход из дискоцита в эхиноцит. 
Происходящие при этом сдвиги метаболизма соответствуют комплексу универсальных измене-
ний, возникающих при переходе эритроцита в состояние метаболического угнетения. Как прави-
ло, эхиноцитоз рассматривают как патологический процесс, предшествующий эриптозу и гемолизу. 
Однако его можно рассматривать и как первый этап реализации универсальной программы пассивной 
адаптации клетки, конечной целью которой является переход в состояние анабиоза. Энергетический 
статус эритроцита определяется равновесием между растворимой и мембраносвязанной формами 
гемоглобина (Hb). Вещества с выраженными электрофильными свойствами – оксид азота и 
метилглиоксаль, влияющие на это равновесие, могут индуцировать переход эритроцита из одного ме-
таболического состояния в другое. Механизм их действия во многом связан с модификацией тиоловых 
групп белков мембраны и цитоскелета, а также реакционноактивных SH-групп Hb. Представляется 
актуальным рассмотрение влияния этих метаболитов на состояние гемоглобина и эритроцитов.
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Из-за отсутствия ядерного аппарата и простоты 
устройства, эритроциты являются удобной моделью 
для изучения цитоплазматических (негенетических) 
механизмов формирования адаптационного ответа, 
ключевую роль в реализации которого играет моле-
кула гемоглобина (Hb) и факторы, влияющие на ее 
структурно-функциональное состояние. В насто-
ящем обзоре описана функциональная роль Hb в 
развитии цитоплазматических механизмов форми-
рования метаболического состояния эритроцитов 
и влияние на этот процесс метаболитов оксида азо-
та и метилглиоксаля. Именно из-за относительной 
простоты устройства к эритроцитам может быть 
особенно хорошо применена фраза Нобелевского 
лауреата Сент-Дьёрдьи: “В основе живой природы 
лежит относительно небольшое число фундамен-
тальных принципов, мудро приспособленных для 
самых разнообразных целей” [14].

Понимание феномена неспецифической адап-
тации на примере эритроцита позволит полнее рас-
крыть законы и механизмы приспособительной де-
ятельности, развивающейся на уровне цитоплазмы.

ФЕНОМЕН АДАПТАЦИИ ЭРИТРОЦИТА

Связь адаптации со старением. Условия, в кото-
рых функционируют эритроциты, накладывают 
определенные требования к развитию их адаптив-
ных возможностей. Эритроциты периодически 
подвергаются смене кислородного режима, меха-
ническому и осмотическому воздействию. К эпи-
зодическим факторам можно отметить действие 
эндогенных и экзогенных токсинов, активных 
форм кислорода и азота. Перечисленные факто-
ры вызывают повреждение и износ клеточных 
компонентов.

Известно, что эритроциты могут претерпевать 
обратимые изменения морфологических и биохи-
мических параметров: увеличение вязкости, сни-
жение деформируемости, выход ионов калия и 
вход ионов кальция, изменение формы. Аналогич-
ные изменения показаны для истощенных по АТФ 
и “старых” эритроцитов. В зависимости от глуби-
ны нарушений, такие измененные эритроциты мо-
гут со временем либо вернуться к физиологически 
нормальным параметрам, либо погибнуть по ме-
ханизму апоптоза (эриптоза) [15] или лизировать. 
Можно выделить три пути гибели эритроцитов:
1) гемолиз, сопровождающийся набуханием эри-
троцитов и разрывом плазматической мембраны 
вследствие выхода K+ и входа Cl–;
2) эриптоз;
3) старение, сопровождающиеся сморщиванием 
эритроцитов и везикулообразованием вследствие 
выхода K+ и Cl– и H2O.

Таким образом, эриптоз можно характеризовать 
как механизм предотвращения гемолиза и ускоре-
ния старения.

Изменения эритроцитов на обратимых стадиях 
изменений, как мы полагаем, носят адаптивный 
характер и направлены на увеличение стабильно-
сти в изменившихся условиях. Здесь мы исходим 
из известного положения, что в основе старения и 
адаптации лежат общие механизмы. 

Эхиноцитарная трансформация. Жизнь клетки 
описывается как череда состояний активации (воз-
буждения) и покоя (торможения). Эритроциты не 
являются исключением. Рабочий цикл эритроцита 
складывается из оксигенации в капиллярах легких 
и дезоксигенации в капиллярах тканей. Процес-
сы оксигенации/дезоксигенации сопровождают-
ся конформационными переходами гемоглобина 
(R–T-переход). Молекула Hb существует в двух 
энергетических состояниях: напряженном “T” и 
расслабленном “R”. Эти два состояния отличают-
ся энергией взаимодействия между субъединица-
ми [16–19]. R-конформеры Hb характеризуются 
более рыхлой структурой, доступными реакци-
онноактивными SH-группами и связанными ио-
нами калия [16–19]. Дезоксигенация приводит к 
уплотнению молекулы Hb, снижению доступно-
сти SH-групп, высвобождению ионов калия и уве-
личению сродства к цитоплазматическому домену 
трансмембранного белка полосы 3 [20]. Таким об-
разом, в самом цикле функционирования эритро-
цита происходят обратимые кооперативные пере-
ходы Hb, вызывающие изменения его конформа-
ционного и фазового состояния.

Под действием различных факторов, энергети-
ческом истощении, изменении состава плазмы, а 
также в результате старения или длительного хра-
нения эритроциты изменяют форму: двояковогну-
тый диск (дискоцит) может трансформироваться в 
шарообразную (сфероцит) или шпоровидную фор-
му (эхиноцит) [21–23].

Эхиноцитарная трансформация происходит че-
рез ряд стадий, на каждой из которых образуется 
определенный вид эхиноцитов [24, 25]. Всего выде-
ляют четыре вида эхиноцитов, между ними возмож-
ны последовательные обратимые переходы вплоть 
до нормальной формы (дискоцита), и только заклю-
чительная стадия эхиноцитарной трансформации 
является необратимой [26]. Необратимо изменен-
ная клетка погибает, как правило, апоптотическим 
путем. По этой причине эхиноциты относят к пато-
логическим формам эритроцитов, появление кото-
рых предшествует эриптозу или гемолизу.

В контексте обсуждаемой темы наибольший 
интерес представляет состояние “торможения”, 
которое можно рассматривать как состояние по-
коя с более низким уровнем чувствительности 
(возбудимости). Переход в это физиологическое 
состояние сопровождается морфологическими и 
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биохимическими сдвигами, которые совпадают с 
описанными в литературе признаками старения 
эритроцитов – эхиноцитарной трансформацией 
(сморщивание клетки). Это потеря ионов калия, 
низкоэнергетический сдвиг, гиперполяризация 
мембраны, снижение сорбционной способности 
цитоплазмы, повышение резистентности [26, 27].

Эхиноциты в несколько раз более устойчивы к 
различным воздействиям, но менее деформируемы. 
Способность к деформации − необходимое для 
функционирования эритроцитов свойство, благо-
даря которому они проникают в узкие капилляры 
тканей. Получается, что клетка как бы жертвует 
своей функциональностью ради сохранения струк-
турной целостности. Можно высказать предполо-
жение, что эхиноцитарная трансформация – это 
реализация филогенетически древней программы 
пассивной адаптации клетки. При такой адапта-
ции эритроциты могут утратить функциональ-
ную активность, но сохранить жизнеспособность. 
Элементарной реакцией такого адаптационного 
процесса является превращение комплекса ион–
вода–белок, который в свою очередь устанавливает 
характер белок-белковых и белок-липидных взаи-
модействий. Главная роль в этих взаимодействи-
ях принадлежит гемоглобину – основному белку 
эритроцитов, концентрация которого ~5 мМ при 

~40%-ном гематокрите.

УНИВЕРСАЛЬНАЯ БЕЛКОВАЯ РЕАКЦИЯ

Ион–вода–белковый комплекс. Основополож-
никами учения об универсальных реакциях белков 
являются Д.Н. Насонов и В.Я. Александров [10, 11]. 
Благодаря работам этих ученых был сделан вывод, 
что начальные стадии денатурации белков характе-
ризуются общими чертами: уменьшением гидрати-
рованности, активацией аминных, карбоксильных 
и сульфгидрильных групп, экспонированием не-
полярных участков, увеличением объема. Также к 
проявлениям общих неспецифических изменений, 
происходящих при повреждении белков, можно 
причислить образование дополнительных центров 
связывания металлов [28].

Опираясь на денатурационную теорию повреж-
дения и возбуждения Д.Н. Насонова и теорию 
ассоциации–индукции Линга, В.В. Матвеев [12] 
рассматривает адаптационный процесс клетки как 
процесс молекулярных перестроек белков внутри 
клетки, который в общем виде можно представить 
как переход молекулы белка из состояния расплав-
ленной глобулы с доступными для воды и ионов 
калия полипептидными участками в состояние 
компактной глобулы:

K+–H2O–PROTEINunf–АТФ ↔ PROTEINf +  
+ H2O + АДФ + Pi + K+, 

где PROTEINunf – развернутая молекула белка, 
PROTEINf – компактная молекула белка.

Состояние расплавленной глобулы относиться 
к клетке в состоянии покоя, а компактной глобу-
лы − к клетке в активированном состоянии. Меж-
ду двумя этими состояниями существует динамиче-
ское равновесие: чем сильнее молекула белка сме-
щена в сторону развернутого состояния, тем выше 
устойчивость клетки. Согласно этой концепции, 
изменения в структуре комплекса ион–вода–белок, 
возникающие сразу после оказанного на клетку 
воздействия, составляют физическую основу реа-
гирования живой системы. Переход белков из од-
ной конформации в другую влечет за собой изме-
нение коллоидных свойств протоплазмы: вязкости, 
текучести, растяжимости и др.

Вероятно, становление универсальной белковой 
реакции происходило еще на заре возникновения 
жизни в доклеточных структурах – протобионтах и 
было одним из первых механизмов формирования 
биологического сигнала. Исходя из этих рассужде-
ний, R–T–переход Hb можно рассматривать как 
аналог протореакции. 

Переход гемоглобина в состояние расплавленной 
глобулы. Имеются доказательства существования 
одной или нескольких промежуточных стадий при 
переходе белка из нативного состояния в разверну-
тое. Для многих глобулярных белков обнаружено 
частично развернутое промежуточное состояние – 
расплавленная глобула [29, 30]. Белки в этом со-
стоянии характеризуются выраженной вторичной 
и флуктуирующей третичной структурой, а также 
увеличенной гидрофобной поверхностью. Переход 
в состояние расплавленной глобулы происходит под 
действием низких и высоких значений рН, умерен-
ных концентраций денатурирующих агентов и не-
которых солей, а также при нагревании. Показано, 
что Hb переходит в это состояние под действием ак-
тивного карбонильного соединения глиоксаля [31] и 
органического растворителя 2,2,2-трифтораэтанола 
[32, 33]. Через состояние расплавленной глобулы 
происходит фолдинг и сборка Hb [34]. Такой сцена-
рий постулируется не только для систем in vitro, но 
и для клеточных систем.

В эритроците в результате различных патологи-
ческих процессов образуются повышенные коли-
чества редокс-активных веществ, которые действу-
ют на Hb и индуцируют его переход в обратимый 
гемихром – состояние, сходное с расплавленной 
глобулой [34–37]. При этом происходит активация 
и демаскировка сульфгидрильных групп, которые 
становятся доступными для связывания ионов ме-
таллов [28]. Присоединение металлов может по-
влиять на физико-химические свойства белка, его 
реакционную способность и устойчивость к дена-
турации и протеолитической деградации. 

В работе [34] был охарактеризован процесс де-
натурации Hb, который включает самоокисление 
до метHb с последующей диссоциацией геми-
на (Fe-протопорфирина IX) и разворачиванием 
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апогемоглобина. Образование гемихромов предот-
вращает отделение гемина от молекул белка с из-
мененной конформацией. Это объясняет причину 
перехода Hb с неправильной укладкой в гемихро-
мы, которые накапливаются в виде нерастворимых 
включений (тельца Гейнца) в эритроцитах пациен-
тов с гемоглобинопатиями.

Обратимые гемихромы также образуются при 
воздействии на Hb жирных кислот [38], алифати-
ческих спиртов, дегидратации, высоких концен-
траций глицерина, полиэтиленгликоля, продуктов 
реакции Майяра [39], а также в реакции окисли-
тельного денитрозилирования [40]. Обсуждается 
возникновение гемихромов в эритроцитах по ме-
ханизму анион-индуцируемого автоокисления 
oxyHb [41, 42]. Обсуждается возможность образо-
вания фибрилл с тетрамерными гемоглобинами в 
состоянии гемихрома [43].

ДВУХФАЗНАЯ РЕАКЦИЯ  
НА ПРИМЕРЕ ЭРИТРОЦИТА

Был поставлен простой эксперимент: эритро-
циты, полученные из свежей донорской крови, 
подвергали воздействию хлорноватистой кислоты 
(HOCl/OCl−) в возрастающих концентрациях [44]. 
HOCl вызывает повреждение липидов мембран и 
белков цитоскелета, провоцируя разрушение эри-
троцитов и выход Hb в раствор. По количеству Hb 
в растворе можно было судить о степени повреж-
дения клеточных структур. Можно было предполо-
жить линейную зависимость количества Hb в рас-
творе от концентрации HOCl. Однако эта зависи-
мость имела U-образный вид (рис. 1). Это означает, 
что в зоне средних концентраций окислителя эри-
троциты были более устойчивы, чем при малых и 
высоких дозах. Такой характер кривой вполне объ-
ясним. U-образная кривая является графическим 
выражением двухфазного ответа клетки, в основу 
которого положены общие для живых организмов 
принципы взаимодействия с окружающей сре-
дой, направленные на формирование адаптивной 
структурно-функциональной перестройки. Любая 
форма клеточной активности может усиливаться 
или подавляться в зависимости от силы/време-
ни приложенного стимула или дозы химического 
вещества.

Фазный характер ответных реакций клетки 
известен в цитологии как закон Арндта-Шуль-
ца: “Каждый раздражитель, действуя на одиночную 
клетку или группу клеток, составляющих орган, 
вызывает усиление или ослабление их физиоло-
гической деятельности в зависимости от меньшей 
или большей интенсивности раздражителя…” [ци-
тировано по 11]. Этот ответ также называют  “не-
специфическая реакция клетки” [10], “неспец-
ифический адаптационный синдром клеточной 

системы” [45], “универсальная клеточная реакция” 
или “протореакция” [12].

Симптомы неспецифического адаптационного 
синдрома наблюдаются у любых клеток при дей-
ствии неблагоприятных факторов. Во второй фазе 
реагирования происходит увеличение светорассея-
ния цитоплазмы и ядра, повышение вязкости и ко-
агуляция цитоплазмы, а также ее закисление. Для 
этой фазы также характерны нарушение сопряжен-
ности дыхания и фосфорилирования, усиление 
аэробного гликолиза, увеличение содержания сво-
бодных радикалов, снижение мембранного потен-
циала и синтез стрессовых белков. Переход клетки 
из фазы I в фазу II сопровождается либо погло-
щением воды (набуханием), либо дегидратацией 
(сморщиванием). При этом дегидратация сопря-
жена с увеличением устойчивости клетки (табл. 1).

Явление стимулирующего воздействия доза-
ми, недостаточными для проявления вредных по-
следствий, обозначается термином гормезис. В то 
же время Д.Н. Насонов активно развивал идею 
двухфазности реакции [10], а термин гормезис не 
использовал. В настоящее время концепцию гор-
мезиса активно развивает Калабрезе [46, 47]. Тот 
факт, что эритроциты обнаруживают эффект гор-
мезиса, свидетельствует о том, что процессы, об-
условливающие двухфазную реакцию, могут быть 
независимы от генетической информации и связа-
ны с превращениями цитоплазмы.
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Рис. 1. Индуцированный хлорноватистой кислотой 
(HOCl/OCl−) гемолиз эритроцитов: 1 – контроль-
ный образец, 2 – эритроциты, предобработанные 
ДНКЖ-GS. Каждая точка – среднее из трех опы-
тов. Горизонтальная пунктирная прямая – уровень 
автогемолиза в контроле. На врезке: схематичное 
изображение U-образной гормезисной кривой 

“доза–ответ”.
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Еще в первой половине XX века был описан фе-
номен набухания–сокращения клеток и органелл, 
вызываемый разнообразными воздействиями [48]. 
Известно, что объем эритроцитов по мере совер-
шения рабочего цикла изменяется: в венозной 
крови он больше, чем в артериальной. Флуктуа-
ции объема можно рассматривать как один из по-
казателей физиологического состояния эритроци-
тов. Осцилляциями объема эритроцит отвечает не 
только на изменение парциального давления кис-
лорода, но и на другие факторы внеклеточные (pH, 
осмотическое давление, ионный состав) и внутри-
клеточные (старение, энергетическое истощение, 
окислительный стресс) [22, 23]. Изменение формы 
эритроцита часто можно наблюдать и при наруше-
ниях гемостаза, тромбозах [49] и наследственных 
энзимопатиях [50]. 

Роль гемоглобина в формировании адаптации эри-
троцита. Известно, что функция Hb в эритроцитах 
не ограничивается транспортом газов. Этот белок 
участвует в настройке свойств эритроцита в зави-
симости от кислородных и редокс-условий. Ге-
моглобин регулирует энергетический метаболизм, 
ионный транспорт, деформируемость клетки, экс-
порт NO и ATP, а также участвует в модуляции 
уровня глутатиона в эритроцитах [8, 44, 51].

Эти функции Hb осуществляет благодаря спо-
собности взаимодействовать с клеточной мембра-
ной. Гемоглобин также является молекулярным 
триггером часов эритроцита [52–54]. В табл. 2 

представлены некоторые процессы с участием Hb 
и их значение для адаптации эритроцита. 

Переход Hb в мембраносвязанное состояние. Ге-
моглобин в нативной и измененной конформации 
может связываться с белками мембраны и цито-
скелета эритроцита [55, 56]. Переход Hb из раство-
римого в мембраносвязанное состояние (MBHb – 
Membrane-Bound Hemoglobin) – это один из ме-
ханизмов регуляции метаболизма и настройки 
морфо-функциональных свойств в эритроцитах 
млекопитающих [51]. Взаимодействовать с мембра-
нами Hb может в разных лигандных и окислитель-
но-восстановительных состояниях, что позволяет 
ему функционировать в качестве датчика редокс- 
и кислородных условий [51, 56, 57].

Взаимодействовать с мембранами Hb может 
разными способами: электростатическое связы-
вание deoxyHb по цитоплазматическому домену 
анион-транспортного белка полосы 3 (CDB3  − 
Cytoplasmic Domain of Band 3 protein) [58], адсор-
бция к мембранным липидам с помощью гидро-
фобных взаимодействий [59]. Hb в составе телец 
Гейнца может быть ковалентно пришит к компо-
нентам мембраны дисульфидными связями [60]. 
Также Hb может связываться с белками цитоске-
лета: спектрином и гликофорином [55, 61]. Свя-
зывание Hb с мембраной может быть обратимым 
и необратимым. Обратимо с высоким сродством 
Hb связывается с CDB3 [62]. Необратимым явля-
ется ковалентное связывание Hb с компонентами 

Таблица 1. Механизмы, обеспечивающие увеличение устойчивости клетки, при дегидратации

Дегидратация 
(сморщивание клетки) Последствия дегидратации для клетки

Уменьшение объема клетки Увеличение соотношения поверхность/объем способствует увеличению 
скорости теплообмена, в результате чего возрастает скорость снижения 
энергии системы, а также уменьшается площадь контакта со средой

Исключение из клетки 
лабильно-связанной 
(химически активной) воды

Снижение растворяющей способности протоплазмы, что приводит 
к замедлению, диффузии и ограничению скоростей ферментативных 
реакций, в результате чего замедляются метаболические превращения

Появление пространственной 
сетчатой структуры белков

Ограничение диффузии низкомолекулярных веществ, субстратов 
и продуктов, вследствие чего замедляется метаболизм

Изменение соотношение 
гидрофобных и гидрофильных 
групп 

Может привести к инактивации ферментов вследствие изменения 
их конформации

Связывание молекул белка 
в виде сетчатой структуры

Ограничение конформационных колебаний белковой молекулы, 
необходимых для совершения рабочего акта

Десорбция ионов калия Снижение активности ферментов, активируемых ионами калия

Вход в клетку ионов натрия Может способствовать увеличению жесткости мембраны, поскольку 
натриевые соли жирных кислот менее растворимы, чем калиевые
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мембраны вследствие действия различных окисли-
тельных агентов (H2O2, t-BOOH, HOCl, NO2, NO2

−) 
[63–66].

Через взаимодействие c CDB3 deoxyHb в зави-
симости от кислородных условий изменяет энерге-
тический обмен, морфологию, деформируемость, 
высвобождение регуляторов сосудистого тонуса − 
NO и АТФ [8, 51, 67, 68].

Сигнальную функцию выполняют также и про-
дукты окисления и денатурации Hb: обратимые 
и необратимые гемихромы [51]. Накапливаясь со 
временем или в результате окислительного стресса, 
гемихромы несут информацию о редокс-условиях 
и продолжительности жизни эритроцита. Отложе-
ние гемихромов сопровождается повышением про-
ницаемости мембраны для ионов калия, перекис-
ным окислением липидов, сшиванием мембран-
ных белков, снижением деформируемости клетки 
[69]. Ковалентное связывание гемихромов с мем-
бранами приводит к кластеризации Band3 и удале-
нию эритроцитов из кровотока [56].

Авторы работы [56] предложили концепцию, 
согласно которой умеренный окислительный 
стресс инициирует связывание Hb с мембраной. 
Они показали, что чем выше степень окисления 
гемоглобина (от FeIII до FeV), тем в большей сте-
пени он связывается с мембраной, при этом при-
мерно половина молекул Hb связывается за счет 
реакционноактивных сульфгидрильных групп. По 
некоторым данным, обратимое связывание Hb с 

мембраной может быть адаптивной реакцией, на-
правленной на стабилизацию липидного бислоя 
мембран [70, 71] и/или регуляцию его упруго-ме-
ханических свойств [72].

Белок полосы 3 является центром организа-
ции мембраны, цитоскелета и регулятором ион-
ного гомеостаза, поэтому даже незначительные 
изменения в связывании Hb с Band3 приводят к 
изменению морфофункциональных свойств эри-
троцитов. Известно, что посттрансляционная мо-
дификация Band3 фосфорилированием тирозинов 
нарушает его способность связывать Hb и белки 
цитоскелета [73]. Можно предположить, что и дру-
гие модификации в связывающем участке Band3, 
например, нитрование тирозинов и S-нитрозили-
рование цистеинов, приводят к нарушению кис-
лородзависимой регуляции свойств эритроцита. 
Следует отметить, что благодаря реакционноактив-
ным цистеинам CDB3 функционирует как датчик 
редокс-состояния клетки [74].

Увеличение доли MBHb влияет на механиче-
ские свойства клетки и, в частности, на ее дефор-
мируемость. Была обнаружена отрицательная кор-
реляция между деформируемостью эритроцита и 
количеством MBHb [8]. Благодаря изменению де-
формируемости эритроциты адаптируются к рео-
логическим параметрам сосудистого русла. Осо-
бенно это выражено в микрососудах, в которых 
велико напряжение сдвига, вызванного потоком. 

Таблица 2. Участие гемоглобина в адаптации эритроцитов

Процессы с участием гемоглобина Значение для адаптации

Модификации, стабилизирующие R-конформацию 
и повышающие сродство к O2

Снижение вероятности образования O2
•– в 

результате автоокисления 

Переход Hb в форму обратимого гемихрома Снижает реакционные свойства гемового железа, 
а также предотвращает высвобождение гема

Блокирование доступных SH-групп Hb.
Образование аддуктов с электрофилами (аддуктов 
Михаэля)

Повышение окислительной стабильности белка, 
предотвращение потери гема

Образование нитрозильных комплексов железа, 
связанных с Hb

Защита βCys93 от окисления. Изменение реактив-
ности белка: блокирование или сенсибилизация

Высвобождение нековалентно связанного GSH из Hb Антиоксидантная защита при гипоксии

Образование лабильных агрегатов Hb Повышение общей стабильности белка за счет сни-
жения доступа растворителя к реакционноактив-
ным группам

Ассоциация Hb с клеточной мембраной Регуляция энергетического обмена, морфологии, 
деформируемости, ионного танспорта, продолжи-
тельности жизни эритроцита. В некоторых случаях 
может быть стабилизация мембраны

Пероксидазная активность metHb Усиление антиоксидантной защиты
Увеличение гетерогенности Hb Предотвращение кристаллизации гемоглобина
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Это позволяет оптимизировать доставку кислорода 
и минимизировать сопротивление клеток потоку.

Гемоглобин как регулятор энергетического состо-
яния эритроцитов. Регуляция многих процессов в 
живых системах обеспечивается совместной де-
ятельностью разнонаправленных процессов. Так, 
физиологическое состояние эритроцита опреде-
ляется энергетическим обменом, который пред-
ставлен двумя альтернативными метаболическими 
путями – гликолитическим и пентозофосфатным. 
От распределения потока глюкозы между этими 
двумя путями зависят многие параметры клетки: 
реактивность, лабильность, резистентность, де-
формируемость. Гемоглобин является компонен-
том внутриклеточного механизма регуляции энер-
гетического обмена. Обратимое пространственное 
перераспределение Hb позволяет быстро менять 
уровень клеточного метаболизма, что особенно 
важно для эритроцитов, у которых из-за отсутствия 
генетического аппарата невозможна регуляция че-
рез индукцию экспрессии генов. В этом случае пе-
реход Hb в мембраносвязанное состояние является 
механизмом формирования быстрого адаптивного 
ответа на изменяющиеся условия [51].

Увеличение доли deoxyHb в условиях гипоксии 
приводит к вытеснению ферментов гликолиза с 
сайта связывания с CDB3 и переходу их в раство-
римое активное состояние [68, 75]. Таким образом, 
Hb переключает метаболизм с пентозофосфатно-
го пути на гликолитический в ответ на изменение 
кислородных условий в клетке [76]. С одной сторо-
ны, это способствует увеличению внутриклеточно-
го ATP, а, с другой, уменьшает поток глюкозы, по-
ступающей в пентозофосфатный путь, в котором 
образуется NAD(P)H, являющийся кофактором 
антиоксидантных ферментов.

Выделяют две альтернативные стратегии био-
химической адаптации: активную, сопровожда-
ющуюся увеличением синтеза АТФ и активацией 
энергозависимых процессов, и пассивную, сопро-
вождающуюся уменьшением напряженности мета-
болических систем и усилением антиоксидантной 
защиты. В эритроците выбор стратегии биохи-
мической адаптации сводится к проблеме пере-
распределения ресурсов между альтернативными 
метаболическими путями – гликолизом и пенто-
зофосфатным путем. Гликолиз поставляет клетке 
АТФ, необходимую для поддержания ионного го-
меостаза и работы трансмембранных насосов, а 
пентозофосфатный путь обеспечивает восстано-
вительными эквивалентами ферменты антиокси-
дантной защиты.

Параметры энергетического обмена определя-
ют метаболическую стратегию клетки, а в случае 
одноклеточных организмов − и жизненную стра-
тегию. Таким образом, переход Hb из растворимо-
го в мембраносвязанное состояние переключает 
метаболизм из низко- в высокоэнергетическое и, 

таким образом, повышает активную компоненту 
адаптационной стратегии.

Существует корреляция между энергетическим 
статусом и объемом клетки. Известно, что изме-
нение объема является оперативным механизмом 
реагирования клетки на стресс. Эта зависимость не 
линейная: снижение АТФ до определенного уровня 
приводит к повышению объема, ниже определен-
ного уровня – к сокращению ниже первоначаль-
ной величины [77], что сопровождается изменени-
ем устойчивости клетки. Объем является одним из 
интегральных показателей функционального со-
стояния эритроцита, который рассматривают как 
функцию состава наружной среды [78].

Два реакционных центра в гемоглобине: гем и 
βCys93. Гемоглобин своей внешней поверхностью 
активно взаимодействует с окружающей средой. 
Характер этого взаимодействия меняется в зависи-
мости от состояния молекулы. Для Hb характерна 
высокая структурная и функциональная подвиж-
ность, благодаря которой он может существовать в 
различных равновесных формах. Помимо перехо-
дов oxyHb-deoxyHb (R–T-переход) и растворимый 
Hb-MBHb, в клетке существует равновесие между 
мономерной, димерной и тетрамерной формами 
Hb. Нельзя исключить, что внутри эритроцита те-
трамеры Hb расположены не хаотично, а органи-
зованы в надмолекулярный комплекс, подобный 
жидкокристаллическому состоянию [79], который 
может кооперативно реагировать на изменения со-
става среды и давать целостную реакцию в масшта-
бе клетки.

За равновесие между различными формами 
Hb отвечают два взаимосвязанных “реакционных 
центра”: гемовая группа и цистеин бета-субъеди-
ниц (βCys93). Этот доступный растворителю оста-
ток является мишенью для связывания тиоловых 
реагентов, которые могут изменять сродство к O2, 
кооперативность и чувствительность Hb к измене-
ниям pH [80]. Воздействуя на гем и βCys93, мож-
но модулировать конформационный R–T-переход, 
а также смещать равновесие молекулы в сторону 
увеличения гидрофильности или гидрофобности.

Тетрамерная молекула Hb содержит шесть 
остатков цистеина Cys93, Cys112 в β-субъедини-
цах и Cys104 в α-субъединицах, из которых только 
βCys93 является доступным для действия раствори-
теля. Этот остаток консервативен у всех гемоглоби-
нов позвоночных. Реакционная активность βCys93 
модулируется кислородзависимыми изменениями 
конформации Hb. У R-конформеров активность 
этого тиола по отношению к нитрозилирующим и 
алкилирующим агентам выше [18, 19, 81].

Обсуждается участие Hb в регуляции кисло-
родзависимого метаболизма NO в клетках [82, 83]. 
Эта концепция основывается на трех свойствах Hb: 
1) нитритредуктазная активность гемовой группы в 
дезоксигенированной форме [84], 2) способность 
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SH-групп βCys93 к обратимому нитрозилированию 
[85], 3) влияние R-T-конформационного перехода 
на реакционную активность SH-групп βCys93 [19]. 
Однако способностью участвовать в транспорте 
NO физиологические свойства этого цистеина не 
исчерпываются. Поскольку этот остаток присут-
ствует в концентрациях на несколько порядков 
превышающих ферментативные компоненты ан-
тиоксидантной системы эритроцитов, то он может 
участвовать в удалении активных форм кислорода, 
что было экспериментально подтверждено в рабо-
тах [86, 87]. Кроме этого, βCys93 может влиять на 
реакции переноса электронов и снижать продук-
цию O2

•– гемовым железом [88, 89]. Нет сомнений, 
что тиоловые группы βCys93 являются важным 
звеном редокс-сигнализации эритроцита, которая 
осуществляется как через регуляцию количества 
реакционноактивных соединений [87], так и через 
взаимодействие Hb с компонентами мембраны [20, 
90]. В то же время окисленный βCys93 предложе-
но использовать как биомаркер окислительного 
стресса [80]. 

Известно, что поверхностные остатки цистеина 
(βCys93) Hb участвуют в формировании комплек-
сов с металлами [28, 91–93]. Одним из наиболее из-
ученных таких комплексов являются динитрозиль-
ные комплексы железа (ДНКЖ) [94–97]. Можно 

полагать, что включение тиолов в ДНКЖ может 
быть одним из способов стабилизации белка и сни-
жения его реакционной способности. В частности, 
образование ДНКЖ может быть одним из меха-
низмов модулирования реакционной активности 
белковых тиолов [81]. Образование координацион-
ного комплекса с железом блокирует цистеиновые 
остатки в нормальных условиях и сенсибилизи-
рует их в условиях электрофильного/окислитель-
ного стресса. Это происходит потому, что тиолы 
в составе комплекса находятся в активной иони-
зированной форме (в виде тиолят-аниона) и не 
нуждаются в предварительном депротонировании. 
ДНКЖ также могут служить “кросс-линкинг”-а-
гентом, образуя в этом случае биядерные комплек-
сы (табл. 3). Например, такие комплексы образу-
ются при участии Fe-S-кластеров редокс-чувстви-
тельных белков-датчиков OxyR в бактериях [98]. 
Возможно, что образование лабильных межбелко-
вых связей посредством формирования биядерных 
ДНКЖ оказывает стабилизирующее действие на 
белки в условиях окислительного стресса. Поэто-
му их можно рассматривать как “тиоловый перк-
лючатель”, чувствительный к изменению окисли-
тельно-восстановительной среды клетки [99].

Гемоглобин – внутриклеточный “таймер”. Эри-
троциты, как и многие клетки организма, имеют 

Таблица 3. Модификация тиоловых групп под действием активных метаболитов оксида азота

Метаболиты оксида азота Образуемые продукты

Нитроксил

RSH + HNO → RSNHOH → RS(O)NH2 Сульфинамиды и дисульфиды, в том числе 
образованные с участием глутатиона и H2SR′SH + RSNHOH → R′SSR + NH2OH

Пероксинитрит и высшие окислы азота

RS− + NO2
• → RS• + NO2

−

RS• + NO → RS-NO

S-нитрозотиолыRS− + ОNOOН → RS-NO + HOО−

RSН + N2O3 → RS-NO + NO2
− + H+

RSН + N2O4 → RS-NO + NO3
− + H+

Ионы железа и оксида азота

2RS− + 3NO + Fe2+ ←→ 

Моноядерные, биядерные  
и персульфидные ДНКЖ
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автономные часы, регулирующие продолжитель-
ность жизни клетки – часы старения, и циркадные 
часы, регулирующие суточные колебания метабо-
лических параметров [52–54]. И Hb играет важную 
роль в этом “часовом механизме” эритроцитов.

На протяжении жизни эритроцита постепенно 
накапливаются окисленные формы Hb – гемихро-
мы (рис. 2), которые связываются с определенным 
участком Band3, тем самым вызывая его кластери-
зацию и появление антигенов старения [56]. Ге-
михромы образуются в результате постоянно про-
ходящего процесса автоокисления oxyHb. Однако 
в этой последовательности событий есть несколь-
ко нерешенных проблем. Непонятно, почему ге-
михромы образуются и в нормальном эритроците, 
где есть мощная антиоксидантная защита и фер-
ментатная система, восстанавливающая окислен-
ный Hb (metHb). Не является ли образование ге-
михромов пусковым механизмом часов старения 
эритроцитов, ведь автоокисление Hb – это спон-
танный процесс, а старение клетки считается за-
программированным? И не может ли оказаться, 
что случайные неферментативные реакции явля-
ются частью биологической программы?

Поскольку на протяжении всего периода жиз-
ни эритроцит подвергается действию активных 
форм кислорода (АФК), постоянно генерируемых 
гемоглобином, то в данном случае время являет-
ся эквивалентом дозы или интенсивности окисли-
тельного стресса. Окислительные изменения Hb 
(накопление стабильных гемихромов) отражают 
не только редокс-условия, но и продолжительность 

жизни эритроцита (рис. 2). Иными словами, Hb 
является внутриклеточным “таймером” [100]. Ког-
да нарушена антиоксидантная защита и образуется 
больше АФК, клеточные часы идут быстрее, про-
исходит преждевременное старение. Такая ситуа-
ция возникает у больных с хронической почечной 
недостаточностью, наследственным сфероцитозом, 
псориазом, а также при хранении эритроцитарной 
массы.

Обнаружение в 2011 г. циркадных ритмов в 
изолированных эритроцитах человека стало еще 
одним доводом в пользу существования незави-
симого от транскрипции механизма циркадных 
часов в клетках млекопитающих, основанных на 
посттрансляционных процессах в цитоплазме [52]. 
В настоящее время считается, что основу таких ча-
сов составляют окислительно-восстановительные 
циклы пероксиредоксинов (PrxII). В эритроцитах 
PrxII является основным антиоксидантным фер-
ментом, эффективно восстанавливающим низкие 
концентрации пероксида водорода. В процессе 
каталитического цикла этих белков образуется ги-
перокисленная форма – PrxII–SO2H, количество 
которой колеблется. Около 1% от общего количе-
ства PrxII ежедневно инактивируется, что приво-
дит к постепенному истощению пула PrxII в тече-
ние срока жизни эритроцитов [53]. Также с цир-
кадной периодичностью изменяются количества 
metHb, АТФ, НАД(Ф), НАДФH, K+, тетрамерной 
и димерной форм Hb.

Гемоглобин может претендовать на роль клю-
чевого игрока в генерации циркадных ритмов, 
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Рис. 2. Превращения гемоглобина в эритроците в зависимости от уровня окислительного стресса или времени 
функционирования.
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поскольку в эритроцитах он является основным 
источником H2O2. В результате автоокисления 
oxyHb образуется супероксидный анион-радикал, 
который ферментативно преобразуется в H2O2. Од-
нако причины суточных колебаний H2O2 и, следо-
вательно, PrxII–SO2H неизвестны. Существует ги-
потеза, что внутриклеточная концентрация H2O2 
зависит от равновесия димерной и тетрамерной 
форм Hb, обладающих разной способностью к ав-
тоокислению. Скорость автоокисления димерной 
формы Hb в 13 раз превышает скорость окисления 
тетрамерной формы [52].

Можно предположить, что в механизме циркад-
ного хронометрирования задействован комплекс 
Hb-Band 3. Поскольку гемихромы конкурируют с 
PrxII за центры связывания с CDB3, то в условиях 
окислительного стресса снижается содержание свя-
занной формы PrxII [101, 102]. 

ОКСИД АЗОТА И МЕТИЛГЛИОКСАЛЬ КАК 
ФАКТОРЫ АДАПТАЦИИ ЭРИТРОЦИТА

Существующее внутри клетки равновесие между 
разными формами Hb определяет физико-химиче-
ские параметры цитоплазмы и энергетический об-
мен. С помощью веществ, оказывающих влияние 
на это равновесие, можно настраивать клетку к 
изменениям физиологического состояния. В ка-
честве таких модуляторов физиологических состо-
яний эритроцита могут выступать вещества с вы-
раженными электроноакцепторными свойствами, 
которые способны обратимо взаимодействовать 
с SH-группами [103, 104]. Наибольший интерес 
представляют такие физиологические метаболиты, 
как оксид азота (NO) и метилглиоксаль (MG). Эти 
вещества являются естественными метаболитами, 
они образуются как в самих эритроцитах, так и 
присутствуют в плазме. В зависимости от концен-
трации они могут оказывать как токсическое, так и 
сигнально-регуляторное действие [104–106]. Сиг-
нальное действие NO и его метаболитов изучено в 
гораздо большей степени, чем MG. Изучение MG в 
контексте формирования физиологического состо-
яния клетки представляет интерес в связи с увели-
чением концентрации этого метаболита в эритро-
цитах при диабетической гипергликемии [107, 108].

Оксид азота в клетке существует в связанной 
форме, чаще всего в виде нитрозотиолов (RS–NO) 
и ДНКЖ. ДНКЖ включают три компонента: 
NO-группу, двухвалентное железо и лиганды [97], 
в качестве которых могут выступать различные 
физиологические вещества: глутатион, цистеин, 
липоевая кислота [109], карнозин [110], эрготио-
неин, а также продукты модификации аминокис-
лот метилглиоксалем [95, 111, 112]. В эритроцитах 
наиболее вероятно образование низкомолекуляр-
ных ДНКЖ с глутатионовыми и эрготионеиновы-
ми лигандами, поскольку их содержание в клетке 

достаточно велико. Если ДНКЖ с глутатионом 
(ДНКЖ-GS) изучены достаточно хорошо, то ком-
плексы с эрготионеиновыми и карнозиновыми ли-
гандами изучены намного хуже. Имеются данные, 
свидетельствующие о цитопротекторном и анти-
оксидантном действии карнозина и эрготионеина 
[113, 114], которое может быть обусловлено спо-
собностью этих соединений связывать ионы двух-
валентных металлов.

ДНКЖ являются универсальными регулятора-
ми различных биохимических и физиологических 
процессов [97]. Они поддерживают прооксидант-
но-антиоксидантное равновесие в клетке благода-
ря антиоксидантному, антирадикальному и хелат-
ному действиям, показанных в работах [94, 95, 109, 
115–117].

Глутатионовые ДНКЖ оказывают стабилизиру-
ющее действие на эритроциты. ДНКЖ-GS повы-
шают эластичность эритроцитов и тем самым улуч-
шают микроциркуляцию [118]. Известно также, что 
NO участвует в регуляции выживаемости эритро-
цитов [119]. ДНКЖ также участвуют в регуляции 
выживаемости эритроцитов, поскольку являются 
донором NO [119]. 

В модельных экспериментах было исследовано 
влияние ДНКЖ-GS на устойчивость суспензии 
эритроцитов к индуцированному хлорноватистой 
кислотой гемолизу [115]. Предобработка эритроци-
тов комплексами приводила к расширению зоны 
дозозависимого ответа клеток (рис. 1, кривая 2). 
Во всем диапазоне используемых концентраций 
окислителя в предобработанных комплексами 
эритроцитах уровень гемолиза был ниже, чем в 
контрольном образце. Можно предположить, что 
стабилизирующее действие ДНКЖ-GS связано с 
переводом клеток на более низкий уровень реак-
тивности. Клетки становятся менее чувствительны, 
но более устойчивы к повреждению. 

Повышение осмотической резистентности эри-
троцитов было также показано при обработке их 
метилглиоксалем [120]. В связи с этим можно пред-
положить, что существует определенный концен-
трационный диапазон NO и MG, в пределах кото-
рого устойчивость эритроцитов возрастает. 

Наблюдаемое цитопротекторное действие 
ДНКЖ может быть связано как с антиоксидант-
ным и антирадикальным действием [94, 95, 109, 
115–117], так и с модификацией тиоловых групп 
мембранных рецепторов и белков цитоскелета. 
С помощью спектроскопии электронного пара-
магнитного резонанса (ЭПР) было показано, что 
ДНКЖ-GS эффективно перехватывают HOCl. Од-
нако, принимая во внимание используемые в экс-
перименте низкие микромолярные концентрации 
ДНКЖ-GS, можно предположить, что наиболее 
вероятным является сигнально-регуляторное дей-
ствие этих комплексов, которое может реализо-
ваться в том числе и с участием Hb.
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Тот факт, что сама по себе хлорноватистая кис-
лота в одном интервале концентраций стабилизи-
рует эритроциты, а в другом – индуцирует гемолиз 
(рис. 1, кривая 1), может быть объяснен двухфаз-
ным характером реакции. Следуя этой логике, был 
поставлен эксперимент, в котором проводили пре-
дынкубацию эритроцитов с HOCl, взятой в кон-
центрации, вызывающей максимальное стабили-
зирующее действие на клетки (200 мкМ) в течение 
20 мин. После этого клетки обрабатывали новой 
порцией 200 мкМ HOCl. Хлорноватистая кислота 
в концентрации 400 мкМ вызывала гемолиз (рис. 3, 
столбец 4), однако та же доза, внесенная дроб-
но, оказывала противоположное действие (рис. 3, 
столбец 3). Феномен предадаптации живых систем 
низкими сублетальными дозами хорошо известен 
и применяется в медицинской практике (закон Ар-
ндта–Шульца, см. выше).

Хлорноватистая кислота также способна в 
определенных дозах оказывать цитопротекторное 
действие. Однако в отличие от ДНКЖ-GS разни-
ца между биологически активной дозой и повре-
ждающей у нее намного меньше. Если ДНКЖ-GS 
в концентрации 400 мкМ оказывает положитель-
ный эффект на клетки, то HOCl в этой концентра-
ции индуцирует гемолиз. Таким образом, можно 
считать ДНКЖ-GS эндогенным биорегулятором 
естественной резистентности, оказывающим мо-
дулирующее действие на уровне цитоплазмы и 
белок-липидных взаимодействий. Полученные 
результаты согласуются с ранее установленными 
фактами положительного влияния ДНКЖ на ме-
таболизм эритроцитов [118].

Фазные изменения состояния эритроцитов в за-
висимости от дозы воздействия, к сожалению, не 

всегда учитываются исследователями, работающи-
ми над повышением стабильности эритроцитов, 
хотя они часто сталкиваются с наличием зон ста-
билизации и дестабилизации.

Предобработка низкими дозами реакционно-
активных соединений может изменить характери-
стики зависимости “доза–ответ”, например, уве-
личить зону стабилизации. Для эритроцитов пока-
зано стабилизирующее действие низких доз оксида 
азота [118], озона [121], иона уранила [122], мелато-
нина [123]. Эти вещества наряду с ДНКЖ-GS мож-
но считать адаптогенами.

Особенностью ДНКЖ как цитопротекторов 
(адаптогенов) является низкий порог эффективной 
дозы (2 мкМ) в отличие, например, от α-токофе-
рола и аскорбиновой кислоты, оказывающих 100% 
ингибирование окислительного гемолиза только 
начиная с концентрации 100 мкМ [124]. Поэтому 
изучение защитного влияния ДНКЖ на эритро-
циты важно не только для понимания механизмов, 
лежащих в основе регуляции жизнедеятельности 
клетки, но и имеет практическую значимость для 
разработки лекарственных препаратов.

Терапевтический эффект низких доз известен 
еще со времен Парацельса. В настоящее время раз-
нонаправленное действие различных факторов на 
клетку объясняют с позиций концепции гормезиса 
[45], которая соответствует универсальному двух-
фазному ответу клетки на возрастающий стимул 
[10] (см. выше).

Еще одним эндогенным веществом, влияющим 
на метаболизм клетки, является активное дикарбо-
нильное соединение – метилглиоксаль [105]. Ме-
тилглиоксаль образуется при деградации конъю-
гатов глюкозы с белком и перекисного окисления 
липидов. В статьях [107, 108, 125] описаны пути об-
разования этого метаболита в эритроцитах.

Если роль NO и O2
•– в клеточной редокс-сигна-

лизации изучена хорошо, то о механизмах регуля-
торного действия MG известно намного меньше, 
хотя еще в середине XX века Сент-Дьёрдьи ука-
зал на наличие регуляторных свойств у кетонов и 
альдегидов. Особое значение в клеточной сигна-
лизации он придавал метилглиоксалю [14]. MG 
содержит одновременно альдегидную и кетонную 
группы, что сильно увеличивает его электроноак-
цепторную способность. Он легко образует неста-
бильные аддукты (тиогемиацетали) с SH-группами 
глутатиона и других биомолекул [126]. Связывая 
реакционноактивные тиолы, MG уменьшает пул 
SH-групп, способных вступать в донорно-акцеп-
торные взаимодействия, то есть оказывает десен-
сибилизирующее действие на клетку. Поэтому MG, 
также как и NO, можно рассматривать в качестве 
вещества-биорегулятора. 

В эритроцитах больных диабетом обнаруже-
но снижение уровня GSH за счет его связывания 

Рис. 3. Ингибирование окислительного гемолиза 
эритроцитов: эффект предадаптации к окислителю: 
1 − контроль, 2 − 200 мкМ HOCl, 3 − 200 мкМ HOCl 
(20 мин инкубации) + 200 мкМ HOCl, 4 − 400 мкМ 
HOCl.
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с MG [127]. Такие эритроциты предрасположены 
к апоптозу [128]. Способность MG останавливать 
пролиферацию и индуцировать апоптоз показана 
для многих эукариотических и прокариотических 
клеток [105]. MG имеет шесть сайтов связывания 
с молекулой Hb: αArg92, βLys66, βArg30 и βLys144 
образуют карбоксиэтил, αArg92 и βArg30 гидрои-
мидазолон [129].

В функционировании MG и NO можно выя-
вить общие черты. Оба вещества являются фи-
зиологическими метаболитами, образующимися 
во всех про- и эукариотических клетках. Для них 
доказано взаимодействие с сигнальными путя-
ми, регулирующими различные физиологические 
функции клетки: пролиферацию, апоптоз, выра-
ботку факторов роста и др. MG и NO оказывают 
разнонаправленное действие на клетки, которое 
определяется их концентрацией (рис. 4) и физио-
логическим состоянием клетки. На молекулярном 
уровне сигнально-регуляторное действие этих ве-
ществ во многом реализуется через изменения в 
цистеиновом протеоме [92, 104]. Следует отметить, 
что в эритроците в норме концентрации этих ве-
ществ поддерживаются в определенном диапазоне, 
в то время как концентрационные флуктуации мо-
гут иметь сигнально-регуляторное значение.

Биологическое действие оксида азота основа-
но на взаимодействии с гемовым железом и тио-
ловыми группами цистеина. MG, и NO повышают 
сродство Hb к кислороду, то есть могут выступать 
в роли “аллостерических эффекторов” [130, 131]. 
Благодаря этому эффекту они смещают равновесие 
пула молекул Hb в сторону R-конформации.

Для эритроцитов гипоксия выступает как 
стресс-фактор, вызывающий в клетках адаптивное 
метаболическое перепрограмирование [13, 132]. 
В условиях гипоксии увеличивается образование 
O2

•− в реакции автоокисления Hb в ходе активной 
дезоксигенации (рис. 1) [133, 134] и NO в нитри-
тредуктазной реакции, катализируемой deoxyHb 
[84, 135]. Внутриклеточная концентрация этих со-
единений тем выше, чем глубже гипоксия и выше 
доля deoxyHb. Эти реакционноактивные соедине-
ния могут вступать в окислительно-восстанови-
тельные взаимоотношения друг с другом, а также с 
SH-группами низко- и высокомолекулярных тио-
лов, что приводит к сдвигам в тиол-дисульфидном 
равновесии. Например, в реакции NO и O2

•– обра-
зуется пероксинитрит (ONOO–), который окисли-
тельно модифицирует белки и липиды [136]. Как 
правило, активные формы кислорода и активные 
формы азота являются побочными продуктами аэ-
робного метаболизма. Эритроциты являются ис-
ключением, поскольку именно в условиях гипок-
сии возрастает продукция O2

•–, H2O2, ONOO– и др. 
Эти соединения участвуют в окислительно-восста-
новительной передаче сигналов, необходимой для 
нормальной клеточной физиологии за счет регу-
ляции функции белков, имеющих редокс-чувстви-
тельные тиолы [91, 137–139]. В эритроците высо-
кие уровни NO приводят к изменению состояния 
тиоловых групп Hb [137–139] и белков цитоскеле-
та [140]. Сигнально-регуляторное действие NO на 
эритроциты хорошо известно. Так, показано, что 
NO сохраняет деформируемость эритроцитов в 
условиях окислительного стресса [141]. В табл. 3 
представлены основные реакции тиоловых групп 
под действием активных метаболитов NO.

Рис. 4. Зависимость биологического эффекта оксида азота от его концентрации. Рисунок составлен по данным [106].
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Как было показано, в том числе и в наших экс-
периментах, в системе, моделирующей карбониль-
ный и нитрозативный стресс, происходит образо-
вание радикальных интермедиатов (анион-радикал 
MG, O2

•– и ONOO–) [142], а также окисленных и ак-
тивированных форм тиолов [143]. Активированные 
формы тиолов (тиолят-анион и сульфеновая кис-
лота) являются нестабильными промежуточными 
продуктами окислительной модификации тиоловых 
групп [92, 144, 145]. Эти интермедиаты более реак-
ционноактивны по отношению к электрофилам 
[99]. Сульфеновые кислоты действуют как мягкий 
электрофил и слабый нуклеофил [92]. Можно пред-
положить, что появление активированных тиолов 
повышает чувствительность клетки, в то время как 
окисление и блокада тиолов способствуют сниже-
нию чувствительности (возбудимости). Таким обра-
зом, реакционноактивные соединения посредством 
влияния на цистеиновый протеом модулируют фи-
зиологическое состояние клетки [91, 137–139].

Реактивность эритроцитов. Эритроцит в сво-
их морфофункциональных изменениях отражает 
функциональное состояние системы крови. Фи-
зиологическое состояние эритроцитов связано с 
определенным состоянием организма в условиях 
нормы и патологии. Изменение морфо-функцио-
нальных свойств эритроцитов происходит под вли-
янием физической нагрузки, гипоксии, эндотокси-
нов, фармакологических химиопрепаратов [21, 23].

В настоящее время предлагают рассматривать 
реактивность мембран эритроцита в качестве ин-
дикатора стрессового состояния или адаптацион-
ной реакции организма на клеточно-молекулярном 
уровне. Выявлено четыре типа адаптивных вариан-
тов реактивности клеточных мембран эритроцитов 
[1, 2]. Существуют разные способы оценки реак-
тивности эритроцитов: определение устойчивости 
их суспензии к окислительному или осмотическо-
му гемолизу, оценка чувствительности мембран к 
экзогенным биорегуляторам, изучение липидного 
состава мембран, определение электрофоретиче-
ской подвижности эритроцитов. В качестве еще 
одного индикатора реактивности эритроцитов мы 
предлагаем использовать уровень MBHb [51].

Конфликт адаптационных стратегий. Любое дли-
тельное фармакологическое воздействие изменя-
ет функциональное состояние клеток ткани. Из-
мененные клетки обнаруживают извращенную 
реакцию на воздействие биорегуляторов. Сдвиги 
функциональных состояний клеток, изменение их 
чувствительности и реактивности – это следствие 
действия эволюционно выработанных механизмов 
клеточной адаптации, призванных предохранять 
и поддерживать специфическую функцию кле-
ток. Однако адаптация клетки не всегда происхо-
дит в интересах целостного организма. Зачастую 
адаптация на клеточном уровне сопровождается 
низкоэнергетическим сдвигом, который влечет за 

собой нарушение структуры мембраны, цитоскеле-
та, ионтранспортирующих механизмов, снижение 
мембранного потенциала. Весь этот комплекс из-
менений направлен на уменьшение чувствительно-
сти и повышение резистентности клетки.

В случае пребывания клетки в состоянии глубо-
кого метаболического угнетения, возникает необ-
ходимость выработки устойчивых системных ком-
пенсаторных механизмов, которые вернули бы всю 
систему в состояние равновесия. Платой за это но-
вое состояние равновесия могут быть изменения в 
работе гомеостазирующих регуляторных контуров 
высшего уровня. В результате конфликта адапта-
ционных стратегий разных уровней организации, 
клеточного и организменного, могут возникнуть 
патологические состояния, получившие название 

“болезни компенсации”. К таким болезням относят 
широко распространенные хронические заболева-
ния сердечно-сосудистой системы как атероскле-
роз и артериальную гипертензию. Оба заболевания 
имеют общую патогенетическую основу – измене-
ние структуры и функции клеточных мембран [146].

Согласно мембранной теории развития артериаль-
ной гипертензии и инсулинорезистентности, наруше-
ние трансмембранного транспорта моновалентных 
катионов изменяет реактивность клеток, составляю-
щих основу сосудистой стенки [146]. Такие клетки не 
способны адекватно отвечать на любые раздражите-
ли извне и изнутри, они отвечают либо повышенным 
возбуждением, либо глубоким торможением. Нару-
шение трансмембранного ионного транспорта может 
быть генетически детерминированным процессом, но 
также может возникать вследствие реализации меха-
низма клеточной адаптации.

В качестве диагностического маркера пер-
вичной артериальной гипертензии используют 
скорость Na+–Li+-противотранспорта (НЛП) в 
мембране эритроцитов. Нарушение НЛП в эри-
троцитах может происходить в случае включения 
пассивной программы адаптации, например, при 
изменении состава плазмы. Это предположение со-
гласуется с теми фактами, что мембранные нару-
шения на клеточном уровне сопровождаются уве-
личением ионов кальция и натрия в клетке, сниже-
нием продукции ATP, увеличением микровязкости, 
сокращением объема, изменением нормы-реакции 
клетки. Перечисленные отклонения присущи об-
ратимо трансформированным формам эритроци-
тов. В контексте этих соображений изучение адап-
тационных изменений эритроцитов поможет бо-
лее глубокому пониманию механизмов, лежащих 
в основе развития атеросклероза и артериальной 
гипертензии.

* * *
Подводя итоги, необходимо обозначить следу-

ющие перспективы изучения роли Hb в формиро-
вании метаболического состояния эритроцитов и 
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влияния на этот процесс доноров NO и метилгли-
оксаля. В первую очередь возникает необходимость 
в разработке тест-системы для определения уров-
ня реактивности эритроцитов. С помощью такой 
тест-системы можно будет выделять адаптивные 
варианты (фенотипы) эритроцитов, образующи-
еся в различных условиях. Для этого необходимо 
установить взаимосвязь между уровнем MBHb и 
уровнем реактивности эритроцитов в модельных 
экспериментах и в пробах крови, взятых у здоро-
вых и больных людей. Также необходимо изучить 
влияние различных эндогенных электрофильных 
соединений (в том числе MG и доноров NO) на 
реактивность и некоторые показатели метаболи-
ческого состояния эритроцитов.

Можно надеяться, что изучение этих аспектов 
послужит основой для разработки концепции, объ-
ясняющей адаптогенное действие низких уровней 
реакционноактивных электрофильных соединений 
на клетку. Кроме этого, вызывает интерес участие 
таких метаболитов в реализации программы адап-
тации и реабилитации эритроцитов, консервиро-
ванных или циркулирующих в условиях различ-
ных патологий. Представленные в статье данные и 
сделанные на их основе обобщения помогут лучше 
понять роль Hb в устройстве биологических часов 
эритроцита.
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All living systems are characterized by such fundamental properties as the ability to adaptation, self-regulation 
and formation of resistance. Mammalian non-nuclear erythrocytes also have the ability to adapt to external 
effects, but their regulatory capabilities are limited by cytoplasmic mechanisms, including phase transitions of 
proteins and membranes. This is one of the most ancient mechanisms of adaptation of living systems to external 
and internal conditions. Erythrocytes under changes in plasma composition, aging and energy depletion, 
undergo a reversible morpho-functional transformation, the transition from a discocyte to an echinocyte. The 
metabolic shifts occurring in this case correspond to a complex of universal changes that take place during 
erythrocyte transition to metabolic depression. As a rule, echinocytosis is considered as a pathological process 
preceding eryptosis and hemolysis. But it can be also considered as the first stage of the implementation of an 
universal program of passive cell adaptation, the ultimate goal of which is to transfer the system to suspended 
animation state. The energy status of an erythrocyte is determined by the equilibrium of soluble and membrane-
bound hemoglobin (Hb) forms. Compounds with pronounced electrophilic properties – nitric oxide and 
methylglyoxal, affecting this equilibrium can induce cell’s transition from one metabolic state to another. The 
mechanism of their regulatory action is largely related to the modification of thiol groups of membrane and 
cytoskeleton proteins, including reactive SH-groups of Hb. It seems relevant to consider their effect on the 
state of Hb and erythrocytes.
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Жирные кислоты (ЖК) находятся в организме в 
основном в связанном состоянии, реже в свобод-
ной или неэтерифицированной форме, являются 
одними из самых лабильных компонентов липи-
дов и характеризуются своей полифункциональ-
ностью [1]. Жирнокислотные компоненты липи-
дов сравнительно быстро включаются в адаптив-
ные реакции, а совокупность разнообразных ЖК 
обеспечивает организму как в обычных, так и в 
экстремальных условиях, возможность избирать 
альтернативные пути реагирования: регуляция 
жидкостности биомембран, изменение активно-
сти липопротеидных ферментов без изменения 
концентрации белка, синтез биологически актив-
ных веществ типа простагландинов, лейкотриенов 
и других, источником которых являются полине-
насыщенные жирные кислоты и др.[2]. Следует 
отметить, что ЖК-компоненты составляют гидро-
фобные “хвосты” в структуре фосфолипидов (ФЛ), 
липидов биологической мембраны. При этом био-
логическая мембрана бактерий по качественному 

и количественному составу ФЛ сильно отличает-
ся от таковой у эукариот, для которых характерны 
ФЛ или 1,2-диацилфосфоглицериды и именно ФЛ, 
в том числе их ЖК-компоненты, выполняют осо-
бую функциональную роль у бактерий. Например, 
морская бактерия Hyphomonas jannaschiana VP-2T 

содержит совершенно иные ФЛ – гликозилдиацил-
глицерины в форме нейтрального глюкозил-диа-
цилглицерина (ДАГ), умеренно кислого глюкуро-
нозил-диацилглицерина и сильно кислого таурина-
мидглюкуронозил-диацилглицерина (25, 41 и 32% 
соответственно), а также ЖК как моно- и диэфиры 
глюкуроновой кислоты [3]. Однако другая морская 
аэробная гетеротрофная грамотрицательная бакте-
рия Cyclobacterium marinus имеет повышенное со-
держание ФЛ и при этом на долю фосфатидилэта-
ноламина приходится 29%, а фосфатидилхолина – 
только 7%. 

Жирные кислоты – это одноосновные карбо-
новые кислоты, углеводородная цепь с различным 
количеством атомов углерода, которая ограничена 

DOI: 10.31857/S0555109924060029  EDN: QGYDTS

Среди многообразной биологической активности жирных кислот (ЖК) можно выделить способность 
оказывать бактерицидное действие на микроорганизмы или ингибировать их рост. Несмотря на то, 
что механизмы антибактериального действия ЖК изучены не до конца, наиболее распространенной 
их мишенью является клеточная мембрана, где ЖК вызывают повышение проницаемости и 
последующий лизис клетки, что приводит к нарушению цепи переноса электронов, разобщению 
окислительного фосфорилирования, угнетению ферментативной активности и потребления 
питательных веществ. Помимо действия на клеточные мембраны, ЖК обладают способностью 
нарушать процессы метаболизма микроорганизмов, ингибировать репликацию ДНК/РНК и влиять 
на экспрессию генов вирулентности. Кроме того, в настоящее время описывают нетрадиционные 
механизмы антимикробного действия ЖК, такие как ингибирование горизонтального переноса генов, 
чувства кворума и нарушение работы эффлюкс-помп. Многообразие противомикробных механизмов 
и широкий спектр активности ЖК определяют их высокий биотехнологический потенциал и делают 
актуальными дальнейшие исследования механизмов действия на биологические системы.
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с одного конца СООН карбоксильной группой ато-
мов, а с другой СН3 метильной группой. В соста-
ве липидов ЖК находятся в эстерифицированной 
форме (связанное состояние). 

Жирные кислоты разделяют на три основных 
класса в зависимости от количества двойных свя-
зей в основной цепи атомов углерода. Выделяют 
насыщенные ЖК (НЖК), которые характеризуют-
ся отсутствием двойных связей в цепи, мононена-
сыщенные ЖК (МНЖК), имеющие одну двойную 
связь в цис-конфигурации и полиненасыщенные 
ЖК (ПНЖК), содержащие 2–6 двойных связей в 
цис-конфигурации [4], которые в природных нена-
сыщенных ЖК изолированы друг от друга или не со-
пряжены (то есть всегда отделены двумя простыми 
связями или одной метиленовой группой) (рис. 1). 

Номенклатура ЖК основывается на количестве 
атомов углерода, составляющих углеводородную 
цепь, наличии и количестве двойных связей, и их 
положении в цепи. Так, общая формула ЖК может 
быть представлена следующим образом: x:y(n–z)cis, 
где x – количество атомов углерода в цепи, у – ко-
личество двойных связей, (n–z) – расположение 
двойной связи между атомами углерода, при их 

нумерации с атома углерода карбоксильной груп-
пы. Формула завершается обозначением цис- или 
транс-конфигурации двойных связей.

Полиненасыщенные жирные кислоты во мно-
гом определяют внутреннюю структуру биологи-
ческих мембран и условия работы интегральных 
белков [5]. Ряд экспериментальных данных [5, 6] 
свидетельствуют о том, что если липиды с поли-
ненасыщенными цепями участвуют в образова-
нии специфического микроокружения интеграль-
ных белков, то в силу своих физико-химических 
свойств они могут способствовать поддержанию 
надлежащей конформационной подвижности этих 
белков и ослаблять негативное воздействие факто-
ров среды на их активность, тем самым, способ-
ствуя нормальному функционированию.

В 1940 гг. Бертеншоу предоставил одни из пер-
вых доказательств антимикробного действия липи-
дов, установив, что липиды кожи человека убива-
ют золотистый стафилококк [7]. В дальнейшем он 
предположил и подтвердил, что основной липид-
ной фракцией, проявляющей антибактериальную 
активность, являются ЖК [8].

В настоящее время описано как бактериостати-
ческое, так и бактерицидное действие ЖК в отно-
шении различных групп микроорганизмов, имею-
щих значение в инфекционном процессе [9−11].

Установлено, что антибактериальные свойства 
ЖК проявляют себя в реакциях врожденного им-
мунитета человека и животных для защиты от па-
тогенных микроорганизмов, в том числе в защи-
те от бактерий со множественной лекарственной 
устойчивостью [9, 12, 13].

Антибактериальная активность ЖК определя-
ет их высокий биотехнологический потенциал для 
создания противомикробных средств. При этом 
становится чрезвычайно важным изучение меха-
низмов антимикробного действия ЖК, понимание 
которых составляет основу разработки новых анти-
бактериальных соединений для лечения широкого 
спектра инфекционных заболеваний.

МЕХАНИЗМЫ АНТИБАКТЕРИАЛЬНОГО 
ДЕЙСТВИЯ ЖИРНЫХ КИСЛОТ

Механизмы антибактериального действия ЖК, 
связанные с активностью в отношении мембраны 
клетки. Литическое действие в отношении мем-
бран бактериальных клеток является наиболее из-
ученным и распространенным противомикробным 
механизмом действия ЖК [12, 14, 15]. Являясь ам-
фипатическими, ЖК способны влиять на мембра-
ны, приводя к их дестабилизации и последующему 
ингибированию роста или гибели микробной клет-
ки. В основе этих процессов лежат повышение про-
ницаемости мембраны клеток, нарушение цепи пе-
реноса электронов и разобщение окислительного 
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H
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Рис. 1. Структурные формулы стеариновой кислоты, 
18:0 – насыщенная жирная кислота, олеиновой кис-
лоты, 18:1(n-9) – мононенасыщенная жирная кисло-
та, α-линоленовой кислоты, 18:3(n-3) – полинена-
сыщенной жирной кислоты (n-3) семейства.
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фосфорилирования, а также ингибирование мем-
бранной ферментативной активности и нарушение 
потребления питательных веществ [10]. 

Повышение проницаемости мембраны и лизис кле-
ток. Взаимодействие противомикробных липидов с 
мембранами бактериальных клеток может увеличить 
проницаемость мембраны, вызвать утечку цитозоля 
и, в конечном итоге, привести к лизису клеток ми-
кроорганизмов. В работе Карсона с соавт. [15] уста-
новлено, что такие ненасыщенные жирные кислоты, 
как олеиновая кислота 18:1(n-9) и линолевая кис-
лота 18:2(n-6) способны увеличивать проницаемость 
мембраны и вызывать лизис бактериальных клеток 
Streptococcus faecalis. В исследованиях Томпсона с 
соавт. [17] с помощью электронной микроскопии 
выявлено, что обработка Helicobacter pylori линоле-
новой кислотой, 18:3(n-3), индуцирует лизис бак-
териальных клеток. Бергссон с соавт. обрабатыва-
ли S. aureus различными ЖК, включая каприновую 
кислоту 10:0, и продемонстрировали последующую 
дезинтеграцию бактериальной мембраны [18].

Основной предполагаемый механизм действия 
ЖК как противогрибковых агентов заключается 
в том, что они могут внедряться в липидные бис-
лои грибковых мембран, нарушая их целостность 
и приводя к неконтролируемому высвобождению 
внутриклеточных электролитов и белков, что, в 
итоге, опосредует дезинтеграцию цитоплазмати-
ческой мембраны грибковых клеток [19, 20].

Нарушение цепи переноса электронов и разобще-
ние окислительного фосфорилирования. Цепь пере-
носа электронов – это ключевой комплекс, состо-
ящий из переносчиков электронов и источника 
энергии – аденозинтрифосфата (АТФ) и комплек-
са ферментов. Когда один из этапов цепи переноса 
электронов и окислительного фосфорилирования 
прерывается, бактериальным клеткам недостаточ-
но энергии для функционирования, что приводит 
к ингибированию роста клеток и, в конечном ито-
ге, к гибели клеток [12]. В исследовании Гринвэй с 
соавт. [21] наблюдали нарушение цепи транспорта 
электронов у S. aureus при обработке клеток лино-
левой кислотой. 

Ингибирование мембранной ферментативной ак-
тивности и потребления питательных веществ. 
Ингибирование активности мембранно-ассоции-
рованных ферментов – важный механизм, с помо-
щью которого антимикробные липиды влияют на 
мембраны бактериальных клеток. Исследования 
Вон с соавт. [22] показали, что ненасыщенные ЖК, 
такие, как олеиновая, линолевая и арахидоновая 
кислоты демонстрируют значительное ингибиро-
вание активности мембрано-ассоциированного 
фермента – глюкозилтрансферазы, что приводит к 
ингибированию роста бактериальных клеток [22].

Механизмы антибактериального действия жир-
ных кислот, не связанные с активностью в отношении 
мембраны клетки. Помимо действия на мембраны, 

ЖК обладают способностью нарушать процессы 
метаболизма микроорганизмов, ингибировать ре-
пликацию ДНК/РНК [23], влиять на экспрессию 
генов вирулентности [12], приводя к гибели бакте-
риальные клетки.

Известно, что экзогенные ЖК и их смеси могут 
нарушать биосинтез ЖК бактериями. В исследо-
ваниях Женг с соавт. [11] установлено, что нена-
сыщенные кислоты, включая пальмитолеиновую 
кислоту, 16:1(n-9), олеиновую, линоленовую и ара-
хидоновую кислоты, ингибируют бактериальную 
редуктазу белка-носителя еноилацила (FabI), необ-
ходимого для синтеза ЖК. Другие авторы показали, 
что пальмитолеиновая кислота является неподхо-
дящим субстратом для биосинтеза фосфолипидов 
у S. aureus, ЖК накапливалась в клетке и нарушала 
метаболизм микроорганизма [24]. 

Ингибирование биосинтеза ЖК у бактерий так-
же может быть механизмом, ответственным за их 
противогрибковую активность. Например, было 
обнаружено, что 6-нонадециновая кислота препят-
ствует биосинтезу сфинголипидов и подавляет рост 
штаммов Candida albicans [25]. 

Ингибирование репликации ДНК/РНК – яв-
ляется традиционным механизмом действия про-
тивомикробных химиотерапевтических средств 
[8]. В исследованиях Санабриа–Риос с соавт. [26, 
27] пальмитоолеиновая кислота проявила инги-
бирующую активность в отношении ДНК-гиразы 
(фермента, контролирующего репликацию ДНК в 
клетках бактерий), тем самым действуя на полире-
зистентный штамм S. aureus.

Интересным свойством ЖК является их способ-
ность влиять на экспрессию бактериальных генов 
вирулентности. В работе Уитей с соавт. [28] было по-
казано, что линолевая кислота и ее коньюгированная 
форма как in vivo так и in vitro способны ингибиро-
вать ген Vibrio cholerae ответственный за продукцию 
холерного токсина – основного фактора патогенно-
сти холерного вибриона, приводящего к секреторной 
диарее. Кроме того, Кенни с соавт. [7] определили, 
что линолевая кислота может изменять гены синтеза 
пептидогликана у S. aureus и тем самым опосредовать 
разрушение клеточной стенки бактерии [7].

Установлено, что экспрессия некоторых токси-
нов, гемолизинов, ферментов, обуславливающих 
лекарственную устойчивость, а также феномен ро-
ения у Proteus mirabilis подавляются в присутствие 
различных насыщенных и ненасыщенных свобод-
ных ЖК (СЖК) [29, 30]. 

Есть предположение, что СЖК могут влиять на 
экспрессию бактериальных факторов вирулентности, 
путем нарушения передачи сигналов между клетка-
ми [12]. Таким образом, насыщенные и ненасыщен-
ные СЖК могут предотвратить начальную бакте-
риальную адгезию и последующие процессы био-
пленкообразования [31−33]. Следует отметить, что 
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помимо непосредственного губительного действия 
на микроорганизмы СЖК создают условия неблаго-
приятные для жизнедеятельности некоторых бакте-
рий за счет поддержания кислого pH кожи и форми-
рования тем самым барьерного гомеостаза [34].

НЕТРАДИЦИОННЫЕ 
АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 

ДЕЙСТВИЯ ЖИРНЫХ КИСЛОТ

В настоящее время выделяют нетрадиционные 
механизмы действия ЖК, сущность которых свя-
зана не с непосредственным лизисом микробных 
клеток, а с нарушением механизмов повышения 
вирулентности и антибиотикорезистентности бак-
терий. К таким механизмам относятся ингибиро-
вание горизонтального переноса генов (ГПГ), ин-
гибирование чувства кворума (QS) и нарушение 
работы эффлюкс-помп, участвующих в формиро-
вании устойчивости к антибиотикам [23].

ГПГ является чрезвычайно быстрым механизмом 
приобретения антибиотикорезистентности, играю-
щим ключевую роль в развитии и распространении 
устойчивости бактерий к антибиотикам [35].

В работе Касайллас–Варгас с соавт. [36] уста-
новлено, что 2-алкиновые ЖК являются ингиби-
торами конъюгации и активно нарушают перенос 
плазмид IncF, IncW и IncH (плазмиды резистент-
ности и, контроля устойчивости к действию от-
дельных неблагоприятных факторов) у широкого 
круга патогенных бактерий, в том числе Escherichia, 
Salmonella, Pseudomonas и Acinetobacter spp. В опы-
тах in vivo (в пресной воде и кишечнике мыши) 
было установлено, что 2-гексадециновая кислота 
способна блокировать конъюгацию у E. coli с эф-
фективностью в 90% [37].

Чувство кворума (QS) — это молекулярный ме-
ханизм, с помощью которого бактерии передают 
друг другу сигналы для коллективной адаптации в 
соответствии с плотностью клеток и окружающей 
средой [23]. Чувство кворума основано на системе 
молекулярных связей, позволяющих синхронизи-
ровать экспрессию определенных генов, регулиру-
ющих, помимо прочего, экспрессию факторов ви-
рулентности и синтез биопленки [38]. 

В исследованиях на Acinetobacter baumannii по-
казано, что МНЖК, такие, как пальмитолеиновая 
и миристолеиновая значительно снижают экспрес-
сию гена abaR в системе AbaIR QS, ответственной 
за синтез биопленки [33]. 

При изучении действия линолевой, олеиновой, 
пальмитиновой и стеариновой кислот на аутоин-
дуктор-2 (AI-2) который играет ключевую роль в 
межклеточной коммуникации бактерий, установ-
лено, что эти ЖК ингибируют AI-2 в диапазоне от 
25 до 99% [39]. В исследовании Джин-Хуюнг Лии с 
соавт. [40] установлено, что ЖК со средней длиной 

цепи имитируют молекулу фарнезола QS, что при-
водит к снижению биопленкообразования и виру-
лентности Candida albicans.

В развитии устойчивости бактерий к антибио-
тикам важную роль играют эффлюкс системы или 
эффлюкс-помпы, локализованные в цитоплаз-
матической мембране бактериальной клетки [41]. 
Эффлюкс системы – это белки-переносчики, спо-
собные к активному выведению широкого спектра 
различных по структуре антимикробных соедине-
ний [42] и опосредующие развитие лекарственной 
устойчивости, в том числе множественной [43]. 

В работе Дасаграндхи с соавт. [44] показано, 
что одним из механизмов действия фурановой ЖК 
является ингибирование эффлюкс-помпы NorA 
у S. aureus MRSA, активность которой обеспечива-
ет золотистому стафилококку устойчивость к фтор-
хинолонам, некоторым антисептикам и дезинфи-
цирующим средствам [45].

В другом исследовании сообщается, что лино-
левая и олеиновая кислоты обладают синергиче-
ской антибактериальной активностью в сочетании 
с эритромицином против MRSA и, возможно, дей-
ствуют путем ингибирования эффлюкс-систем ми-
кроорганизма [46].

Обобщающая схема известных механизмов 
антибактериального действия ЖК приведена 
на рис. 2.

ОСОБЕННОСТИ АНТИМИКРОБНОГО 
СПЕКТРА ЖИРНЫХ КИСЛОТ

Хорошо известно, что ЖК проявляют антими-
кробную активность в отношении широкого кру-
га патогенов, при этом антибактериальная актив-
ность каждой кислоты определяется структурой и 
зависит от длины углеродной цепи, наличия, ко-
личества, положения и ориентации двойных свя-
зей [10, 12, 15]. Группа –ОН карбоксильной груп-
пы в ЖК также влияет на противомикробную ак-
тивность, так, метилированные СЖК часто имеют 
пониженную активность или вообще не проявляют 
активности [11].

Среди насыщенных ЖК наиболее активные 
имеют 10 или 12 атомов углерода в цепи и анти-
бактериальная эффективность имеет тенденцию 
к снижению по мере увеличения или уменьшения 
длины цепи [47, 48].

Значительной антибактериальной активностью 
обладает лауриновая кислота 12:0, в спектре анти-
микробного действия которой в основном грам-
положительные микроорганизмы. Установлено, 
что лауриновая кислота ингибирует рост S. aureus 
и S. pneumoniae, проявляя при этом меньшую ак-
тивность в отношении Mycobacterium tuberculosis, 
E. coli и Salmonella spp. [49]. В другом исследова-
нии показано, что лауриновая кислота обладает 
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антибактериальным действием в отношении пер-
вую хотя бы полностью S. agalactiae, S. mutans, 
S.  pyogenes, S. salivarius, S. sanguinis и S. aureus и 
не проявляет активность в отношении грамотри-
цательных E. coli, Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa и Serratia marcescens [50].

В более раннем исследовании при систематиче-
ском изучении насыщенных ЖК с углеводородны-
ми цепями длиной от 6 до 18 атомов углерода было 
установлено, что лауриновая кислота, имеющая 
длинную цепь из 12 атомов углерода, также про-
являет наиболее сильную активность в отношении 
ингибирования роста грамположительных бакте-
рий, включая S. aureus [9].

В исследовании [51] показано, что лауриновая 
кислота проявляет антимикробную активность в 
концентрации 400 мкг/мл в отношении метицил-
лин-чувствительных золотистых стафилококков 
(MSSA) и MRSA. В исследовании Ватанабе с со-
авт. [52] установлено, что каприловая, каприновая 
и лауриновая кислоты оказывали бактерицидное 
действие в отношении S. aureus и S. epidermidis. 

Кроме того, лауриновая кислота продемон-
стрировала антимикробную активность в отно-
шении изолятов Clostridioides difficile (грампо-
ложительного, анаэробного спорообразующего 

патогена) за счет усиления выработки активных 
форм кислорода и последующего разрушения кле-
точной мембраны, а также за счет ингибирование 
процесса прорастания спор [53]. В другом иссле-
довании на C. difficile было показано, лауриновая 
кислота оказывала наибольшее ингибирующее 
воздействие на рост исследуемого микроорганиз-
ма в то время как каприновая (10:0) и каприло-
вая кислоты (8:0) подавляли рост, но в меньшей 
степени [54], что подтверждает предположение 
о  влиянии структуры ЖК на антибактериальную 
активность.

В недавних исследованиях [40] по изучению 
противогрибкового действия ЖК было показа-
но, что насыщенные кислоты со средней длиной 
цепи (C7:0, C8:0, C9:0, C10:0, C11:0) проявля-
ют противомикробную активность в отношении 
Candida albicans при минимальной ингибирующей 
концентрации от 100 до 200 мкг/мл и ингибиру-
ют биопленкообразование на 75% при концен-
трации 2 мкг/мл. В литературе сообщается, что 
насыщенные ЖК проявляют ингибирующую ак-
тивность как в отношении грамположительных, 
так и в отношении и грамотрицательных бактерий 
[13, 11,  47]. 

Ìåõàíèçìû àíòèáàêòåðèàëüíîãî äåéñòâèÿ ÆÊ

Рис. 2. Обобщающая схема известных механизмов антибактериального действия жирных кислот.
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Таблица 1. Активность некоторых жирных кислот в отношении распространенных патогенов человека

Жирная кислота
Активность

ГР (+) ГР (–) Другие 
микроорганизмы

Каприловая кислота
8:0 E. coli [56]

Каприновая кислота
10:0

S. aureus [18], стрептококки группы А 
и группы В, S. pyogenes, S. aureus,  
S. epidermidis [9], M. tuberculosis [57]

E. coli [56] C. albicans [20]
Candida sp. [9]

Ундецеленовая кислота
11:0

M. audouinii, Epider-
mophyton inguinale, 

C. albicans, Trichophy-
ton rubrum и Trichophy-
ton mentagrophyte [55]

Лауриновая кислота
12:0

Clostridium difficil [53], S. aureus [9, 15, 
49, 52], МРСА [9, 51], S. agalactiae, 
S. mutans, S. pyogenes, S. salivarius, 
S. sanguinis [50],
стрептококки группы А и группы B  
[9, 18], S. pneumonia, M. tuberculosis [49]

E. coli [49, 56], 
Salmonella sp. [49]

H. pylori [15]

Candida sp. [9, 58],
Candida albicans [15]

Миристиновая кислота
14:0

Стрептококки группы А и группы В, 
S. pyogenes, S. aureus, S. epidermidis
[9], M. tuberculosis [57]

E. coli [56] Candida sp. [9]

Пальмитиновая 
кислота

16:0

Enterococcus (Streptococcus) faecalis [16],
стрептококки группы А
и группы В, S. epidermidis [9]

E. coli [56]

Стеариновая кислота
18:0 Enterococcus (Streptococcus) faecalis [16] E. coli [56]

Пальмитолеиновая 
кислота

16:1(n-7)

Стрептококки группы А и группы B 
[18] A. baumannii [33]

Олеиновая кислота
18:1n-9 Enterococcus (Streptococcus) faecalis [16]

Линолевая кислота
18:2n-6

Enterococcus (Streptococcus) faecalis [16], 
стрептококки группы А и группы В 
[9], M. tuberculosis [57, 59]

Candida sp.[9]

α-Линоленовая кислота
18:3n-3 M. tuberculosis [59]

Эйкозопентаеновая 
кислота
20:5n-3

Streptococcus mutans [60],
S. epidermidis и S. aureus [61]

Porphyromonas 
gingivalis, 

Fusobacterium 
nucleatum [62]

Trichomonas vaginalis 
[64]

Докозагексоеновая 
кислота
22:6n-3

Streptococcus mutans [60],
S. epidermidis и S. aureus [61]

Porphyromonas 
gingivalis, 

Fusobacterium 
nucleatum [62],

H.pylori [63, 65]

C. albicans [40]

Арахидоновая кислота
20:4n-6

S. pneumonia [66],
M.tuberculosis [57] C. albicans [40]

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mycobacterium-tuberculosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mycobacterium-tuberculosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mycobacterium-tuberculosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mycobacterium-tuberculosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mycobacterium-tuberculosis
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Есть предположение, что ненасыщенные ЖК 
обладают большей эффективностью как противо-
микробные агенты, чем насыщенные кислоты [12], 
при этом бактерицидная активность ненасыщен-
ных ЖК увеличивается со степенью ненасыщен-
ности [47] а также с длиной цепи [10, 11]. При изу-
чении линолевой и олеиновой кислот обнаружено, 
что ненасыщенные ЖК в форме соли с цис-кон-
фигурацией и увеличением числа двойных связей 
повышают антибактериальную активность при ис-
пользовании отдельно или в сочетании с антибио-
тиками [46].

Многочисленные исследования подтверждают, 
что длинноцепочечные ненасыщенные ЖК обла-
дают бактерицидным действием по отношению к 
важным патогенным микроорганизмам, включая 
устойчивый к метициллину золотистый стафило-
кокк, Helikobacter pylori и микобактерии [11].

Установлено, что короткоцепочечные ЖК обла-
дают выраженными фунгистатическими свойства-
ми [15], ундециленовая кислота проявляет проти-
вогрибковую активность в отношении Microsporum 
audouinii, Epidermophyton inguinale, Candida albicans, 
Trichophyton rubrum и Trichophyton mentagrophyte [55].

В табл. 1 приведена противомикробная актив-
ность некоторых ЖК в отношении микроорганиз-
мов, являющихся частыми возбудителями инфек-
ций человека.

* * *
Таким образом, противомикробные свойства 

ЖК хорошо известны и представляют большой ин-
терес для использования в качестве средств лече-
ния и профилактики инфекционных заболеваний 
как альтернатива классическим антибактериаль-
ным препаратам или в комплексе с последними. 

За последние несколько десятилетий достигнут 
значительный прогресс в понимании относитель-
ной эффективности и спектра антибактериальной 
активности различных классов противомикробных 
липидов, что, в свою очередь, позволило выявить 
наиболее перспективных кандидатов в лекарствен-
ные средства. Исследования ЖК были дополнены 
их подтвержденными традиционными антибакте-
риальными механизмами, такими как нарушение 
цитоплазматической мембраны, ингибирование 
метаболических путей, ингибирование реплика-
ции ДНК/РНК и влияние на экспрессию бактери-
альных генов вирулентности. Более того, нетради-
ционные механизмы, к которым относятся инги-
бирование горизонтального переноса генов, QS и 
нарушение работы эффлюкс-помп, учитываются 
как возможный механизм действия ЖК для сни-
жения устойчивости бактерий к антибиотикам или 
уменьшения развития вирулентности бактерий. 

В настоящий момент экспериментальные ра-
боты по изучению механизмов действия ЖК 

дополняются исследованиями, направленными на 
определение корреляции свойств с физико-хими-
ческими параметрами, такими как длина цепи, на-
личие, количество, положение и ориентации двой-
ных связей. При этом следует отметить, что иссле-
дования обычно включают модельные системы, 
которые не являются полностью аналогичными 
сложным бактериальным клеточным структурам, 
что затрудняет изучение механизмов действия ЖК. 
Кроме того, антибактериальные липиды могут об-
ладать множественным действием на целевые груп-
пы микроорганизмов, что в ряде случаев может вы-
зывать разногласия в представлении об основных 
направленностях антимикробного действия ЖК. 

Исходя из представленного, требуется дальней-
шее совершенствование исследований молекуляр-
ных основ взаимодействий противомикробных 
липидов с микроорганизмами in vivo, что, с учетом 
расширяющего спектра экспериментальных ин-
струментов, позволит более глубоко изучить ме-
ханизмы антимикробного действия ЖК и исполь-
зовать противомикробные агенты на их основе в 
практической деятельности. 
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Among the diverse biological activities of fatty acids, the ability to kill or inhibit the growth of 
microorganisms can be distinguished. Despite the fact that the antibacterial mechanisms of fatty acids 
are not fully understood, the most common target of action is the cell membrane, where FAs mediate 
an increase in permeability and subsequent cell lysis, lead to disruption of the electron transport chain, 
uncoupling of oxidative phosphorylation, and inhibit enzymatic activity and nutrient intake. In addition 
to acting on cell membranes, FAs have the ability to disrupt the metabolic processes of microorganisms, 
inhibit DNA/RNA replication, and affect the expression of virulence genes. In addition, non-traditional 
mechanisms of the antimicrobial action of FAs are currently being described, such as inhibition of 
horizontal gene transfer, quorum sensing, and disruption of the efflux pump. The variety of antimicrobial 
mechanisms and a wide range of their activity determine the high biotechnological potential of fatty 
acids and make further studies of the mechanisms of action on biological systems relevant.
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В начале 21 века одним из наиболее интенсивно 
развивающихся направлений биотехнологическо-
го рынка является синтез нуклеиновых кислот [1]. 
Начиная с работы Стеммера [2], опубликованной 
в 1995 г., и по сегодняшний день, основным исход-
ным материалом для создаваемых de novo после-
довательностей ДНК являются олигонуклеотиды, 
получаемые методами твердофазного фосфорами-
дитного синтеза [1].

Именно твердофазный синтез является основ-
ной причиной ошибок в синтетических генах, а 
также источником токсичных отходов [3]. Негатив-
ное влияние на окружающую среду было миними-
зировано путем внедрения в практику технологий 
синтеза на микрочипах [4], что, однако повысило 
вероятность возникновения ошибок.

Реализация программируемого ферментатив-
ного de novo синтеза ДНК в водных средах, на се-
годняшний день, одна из самых актуальных задач 
синтетической биологии и во многом зависит от 

успехов инженерии одной из уникальных ДНК-по-
лимераз – терминальной дезоксинуклеотидил-
трансферазы (TdT) [5].

TdT является высокоспециализированной 
ДНК-полимеразой, которая относится к семейству 
Х ДНК-полимераз и обеспечивает разнообразие 
антигенных рецепторов клеток иммунной системы 
позвоночных. Несмотря на то, что TdT была обна-
ружена одной из первых среди эукариотических 
ДНК-полимераз [6], детальный механизм функци-
онирования этого фермента по-прежнему неясен.

TdT обладает способностью к неспецифическо-
му хаотичному добавлению дезоксинуклеотидов к 
3-концу ДНК, однако именно этот фермент откры-
вает перспективы программируемого безматрич-
ного de novo ДНК-синтеза и новых “цифровых” 
ДНК-технологий. Более того, недавняя работа 
Верардо [8] описывает ферментативный мульти-
плексный автоматизированный синтез ДНК с уча-
стием TdT.

DOI: 10.31857/S0555109924060038  EDN: QGXEUI

Проведено исследование влияния ДНК-связывающих белков EcSSB и Sso7d, стабилизирующих одно-
цепочечную и двуцепочечную ДНК соответственно, на активность терминальной дезоксинуклеоти-
дилтрансферазы (TdT) in vitro. В качестве субстрата использовали гомополимеры Tn, не склонные к об-
разованию вторичных структур. Внесение в реакционную смесь EcSSB приводило к существенному 
повышению активности TdT и смещению спектра образующихся продуктов в сторону более 
протяженных олигонуклеотидов, а максимальный эффект наблюдался в близком к эквимолярному 
стехиометрическом соотношении (EcSSB)4:TdT в присутствии катионов Mn2+. Присутствие Sso7d 
в реакционной смеси приводило к небольшому (до 15%) снижению активности TdT для субстратов 
T5 и T15 и более выраженному для T35 (до 30%). При этом катионы Co2+ снижали ингибирующий 
эффект Sso7d. Продемонстрированное в данной работе влияние ДНК-связывающих белков на 
активность TdT, а также установленные закономерности, могут найти применение как в белковой 
инженерии при создании гибридных мультидоменных белков на основе TdT, так и при разработке 
новых принципов ферментативного de novo синтеза ДНК.

Ключевые слова: терминальная дезоксинуклеотидилтрансфераза, ДНК-связывающий белок, EcSSB, 
Sso7d, de novo синтез ДНК
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Активность TdT связана с клетками иммунной 
системы, а биологическая функция заключается в 
реализации механизма V(D)J-рекомбинации ДНК, 
происходящей на ранних этапах дифференцировки 
лимфоцитов и приводящей к формированию анти-
ген-распознающих участков антител и Т-клеточно-
го рецептора.

Субстратом TdT является одноцепочечная ДНК 
(оцДНК), содержащая не менее трех остатков фос-
форной кислоты: 5′-фосфорилированный тринукле-
отид или нефосфорилированный тетрануклеотид [9].

Несмотря на интенсивные исследования в те-
чение 60 лет с момента открытия, TdT является 
ферментом с недостаточно изученным для белко-
вой инженерии механизмом действия. Открытые 
вопросы по-прежнему связаны с переключением 
между процессивным и дистрибутивным механиз-
мом, влиянием катионов двухвалентных металлов 
[10]. Последние исследования кинетики реакций с 
участием TdT [10] указывают на то, что механизм 
действия фермента не может быть описан строго 
по классической схеме, характерной для большин-
ства ДНК-полимераз [11].

Известно, что существуют факторы, препятству-
ющие эффективной работе фермента TdT, которые 
связаны с формированием в молекуле оцДНК вто-
ричных структур. Так, образование шпилечных 
структур на 3′-конце субстрата существенно инги-
бирует реакцию [12].

Подходы, основанные на создании гибридных 
мультидоменных белков, уже продемонстрировали 
свою эффективность в белковой инженерии. Об-
щая стратегия по созданию гибридных ДНК-по-
лимераз путем объединения генов термостабиль-
ных ДНК-полимераз и гена белка, связывающего 
двуцепочечную ДНК, представлена в работе [13]. 
Гибридные термостабильные ДНК-полимеразы на 
основе Pfu-полимеразы и фрагмента ДНК-связы-
вающего белка Sulfolobus solfataricus [4] стали осно-
вой коммерческих высокоточных и эффективных 
ДНК-полимераз Q5 (“New England Biolabs”, Вели-
кобритания) и Fusion (“Thermo Fisher Scientific”, 
США). Внедрение гибридных полимераз в практи-
ку синтеза генов существенно улучшило результаты 
сборки генов из олигонуклеотидов за счет умень-
шения вероятности возникновения ошибок и от-
сутствия 3′–5′- и 5′–3′-экзонуклеазной активности, 
что позволило синтезировать более протяженные 
гены (до 2000 пар нуклеотидов) с использованием 
новых подходов [14].

ДНК-связывающий белок Sso7d S. solfataricus 
имеет молекулярную массу 7 кДа, обладает ком-
пактной глобулярной структурой и существует в 
виде мономера [15]. Sso7d неспецифически к после-
довательности связывается с двухцепочечной ДНК 
(дцДНК) любого размера и состава нуклеотидов 
[16]. У гипертермофильных архей, Sso7d выполня-
ет функцию стабилизации ДНК, предохраняя ее от 

действия высоких температур [17]. Взаимодействие 
белка с ДНК происходит за счет частичной интер-
каляции гидрофобных боковых групп Val26 и Met29, 
что приводит к резкому изгибу двойной спирали 
ДНК и увеличивает температуру плавления ДНК 
[18]. После использования в качестве домена-моду-
ля при дизайне высокоэффективных термостабиль-
ных ДНК-полимераз Sso7d стал популярен при ди-
зайне мультидоменных гибридных белков.

Белок, связывающий одноцепочечную ДНК из 
E. coli (EcSSB), представляет собой гомотетрамер, 
состоящий из четырех идентичных полипептидных 
цепей с молекулярной массой около 18.9 кДа. EcSSB 
специфично связывается с одноцепочечной ДНК, 
при этом связывание является кооперативным и 
определяется параметрами среды, главным образом 
ионной силой. Основная функция EcSSB – деста-
билизация двойной спирали ДНК для обеспечения 
работы ДНК-полимераз в процессе репликации. 
При этом белок является достаточно стабильным, 
сохраняя функциональные свойства после 20-ми-
нутной инкубации при температуре 65°С. 

Уникальные свойства EcSSB обеспечили воз-
можность его использования в молекулярной био-
логии для предотвращения образования димеров и 
шпилечных структур в олигонуклеотидах при прове-
дении полимеразной цепной реакции (ПЦР). Проч-
ность связывания EcSSB с оцДНК очень высока 
(Ka = 107–108 M–1 c–1) [19]. Благодаря этому свойству 
EcSSB применяется для обнаружения повреждений 
в ДНК [20], дестабилизации двойной спирали [20] и 
активации взаимодействующих с ДНК белков (RecF, 
RecQ и ДНК-хеликаза), участвующих в рекомбина-
ционной репарации ДНК [21]. Присутствие в реак-
ционной смеси EcSSB увеличивает выход ПЦР для 
матриц, содержащих вторичную структуру и/или 
склонных к мутагенезу с делециями ДНК [22]. Ис-
пользование EcSSB делает возможным анализ более 
длинных нуклеотидных последовательностей при 
пиросеквенировании [23]. 

Целью данной работы является исследование 
влияния ДНК-связывающих белков микроорга-
низмов, специфичных как к оцДНК (SSB-белок 
E. coli), так и к дцДНК (Sso7d-белок S. solfataricus) 
на ферментативную активность TdT и перспек-
тив использования ДНК-связывающих белков 
в ферментативном de novo синтезе ДНК, а также 
анализ возможности создания гибридных мульти-
доменных ферментов путем слияния генов TdT и 
ДНК-связывающих белков. 

МЕТОДИКА 

Реагенты. В работе использованы компонен-
ты питательных сред (“Conda”, Испания), ИПТГ, 
имидазол, PMSF (“Glentham Life Sciences”, Вели-
кобритания), акриламид, бисакриламид, агаро-
за (“Serva”, Германия), глицин, додецилсульфат 
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натрия (“Merck”, Германия), сорбент – Ni2+NTA-а-
гароза, набор для выделения ДНК (“Macherey–
Nagel”, Германия). Остальные использованные 
реагенты – коммерческие препараты фирмы 

“Sigma–Aldrich” (США). Для проведения работ с 
синтетической и рекомбинантной ДНК исполь-
зовали эндонуклеазы рестрикции и ДНК-полиме-
разы фирмы “New England Biolabs”, (США), на-
бор для клонирования pJET1.2 – фирмы “Thermo 
Fisher Scientific” (США). Для высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) олигонуклео-
тидов, масс-спектрометрии белков и пептидов ис-
пользовали растворители и реагенты соответству-
ющего качества.

Оборудование. Одноцепочечные фрагменты 
ДНК синтезировали на автоматическом синте-
заторе H32 (“K&A”, Германия). Для гомогениза-
ции бактериальных клеток использовали гомоге-
низатор Emulsiflex C5 (“Avestine”, Канада). Вер-
тикальный электрофорез белков и нуклеиновых 
кислот проводили на оборудовании Hoefer SE250 
(“Hoefer”, США). Для очистки белков использова-
ли хроматограф Biologic LP-LC (“BioRad”, США). 
Для регистрации масс-спектров белков исполь-
зовали масс-спектрометр MALDI-TOF MicroFlex 
(“Bruker”, Германия). Для подтверждения амино-
кислотной последовательности белков использова-
ли хромато-масс-спектрометр Agilent 1290 Q-TOF 
6550 (“Agilent”, США). Электронные спектры по-
глощения олигонуклеотидов и белков записывали 

на микроспектрофотометре DS-11 FX+ (“DeNovix”, 
США). Для секвенирования использовали анали-
затор генов 3500xL (“Applied Biosystems”, США).

Создание экспрессионных векторов. Олигонукле-
отиды синтезировали амидофосфитным методом 
как описано в [24]. Ген EcSSB клонировали из ге-
номной ДНК E. coli штамма DH5α. Оптимизиро-
ванные для экспрессии в клетках E. сoli гены TdT 
Bos bovis и Sso7d Sulfolobus solfataricus синтезиро-
вали de novo из 65-звенных олигонуклеотидов ис-
пользуя полимеразную цепную сборку. Получен-
ную последовательность EcSSB клонировали в век-
тор pET20b по сайтам рестрикции NdeI и HindIII. 
Гены Sso7d и TdT клонировали в вектор pCWori по 
сайтам рестрикции NdeI и HindIII. Идентичность 
полученных последовательностей подтверждали 
секвенированием по Сэнгеру. Аминокислотные 
последовательности кодируемых белков представ-
лены в табл. 1.

Экспрессия рекомбинантных белков. Для экс-
прессии рекомбинантных белков использовали 
рекомбинантные штаммы E.  coli, трансформи-
рованные соответствующими экспрессионными 
векторами.

После достижения культурой оптической плот-
ности A600нм = 0.6 и снижения температуры куль-
тивирования до 18°С синтез белка индуцировали 
добавлением в среду ИПТГ до концентрации 1 мМ. 
Экспрессию белка продолжали в течение 24  ч, 
клетки осаждали центрифугированием (3000  g, 

Таблица 1. Аминокислотные последовательности и свойства белков

EcSSB
191 аминокислотный 
остаток
20.49 кДа
pI = 6.12
ε280 = 27 700 М–1 см–1

MASRGVNKVILVGNLGQDPEVRYMPNGGAVANITLATSESWRDKAT
GEMKEQTEWHRVVLFGKLAEVASEYLRKGSQVYIEGQLRTRKWTDQ
SGQDRYTTEVVVNVGGTMQMLGGRQGGGAPAGGNIGGGQPQGGWGQ
PQQPQGGNQFSGGAQSRPQQSAPAAPSNEPPMDFDDDIPFKLAAAL
EHHHHHH

Sso7d
79 аминокислотных 
остатков
9.03 кДа
pI = 8.99
ε280 = 8 480 М–1 см–1

MLGGHMRGSHHHHHHMATVKFKYKGEEKEVDISKIKKVWRVGKMIS
FTYDEGGGKTGRGAVSEKDAPKELLQMLEKQKK

TdT
530 аминокислотных 
остатков
60.92 кДа
pI = 7.84
ε280 = 65 890 М–1 см–1

MRGSHHHHHHMAQQRQHQRLPMDPLCTASSGPRKKRPRQVGASMAS
PPHDIKFQNLVLFILEKKMGTTRRNFLMELARRKGFRVENELSDSV
THIVAENNSGSEVLEWLQVQNIRASSQLELLDVSWLIESMGAGKPV
EITGKHQLVVRTDYSATPNPGFQKTPPLAVKKISQYACQRKTTLNN
YNHIFTDAFEILAENSEFKENEVSYVTFMRAASVLKSLPFTIISMK
DTEGIPCLGDKVKCIIEEIIEDGESSEVKAVLNDERYQSFKLFTSV
FGVGLKTSEKWFRMGFRSLSKIMSDKTLKFTKMQKAGFLYYEDLVS
CVTRAEAEAVGVLVKEAVWAFLPDAFVTMTGGFRRGKKIGHDVDFL
ITSPGSAEDEEQLLPKVINLWEKKGLLLYYDLVESTFEKFKLPSRQ
VDTLDHFQKCFLILKLHHQRVDSSKSNQQEGKTWKAIRVDLVMCPY
ENRAFALLGWTGSRQFERDIRRYATHERKMMLDNHALYDKTKRVFL
KAESEEEIFAHLGLDYIEPWERNA
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4°С). Клеточную массу ресуспендировали в 50 мМ 
натрий-фосфатном буфере, рН 8.0, содержащем 
0.3 М NaCl, 10 мМ имидазол, 0.1 мМ PMSF, 20%-
ный глицерин.

Гомогенизация клеток E. coli. Суспензию клеток, 
содержащих рекомбинантный белок, пропускали 
через гомогенизатор Emulsiflex C5. Полученный 
гомогенизат центрифугировали в течение 50 мин 
при 4°С в центрифужном поле 40 000 g. Получен-
ную прозрачную жидкость над осадком использо-
вали для выделения целевых белков.

Метало-хелатная хроматография. Для метало-хе-
латной хроматографии использовали буферные 
растворы L1 (50 мМ натрий-фосфатный буфер, рН 
8.0, 0.3 М NaCl, 10 мМ имидазол); W1 (50 мМ на-
трий-фосфатный буфер, рН 8.0, 0.3 М NaCl, 50 мМ 
имидазол), E1 (50 мМ натрий-фосфатный бу-
фер, рН 8.0, 0.3 М NaCl, 250 мМ имидазол). Жид-
кость над осадком, содержащую белок, наносили 
на хроматографическую колонку с 10 мл сорбен-
та Ni2+-NTA, промывали 10 объемами буфера L1, 
20 объемами буфера W1 и элюировали буфером E1, 
собирая фракции объемом 0.5 мл.

Фракции, содержащие белок с электрофорети-
ческой чистотой более 95% и концентрацией более 
1 мг/мл, объединяли и с помощью диализа перево-
дили в буфер для хранения. Белок Sso7d был выде-
лен ранее по методике описанной в [10].

Для хранения TdT использовали буфер S1 
(50 мМ калий-фосфатный буфер, рН 7.3, 300 мМ 
NaCl, 1.43 мМ β-меркаптоэтанол, 50%-ный глице-
рин, 0.1%-ный Тритон X-100), для хранения белков 
Sso7d и EcSSB буфер S2 (50 мM Трис-HCl, pH 7.5, 
0.2 M NaCl, 0.1 мM ЭДТА, 50% глицерин, 1.0 мМ 
дитиотреитол, ДТТ).

Пробоподготовка для анализа белков. Для 
масс-спектрометрии белков образцы (100 мкг бел-
ка) обессоливали путем осаждения 70%-ным эта-
нолом, осадок растворяли в 20 мкл 70%-ного во-
дного раствора муравьиной кислоты. Полученный 
раствор смешивали с раствором матрицы HCCA 
(а-циано-4-гидроксикоричная кислота) или сина-
пиновой кислоты в соотношении 1 : 1 и наносили 
на металлическую пластину для масс-спектроме-
трии (“Bruker”, Германия).

Для подтверждения последовательности бел-
ка методами пептидного “фингерпринта” и тан-
демной масс-спектрометрии, осадок белка после 
обессоливания восстанавливали ДТТ, модифици-
ровали йодацетамидом и проводили трипсинолиз в 
100 мМ аммоний-бикарбонатном буфере [25]. 

Анализ каталитической активности TdT. Фер-
мент (1 мкл, 4 мкМ) вносили в 100 мкл реакци-
онной смеси, следующего состава: 0.2 мМ тими-
динтрифосфат, TTP, 5 мM AcOK, 2 мM AcOTрис, 
pH 7.9, 1 мM AcOMg, содержащей 40 пмоль оли-
гонуклеотида (конечная концентрация 0.4 мкМ) и 

выдерживали при 37°С в течение 30 мин. Фермент 
инактивировали нагреванием при 70°С в течение 
10 мин. К раствору добавляли 100 мкл 100 мМ бу-
фера триэтиламинацетата (TEAAc), pH 7.0, и цен-
трифугировали при 19 000 g, 10 мин. Надосадочную 
жидкость переносили в хроматографические виалы 
со вставками объемом 150 мкл. Исследования вли-
яния белков EcSSB и Sso7d на ферментативную ак-
тивность TdT проводились в идентичных условиях.

При исследовании влияния катионов металлов 
на активность TdT в реакционную смесь дополни-
тельно вводили 0.25 мМ Me2+. Эксперименты по 
определению активности TdT и по изучению дей-
ствия белков проводились в трех повторностях.

Количественное определение активности фер-
мента основано на возможности разделять оли-
гонуклеотиды различной длины с помощью 
ион-парной обращенно-фазовой хроматографии. 
Удлинение олигонуклеотида приводит к соответ-
ствующему увеличению коэффициента молярной 
экстинкции, что позволяет точно рассчитать коли-
чество включенных в полимер остатков тимидина.

Реакционную смесь фракционировали на ко-
лонке Thermo Fisher Scientific Hypersil GOLD 
(2.1 × 50 мм, 1.9 мкм). Подвижная фаза А – 100 мМ 
буфер TEAAc, pH 7.0, в 5%-ном ацетонитриле. 
Подвижная фаза Б – 100 мМ буфер TEAAc, pH 7.0, 
в 20%-ном ацетонитриле. 

Объем вводимой пробы – 5 мкл. Для форми-
рования градиента использовали бинарный насос 
и следующий режим элюирования: 35% фазы Б к 
объему элюэнта в течение 2 мин, от 35 до 65% – 
19 мин и 65% в течение 9 мин. Скорость потока 
подвижной фазы 200 мкл/мин, температура ко-
лонки 40°С. Субстрат и продукты реакции детек-
тировали при длине волны 260 нм. Анализ хрома-
тограмм проводили в программе MassHunter V 11.0 
(“Agilent”, США). В описанных условиях время 
удерживания (tR) олигонуклеотидов составляло: 
Т5 5.6 мин; Т15 12.4 мин; Т25 15.2 мин; Т30 16.5 мин; 
Т45 18.1 мин; Т50 22.2 мин. 

Активность фермента рассчитывали по формуле:

U
T

L=
−
⋅

S S
S
f std

std

,

где: U – активность фермента; Sf – площадь хрома-
тографического пика, соответствующего продукту 
ферментативной реакции TdT; Sstd – площадь хро-
матографического пика, соответствующего исход-
ному субстрату до реакции с TdT; L – длина по-
следовательности олигонуклеотидного субстрата; 
T – время проведения ферментативной реакции, ч. 

Одна единица активности TdT соответствова-
ла количеству фермента, которое необходим для 
включения 1 нмоль остатка тимидина в олигону-
клеотид за 60 мин при 37°С.
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Анализ ДНК-связывающей способности EcSSB. 
На центрифужную колонку объемом 250 мкл с 
50 мкл сорбента Ni2+-NTA наносили 2 мг EcSSB и 
центрифугировали при 3100 g 3 мин. Колонку про-
мывали буфером B, содержащем 10 мМ Трис-HCl, 
рН 7.4, 200 мМ NaCl, 10 мМ MgCl2. Затем наносили 
100 мкл 5 мкМ раствора 15-звенного олигонуклео-
тида. Колонку промывали буфером В. Элюаты со-
бирали в новую пробирку объемом 1.5 мл и запи-
сывали спектр поглощения раствора. По разнице 
оптической плотности при 260 нм исходного рас-
твора олигонуклеотида, нанесенного на колонку, и 
элюатов, определяли количество связавшейся ДНК.

Анализ ДНК-связывающей способности Sso7d. 
Функциональную активность Sso7d подтвержда-
ли путем оценки изменения электрофоретической 
подвижности плазмидной ДНК в присутствии Sso7d. 
Sso7d смешивали с плазмидной ДНК (электрофоре-
тическая подвижность суперспирализованной фор-
мы соответствует 5000-звенной линейной дцДНК) 
в эквимолярном соотношении и перемешивали. 
После добавления буфера для нанесения, содержа-
щего: 20 мМ Трис-HCl, рН 8.0, 60 мМ ЭДТА, 60%-
ный глицерин, 0.48%-ный додецилсульфат натрия 
и 0.03%-ный бромфеноловый синий, проводили 
электрофорез в 1%-ном агарозном геле. Все изме-
рения проводили в трех повторностях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Клонирование, экспрессия и очистка белков TdT, 
EcSSB, Sso7d. Идентичность последовательностей 
генов рекомбинантных белков, клонированных в 
экспрессионные вектора, подтверждена секвени-
рованием по Сэнгеру.

Электрофоретически гомогенные препараты 
EcSSB и TdT были успешно получены с исполь-
зованием стандартного метода металло-хелатной 
хроматографии. Однако металло-хелатная хрома-
тография не позволила очистить белок Sso7d, по-
скольку в описанных условиях белок не связывался 
с сорбентом Ni2+-NTA. Для его очистки использо-
вали термическую обработку надосадочной жидко-
сти с последующим центрифугированием, ультра-
фильтрацией на мембранах с порогом отсечения 
10 кДа и катионообменной хроматографией [10].

Выход рекомбинантных белков составил 130 мг 
на 1 л культуральной среды для EcSSB, 70 мг для 
Sso7d, 5 мг для TdT. Электрофоретическая гомо-
генность всех полученных препаратов белка со-
ставляла более 95%.

Идентичность последовательностей целевых 
белков подтверждена методами электрофоре-
за в ПААГ (рис. 1) в денатурирующих условиях, 
масс-спектрометрией MALDI-TOF и тандемной 
масс-спектрометрией.
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Рис. 1. Результаты ПААГ-электрофореза в денату-
рирующих условиях образцов выделенных рекомби-
нантных белков TdT (дорожка 1), Sso7d (дорожка 2) 
и EcSSB (дорожка 3); М – стандарт молекулярных 
масс белков 10–250 кДа.

Рис. 2. Результаты электрофореза кольцевой плаз-
мидной ДНК (5994 п.о.) в 1% агарозном геле без 
Sso7d (дорожка 1), в присутствии Sso7d (дорожка 2). 
М – стандарт линейной ДНК (а); количество гомо-
полимерных 15-мерных олигонуклеотидов различной 
природы (нмоль), связавшихся с EcSSB (10 нмоль), 
иммобилизованном на Ni2+-NTA-агарозе (б).

Функциональная активность Sso7d подтвержде-
на изменением электрофоретической подвижно-
сти плазмидной ДНК в присутствии белка (рис. 2a). 

Методом аффинной хроматографии на цен-
трифужных колонках, доказано, что белок EcSSB 
взаимодействует с оцДНК, включая 4 возмож-
ных типа гомополимерных олигонуклеотидов. 
При этом в эксперименте эффективность связы-
вания EcSSB различалась для гомополимерных 
олигонуклеотидов (рис. 2б) [26], убывая в ряду 
dCn > dGn > Tn > dAn, являясь более прочной для 
полицитидиновых гомополимеров.
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Зависимость активности TdT от длины субстра-
та. TdT взаимодействует с оцДНК или одноцепо-
чечной РНК, которые содержат не менее четырех 
остатков фосфорной кислоты. Следовательно, в 
качестве минимального субстрата могут выступать 
либо фосфорилированные по 5′-концу тринукле-
отиды, либо тетрануклеотиды. При увеличении 
длины субстрата неизбежно образуются вторич-
ные структуры, что может существенно снижать 
скорость присоединения нуклеотидов.

По этой причине для оценки влияния ДНК-свя-
зывающих белков на реакции с участием TdT в ка-
честве субстрата в данной работе использовали го-
мополимеры Tn (n = 5–50), не склонные к образова-
нию вторичных структур, что создает оптимальные 
условия для работы фермента. Процесс элонгации 
цепи происходит по классическому механизму пред-
ложенному Стейцем с соавт [11] с некоторыми изме-
нениями. Для взаимодействия с субстратом необхо-
димы два катиона Mg2+, расположенные в сайтах A 
и B. Ионы металлов связываются с ДНК-полиме-
разой через карбоксильные группы консерватив-
ных остатков аспартата или глутамата в palm-до-
мене фермента. Катион А активирует 3′-ОН груп-
пу субстрата, что приводит к нуклеофильной атаке 
α-фосфатной группы. Оба катиона стабилизируют 
переходное состояние. Катион Б стабилизирует 
уходящую пирофосфатную группу и способствует 
освобождению продукта реакции. 

Условия реакции (время, концентрация фер-
мента, олигонуклетида и TTP) и хроматографии 
(время и градиент) подбирали с учетом методики 
анализа, для оптимального разделения разных по 
длине исходных олигонуклеотидов. Исследование 
олигонуклеотидных субстратов T5–Т45 продемон-
стрировало, что активность TdT растет с увели-
чением протяженности олигонуклеотида (рис. 3). 
При длине субстрата в 45 и 50 нуклеотидов ско-
рость уже не меняется. Эти данные согласуются с 
результатами, полученными ранее для серии гомо-
полимерных олигонуклеотидов dAn (n = 4–50) [9]. 

В качестве модельного субстрата в данном ис-
следовании выбрали Т15 так как его элонгация фер-
ментом TdT эффективно детектируется стандарт-
ными методами ион-парной обращенно-фазовой 
хроматографии, при этом его длина существенно 
больше минимальной длины субстрата, содержа-
щего четыре фосфатные группы. Дальнейшее уве-
личение протяженности исходного олигонуклео-
тида приводит к наложению пиков продуктов ре-
акции, что не позволяет корректно определить их 
распределение (рис. 4).

Влияние катионов двухвалентных металлов на 
активность TdT. Влияние катионов двухвалентных 
металлов на активность TdT и других ДНК-поли-
мераз по-прежнему остается предметом обсужде-
ния и исследования во многих работах [27]. Как и 
большинство полимераз, TdT в активном центре 

Рис. 4. Хроматограммы продуктов элонгации суб-
стратов различной длины (T5–Т50) с участием TdT 
(конц. ТТР 200 мкМ, время реакции 30 мин): вре-
мя удерживания, соответствующее субстратам: 
Т5 – 5.6 мин; Т15 – 12.4 мин; Т25 – 15.2; Т30 – 16.5 мин; 
Т45 – 18.1 мин; Т50 – 22.2 мин.

Рис. 3. Зависимость активности TdT от длины олиго-
нуклеотидного субстрата в серии гомополимеров Tn.
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содержит катионы, которые необходимы для рабо-
ты фермента и определяют координационную гео-
метрию активного центра [28]. В случае TdT пред-
почтение катионов Me2+ не настолько строгое, как 
для репликационных ДНК-полимераз, а эффект 
зависит от природы субстрата и нуклеотидов. На-
пример, для субстратов dA5-50 активность фермен-
та уменьшается в ряду Mg2+ > Zn2+ > Co2+ > Mn2+ 
при элонгации олигонуклеотидов с участием dATP 
[9]. Присутствие Mg2+ обеспечивает максималь-
ный эффект при добавлении остатков dG. Ионы 
Co2+ способствуют полимеризации пиримидино-
вых нуклеотидов, а Mn2+ – пуриновых [29]. Из-
вестно, что TdT не обладает высоким сродством к 
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катионам металлов. Таким образом, соотношение 
концентраций Me2+ в реакционной среде опреде-
ляет состояние активного центра фермента, а сле-
довательно, и механизм ферментативной реакции.

Механизм полимеризации с участием TdT мо-
жет реализовываться как с диссоциацией образо-
ванного олигонуклеотида (дистрибутивный ме-
ханизм), так и с его перемещением в активном 
центре (процессивный механизм) без распада бел-
ково-нуклеинового комплекса.

Для определения влияния катионов Me2+ на 
ферментативную активность TdT в реакционную 
смесь, содержащую 1.0 мМ Mg2+, дополнительно 
добавляли 0.25 мМ Me2+ (Ca2+, Zn2+, Mg2+, Mn2+, 
Co2+) в виде хлоридов. Наибольший эффект на 
активность TdT проявили катионы Co2+ и Mn2+, 
что не противоречит данным литературы (рис. 5) 
[30, 31]. Повышение концентрации Mg2+ увеличи-
вало активность TdT на 35% (рис. 5). Незначитель-
ное увеличение активности фермента наблюдалось 
в присутствии катионов Zn2+, а добавление Ca2+ в 
пределах ошибки эксперимента не влияло на функ-
ционирование фермента.

Количественная оценка распределения про-
дуктов элонгации Т15 показала, что в присутствии 
катионов Mn2+ в продуктах реакции появляются 
Т37–39, при этом по сравнению с альтернативны-
ми условиями наблюдалось смещение в сторону 
более протяженных Т22–36 продуктов (табл. Д1). 
Представление распределения продуктов реакции 
по длине в виде зависимости суммарной площади 
хроматографических пиков субстратов (S) от коли-
чества добавленных оснований (∑1

NSn ∑Sn от n, где 
Sn – это площадь хроматографического пика, соот-
ветствующая продукту с длиной l + n, где l – длина 
исходного субстрата, n – количество присоединен-
ных нуклеотидов, N – максимальное количество 
присоединенных нуклеотидов), позволяет четко 
дифференцировать различия в характере реакций с 
короткими и длинными субстратами, а также вли-
яние катионов металлов (рис. 6а).

Из графика, представленного на рис. 6а, замет-
но, что разница между влиянием Co2+, Mg2+, Са2+ 
не существенна, Zn2+ снижал процессивность фер-
мента, а Mn2+ существенно повышал ее. 

Влияние EcSSB на ферментативную активность 
TdT. Свойства EcSSB связывать и стабилизировать 
оцДНК с одной стороны может оказать ингибиру-
ющее действие путем конкурентного связывания, 
а с другой может быть перспективным для повы-
шения активности TdT. Для проверки этих гипотез 
все последующие эксперименты проводили в оди-
наковых условиях с использованием одной партии 
TdT, как описано в материалах и методах.

Результаты анализа влияния EcSSB на фермен-
тативную активность TdT, продемонстрировали 
концентрационную зависимость, характер которой 

Рис. 5. Влияние катионов Me2+ на ферментативную 
активность TdT.

 

0 2 4 6 8

Êîíòðîëü

Co
2+

Mg
2+

Mn
2+

Zn
2+

Ca
2+

TdT, Åä./ìêã 

0 4 8 12 16 20 24
0

20

40

60

80

100

(à)

(á)

Êîëè÷åñòâî äîáàâëåííûõ íóêëåîòèäîâ

S
,%

 T5

 T15

T15 Ca
2+

T15 Co
2+

T15 Mg
2+

T15 Mn
2+

T15 Zn
2+

 T
15

T
15
 Ca2+

T
15
 Mg

2+

T
15
 Mn

2+

T
15
 Zn

2+

T
15
 Co

2+

 T
5

0 5 10 15 20 25 30
0

20

40

60

80

100

S
,%

Êîëè÷åñòâî äîáàâëåííûõ íóêëåîòèäîâ

Рис. 6. Зависимость суммарной площади хрома-
тографических пиков продуктов (S) от количества 
присоединенных TdT нуклеотидов к субстратам T5 
и T15 в реакционной смеси, содержащей: 40 нМ TdT, 
0.2 мМ TTP, 5 мM AcOK, 2 мM AcOTрис (pH 7.9), 
1 мM AcOMg, 0.25 мМ Me2+ (обозначено на леген-
де для T15), 0.4 мкМ олигонуклеотида (а) и реакци-
онной смеси, дополнительно содержащей 2 мкМ 
EcSSB (б).
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определяется длиной олигонуклеотида (использо-
вали T5 и T15). 

Внесение даже минимального количества белка 
EcSSB (1/100 от количества TdT) в реакционную 
смесь приводило к увеличению количества и сме-
щению продуктов реакции в сторону более протя-
женных олигонуклеотидов, а значит и увеличению 

процессивности фермента (рис. 7а, б). Изменение 
стехиометрических соотношений EcSSB/TdT, в ди-
апазоне от 0 до 10, приводило к увеличению актив-
ности TdT (табл. 2), а на хроматограммах ясно про-
сматривался переход с дистрибутивного механиз-
ма на процессивный (рис. 7а, б). При значениях 
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Рис. 7. Хроматограммы продуктов реакции при различных стехиометрических соотношениях EcSSB/TdT (субстрат 
T5, tR 5.6 мин, а) и EcSSB/TdT (субстрат T15, tR 12.4 мин, б); контроль: 0.2 мМ TTP, 5 мM AcOK, 2 мM AcOTрис 
(pH 7.9), 1 мM AcOMg и 0.4 мкМ олигонуклеотида Т5.
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соотношения в диапазоне 10–100, активность TdT 
начинала снижаться, но не блокироваться.

Это может объясняться конкурентным взаи-
модействием EcSSB с олигонуклеотидными суб-
стратами и способностью легко диффундировать 
вдоль цепи ДНК [32]. Однако, большой избыток 
EcSSB негативно сказывался на работе фермента 
TdT (табл. 2). Таким образом, стехиометрическое 
соотношение EcSSB/TdT равное пяти, приводило 
к заметному росту активности и процессивности 
TdT. Для оценки эффекта конкурирования за свя-
зывание с олигонуклеотидным субстратом приве-
дены значения EcSSB/Tn, характеризующие сте-
хиометрическое отношение ДНК-связывающего 
белка (мономера) и олигонуклеотидного субстрата.

Влияние белка EcSSB на активность TdT при раз-
ной длине исходного олигонуклеотидного субстрата. 
Для всех исследованных олигонуклеотидных суб-
стратов (T5–T50) добавление в реакционную смесь 
белка EcSSB приводила к повышению активности 
TdT (рис. 8, табл. Д2). Наиболее значительный эф-
фект наблюдался для 15- и 25-звенных олигонукле-
отидных субстратов. 

Полученные результаты свидетельствовали о 
том, что влияние EcSSB на активность TdT зави-
сило от длины олигонуклеотидного субстрата, что 
в свою очередь указывало на то, что эффектив-
ное значение концентрации EcSSB определяется 
не соотношением EcSSB/TdT, а отношением кон-
центрации EcSSB и олигонуклеотидного субстра-
та EcSSB/Tn (табл. 2), которое определяет присут-
ствие в системе, свободной, несвязанной с EcSSB 
одноцепочечной ДНК. EcSSB связывает ДНК в 
виде тетрамера, а повышение активности ТdT 
наблюдалось для значений EcSSB/Tn до 3.0. При 
EcSSB/Tn равном 4.0, должно происходить полное 
связывание олигонуклеотидного субстрата EcSSB. 

Дальнейшее повышение значения EcSSB/Tn приво-
дило к полному связыванию олигонуклеотидного 
субстрата тетрамером EcSSB.

Анализируя рис. 6а и 6б, можно сделать вывод 
о том, что присутствие в среде ДНК-связываю-
щего белка EcSSB увеличивало активность TdT 
и обеспечивало образование более длинных про-
дуктов элонгации цепи. Разница в распределении 

Рис. 8. Влияние EcSSB на активность TdT для суб-
стратов различной длины (EcSSB/TdT 5 : 1).

Таблица 2. Зависимость активности TdT от стехиометрического соотношения EcSSB/TdT для субстратов T5 и T15

EcSSB/TdT Активность TdT 
(T5), Ед./мкг

Активность TdT 
(T15), Ед./мкг EcSSB/Tn

Количество 
продуктов 

реакции (T5)

Количество 
продуктов 

реакции (T15)
0 2.42 ± 0.06 4.69 ± 0.05 0 6 22

0.01 2.69 ± 0.05 5.09 ± 0.03 0.003 8 22
0.10 2.82 ± 0.04 5.46 ± 0.09 0.30 9 22
0.2 2.82 ± 0.10 5.43 ± 0.10 0.06 9 23
0.5 2.84 ± 0.09 5.85 ± 0.06 0.15 10 25
1 2.96 ± 0.05 5.98 ± 0.04 0.3 11 26
2 3.16 ± 0.05 6.58 ± 0.21 0.6 14 28
5 5.13 ± 0.06 22.43 ± 0.17 1.5 21 30

10 5.79 ± 0.05 24.15 ± 0.23 3.0 13 24
100 5.18 ± 0.06 0.68 ± 0.16 30 8 5
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продуктов реакции в значительной степени зави-
сило от природы катиона Me2+. При этом следует 
отметить, что природа катиона оказывала большее 
влияние на форму кривой распределения продук-
тов реакции в присутствии EcSSB. Известно, что 
катион в активном центре TdT способен регулиро-
вать процессивность фермента [30, 31]. Таким об-
разом, можно предположить, что связывание оли-
гонуклеотида с EcSSB, последующее взаимодей-
ствие с TdT и переход олигонуклеотида в активный 

центр TdT, обеспечивают реализацию преимуще-
ственно процессивного механизма функциониро-
вания трансферазы.

Влияние белка EcSSB на ферментативную актив-
ность TdT в присутствии катионов двухвалентных 
металлов. Известно, что катионы Me2+ влияют не 
только на активность TdT, но и на прочность ком-
плекса EcSSB-оцДНК, который зависит от радиуса 
катионов металла, с увеличением которого снижа-
ется необходимая концентрация соли для эффек-
тивного связывания ДНК [11]. 

По результатам анализа хроматограмм установ-
лено, что наибольший эффект на каталитические 
свойства системы EcSSB-TdT оказывали катионы 
Mn2+, приводя к смещению основных продуктов 
элонгации T15 от Т17–23 к Т38–43 (табл. Д2, рис. 10). 
Повышение концентрации Mg2+ приводило к уве-
личению активности фермента на 20% и количе-
ства продуктов Т33–40. В тоже время, ионы Ca2+ 
снижали активность, но увеличивали процессив-
ность фермента и количество пролонгированных 
олигонуклеотидов до Т29–37. Этот эффект, возмож-
но, связан с большим радиусом ионов Ca2+, при-
водящим к стерическому затруднению в активном 
центре фермента и повышению сродства EcSSB к 
оцДНК [19]. Присутствие ионов Zn2+ в реакцион-
ной смеси приводило к снижению активности TdT.

Таким образом, использование EcSSB в присут-
ствии катионов Mn2+ или Co2+ в ферментативном 
синтезе с участием TdT существенно влияло на ход 
ферментативной реакции. Причиной изменения 
активности и процессивности TdT могла быть не 

Рис. 10.  Хроматограммы продуктов элонгации T15 (tR 12.4 мин), отражающие влияние катионов Me2+ и EcSSB: 
контроль: 40 нМ TdT, 0.2 мМ TTP, 5 мM AcOK, 2 мM AcOTрис (pH 7.9), 1 мM AcOMg, 0.25 мМ Me2+, 0.4 мкМ Т15 
и 2 мкМ EcSSB. 

Рис. 9. Влияние белка EcSSB на ферментативную 
активность TdT в присутствии Me2+: контроль: 
40 нМ TdT, 0.2 мМ TTP, 5 мM AcOK, 2 мM AcOTрис 
(pH 7.9), 1 мM AcOMg, 0.4 мкМ олигонуклеотида Т15 
и 2 мкМ EcSSB.
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только стабилизация одноцепочечной структуры 
олигонуклеотидов, но и межбелковые взаимодей-
ствия между EcSSB и TdT, которые одновременно 
связывались с олигонуклеотидом.

Влияние белка Sso7d на активность фермента TdT. 
В общем случае от стабилизирующего двуцепочеч-
ную ДНК белка Sso7d следовало ожидать ингиби-
рующего действия на активность TdT как в случае 
двуцепочечной ДНК, так и в случае олигонукле-
отидов смешанного состава. Для гомополимеров 
типа Tn и dAn, не образующих межцепочечные во-
дородные связи, ингибирующее действие Sso7d не-
очевидно. Для проверки гипотезы белок Sso7d ис-
пользовали в эквимолярном соотношении с TdT, 
а условия реакции и анализа использовали как в 
эксперименте с EcSSB.

Исследование олигонуклеотидных субстратов 
T5, T15, T35 в реакции продемонстрировало, что 
активность TdT возрастала с увеличением протя-
женности олигонуклеотида (рис. 11). Полученные 
результаты согласовывались с данными, получен-
ными для серии олигонуклеотидов dAn (n = 4–50) 
[9]. Кинетический анализ подтвердил, что при воз-
растании олигонуклеотидной цепи dAn от 4 до 50, 
KM уменьшалось от 160 до 1 мкМ [9]. Для субстрата 
T15 присутствие катионов Co2+ оказывало активи-
рующее влияние, а катионы Zn2+, напротив, сни-
жали активность TdT. Во всех случаях присутствие 
в системе Sso7d приводило к снижению активно-
сти TdT.

В отсутствие Me2+ ингибирующее действие 
Sso7d возрастало с ростом длины олигонуклеотид-
ной цепи, что указывает на то, что механизм ин-
гибирования не связан с белок-белковыми взаи-
модействиями Sso7d и TdT, а скорее опосредован 
конкурентным взаимодействием Sso7d с ДНК.

Катионы Co2+ и Mn2+ изначально использова-
лись как замена Mg2+ в буферных системах для TdT 

для дестабилизации ДНК-дуплексов, особенно в 
реакции удлинения тупых концов [5]. Таким обра-
зом, можно предположить, что влияние катионов 
Co2+, в реакционной смеси, могло быть причиной 
не столь выраженного ингибирующего эффекта 
белка Sso7d.

* * *
В настоящей работе впервые исследовано влия-

ние белков, неспецифично связывающих и стаби-
лизирующих одноцепочечную (EcSSB) и двуцепо-
чечную (Sso7d) ДНК, на активность терминальной 
дезоксинуклеотидилтрансферазы в отношении го-
мополимерных субстратов Tn.

Выдвинута гипотеза о том, что ДНК-связываю-
щие белки способны влиять на активность TdT пу-
тем разрушения/стабилизации вторичных структур 
субстрата и/или путем конкурентного связывания 
с субстратом. Для оценки альтернативных эффектов 
ДНК-связывающих белков использованы модель-
ные системы с гомополимерными субстратами Tn, 
не склонными к образованию вторичных структур.

Sso7d, связывающий и стабилизирующий двуце-
почечную ДНК, приводил к небольшому (до 15%) 
снижению активности TdT для субстратов T5 и T15 
и более выраженному для T35 (до 30%).

При этом обнаружено существенное увеличение 
активности TdT в присутствии EcSSB. Изучение 
характера зависимости распределения продуктов 
реакции по количеству добавленных ферментом 
TdT нуклеотидов от присутствия EcSSB и катионов 
Me2+, позволило установить, что EcSSB увеличивал 
процессивность фермента. EcSSB оказывал макси-
мальный эффект на активность TdT в близком к 
эквимолярному стехиометрическом соотношении 
(EcSSB)4:TdT в присутствии катионов Mn2+. Веро-
ятной причиной изменения процессивности TdT 
являлись белок-белковые взаимодействия между 

Рис. 11. Влияние Sso7d на активность TdT в реакции элонгации T5, T15, T35 в различных условиях. Отражено влия-
ние катионов Zn2+ и Co2+ на элонгацию T15.
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ферментом и ДНК-связывающим белком. Следует 
отметить, что специфические взаимодействия меж-
ду гетерологичными белками маловероятны, одна-
ко полностью исключить их невозможно, учитывая 
то, что белки, связывающие одноцепочечную ДНК, 
широко растпространены в природе и представле-
ны во всех царствах живых существ. Учитывая су-
щественную разницу в значении изоэлектрических 
точек белков TdT (7.84) и EcSSB (6.12), а также воз-
можность диполь-дипольных взаимодействий, не-
специфические взаимодействия также могли быть 
значимыми в исследуемой системе.

Таким образом, выдвинуто предположение, что 
механизм влияния EcSSB на TdT заключается не 
только в стабилизации одноцепочечной структуры 
олигонуклеотидов, а может быть следствием меж-
белковых взаимодействий, которые переключают 
механизм работы TdT на процессивный, при кото-
ром тетрамер ЕсSSB в составе комплекса передает 
субстрат в активный центр TdT, а катион Mn2+ до-
полнительно увеличивает эффект.

Последующие исследования других гомополи-
мерных субстратов, а также субстратов, формиру-
ющих внутри- и межцепочечные взаимодействия 
в системах, содержащих TdT и ДНК-связывающие 
белки позволят более полно понять молекулярные 
механизмы обнаруженных эффектов.

Таким образом, продемонстированные в данной 
работе эффекты ДНК-связывающих белков на ак-
тивность TdT, а также установленные закономер-
ности, могут найти применение как в белковой ин-
женерии при создании гибридных мультидоменных 
белков на основе TdT, так и при разработке новых 
принципов ферментативного синтеза ДНК de novo.
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Effect of DNA-Binding Proteins on Terminal Deoxynucleotidyl Transferase  
Activity in Systems with Homopolymer Substrates

A. B. Sachankoа, V. V. Shchurа, S. A. Usanovа, and A. V. Yantsevichа, *

аInstitute of Bioorganic Chemistry of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, 220141 Belarus
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In the current work we tested single strand binding protein from E. coli (EcSSB) and DNA-binding protein 
from S. solfataricus (Sso7d) to evaluate its effects on TdT activity for homopolymer substrates (Tn), that unable 
to form double helix structures. We showed a significant increase in TdT activity after adding of EcSSB even 
on the example of homopolymer substrates. Effects demonstrated open application of DNA binding proteins in 
TdT engineering and DNA-printing. The addition of EcSSB to the reaction mixture led to a significant increase 
in TdT activity and a shift of the reaction products towards longer oligonucleotides. The maximum effect was 
observed in a close to equimolar stoichiometric ratio (EcSSB)4:TdT in the presence of Mn2+ cations. In addition, 
the presence of Sso7d in the reaction mixture led to a slight (up to 15%) decrease in TdT activity for substrates 
T5 and T15 and a more pronounced decrease for T35 (up to 30%). At the same time, Co2+ cations reduced 
the inhibitory effect of Sso7d.The patterns and relationships established through our research have potential 
applications in various fields. Specifically, they can be utilized in protein engineering for the development of 
fusion proteins that are based on TdT. Furthermore, these findings can contribute to the advancement of novel 
enzymatic principles for de novo DNA synthesis.

Keywords: DNA nucleotidylexotransferase, DNA-binding protein, EcSSB, Sso7d, de novo DNA synthesis

https://doi.org/


 

602

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2024, том 60, № 6, с. 602–609

Микробиологическая коррозия имеет большое 
значение при эксплуатации изделий из различных 
металлов в морской воде. По этой причине необ-
ходимо выявлять связи между экологической об-
становкой, физико-химическим состоянием ис-
следуемых материалов из металлических сплавов, 
а также динамикой развития на них обрастаний 
и формирования биоповреждений. Особенно эти 
процессы интересны для изучения в морских эко-
системах, где скорость биокоррозии может быть 
крайне высока.

Одной из наиболее опасных групп коррозион-
но-активных микроорганизмов являются анаэ-
робные сульфатредуцирующие бактерии (СРБ), 
стимулирующие развитие и усиление биокорро-
зионных процессов как за счет образования ими 
весьма реакционноспособного сероводорода, так 

и в ходе катодной деполяризации участков кор-
родирующей металлической поверхности из-за 
потребления клетками водорода и формирования 
дополнительных гальванических пар неравномер-
но растущими биопленками и отложениями суль-
фидов металлов [1–3]. 

Также биокоррозию вызывают аэробные кис-
лотообразующие бактерии, прежде всего, серо- 
окисляющие, которые образуют серную кислоту 
в процессе окисления восстановленных неорга-
нических серных соединений. Среди тиобацилл 
коррозионно-активными являются железоокисля-
ющие (например, Thiobacillus ferrooxidans) и ацидо-
фильные (например, Acidithiobacillus ferrooxidans и 
Acidithiobacillus thiooxidans) виды [4]. К коррозион-
но-активным кислотообразующим микроорганиз-
мам относят также нитрифицирующие бактерии, 

DOI: 10.31857/S0555109924060046  EDN: QGSFYS

С помощью высокопроизводительного секвенирования вариабельного региона V3–V4 гена 16S рРНК 
исследован полный филогенетический состав микробных сообществ, развивающихся на поверхности 
титановых пластин в водной толще прибрежной зоны Черного и Белого морей. Показано наличие в 
этих обрастаниях потенциально коррозионно-активных микроорганизмов различных физиологиче-
ских групп, таких, как сульфатредуцирующие бактерии, ацидофильные железоокисляющие бактерии 
и археи, сероокисляющие и нитрифицирующие бактерии. В обрастаниях титановых пластин, экспо-
нированных в Черном море, наиболее распространенными микроорганизмами оказались некульти-
вируемые сульфатредуцирующие бактерии порядка Desulfotomaculales, на которых приходилось 8.13% 
от всех прочтений последовательностей гена 16S рРНК, а также ацидофильные железоокисляющие 
бактерии родов Acidiferrobacter (5.47%), Acidithiobacillus (4.52%) и Acidiphilium (2.55%). Ацидофиль-
ные археи составляли вплоть до 7.97% от всех прочтений. В обрастаниях титановых пластин, экспо-
нированых в Белом море, наиболее распространенными также оказались ацидофильные бактерии 
из порядков Acidiferrobacterales и Acidithiobacillales (7.68%), а также ацидофильные археи из порядка 
Thermoplasmatales (7.43%). В относительно большом количестве были представлены и некультивируе-
мые сульфатредуцирующие бактерии порядка Desulfotomaculales (6.61%).

Ключевые слова: микробные сообщества, высокопроизводительное секвенирование, сульфатредуци-
рующие бактерии, ацидофильные железобактерии, титан, биокоррозия, Черное море, Белое море
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которые окисляют ионы аммония и, на второй ста-
дии, нитриты, образуя азотную кислоту [5].

Важнейшим фактором для развития обрастаний, 
приводящих к коррозионным процессам, являются 
окружающие условия, в которых эксплуатируются 
металлические изделия – освещенность, темпера-
тура, соленость воды, pH, аэрация, концентрации 
ключевых биогенных элементов – эти параметры 
могут значительно различаться в разных морях. 
Выявление влияния филогенетического состава 
микробных сообществ на потенциальную корро-
зионность морских экосистем в разных климати-
ческих зонах является интересной и важной экс-
периментальной задачей. 

На степень обрастания и коррозии изделий 
влияет и использование определенного металла 
или сплава. Сталь и стальные сплавы без биоцид-
ного эффекта в процессе длительной экспозиции 
в морской среде подвержены значительной элек-
трохимической и биологической коррозии с пери-
одическим отслаиванием продуктов коррозии вме-
сте с микробным сообществом. Более устойчивы к 
коррозионным процессам медьсодержащие сплавы 
с биоцидным эффектом, задерживающие развитие 
некоторых групп микроорганизмов, а также не 
подверженный глубинной коррозии нейтральный 
титан и его сплавы. 

Цель работы – сравнительное исследование ка-
чественного и количественного филогенетическо-
го состава микробных сообществ, развивающихся 
на поверхности титановых пластин в прибрежных 
зонах Черного (в районе биоклиматической стан-
ции ИПЭЭ РАН, п. Малый Утриш, Краснодарский 
край) и Белого морей (в районе Беломорской био-
логической станции МГУ, п. Приморский, респу-
блика Карелия), а также определение доли микро-
организмов, в том числе и некультивируемых, по-
тенциально способных к биокоррозии. 

МЕТОДИКА

Исследование особенностей и динамики об-
растаний титановых пластин на Черном море 
проводили в заливе в районе Биоклиматической 
Исследовательской станции (БКИС) ИПЭЭ РАН 

“Утриш” (Россия).
Титановые пластины (60 × 170 × 2 мм) были по-

гружены в море в ноябре 2020 г. с плавучей плат-
формы на глубину 1.5 м от поверхности воды в 25 м 
от береговой линии, глубина до дна составляла 6 м. 
Микроорганизмы, составлявшие основу образо-
ванных биопленок (бактерии и археи, диатомовые 
микроводоросли), начали развиваться на поверх-
ности титановых пластин весной, когда вода в ак-
ватории прогрелась до 13–15°С. Летом 2021 г. тем-
пература морской воды достигала 27°С. Соскобы 
биопленок на молекулярный филогенетический 

анализ проводили через 10 мес. экспозиции, в сен-
тябре 2021 г. 

Исследование особенностей и динами-
ки обрастаний титановых пластин на Белом 
море проводили в заливе у полуострова Кин-
до в районе Беломорской биологической стан-
ции (ББС  им.   Н.А.  Перцова) МГУ. Пластины 
(60 × 170 × 2 мм) были погружены в море в сентя-
бре 2020 г. в 20 м от береговой линии на глубину 
1.5–2.0 м от поверхности воды (в зависимости от 
прилива-отлива), глубина до дна составляла 6 м. 
В  связи с периодом ледяного покрова образцы 
были установлены на специальной конструкции, 
закрепленной на нужной глубине (ниже уровня 
промерзания) с помощью грузов-якорей и поплав-
ков. Соскобы биопленок на молекулярный филоге-
нетический анализ проводили через 10 мес. экспо-
зиции, в июне 2021 г. 

Гидрологические и гидрохимические характе-
ристики морской воды в период экспонирования 
образцов, включая концентрации ключевых био-
генных элементов, приведены в табл. 1. 

Электронное микроскопирование титановых 
образцов выполнено с использованием оборудова-
ния ЦКП “Инструментальные методы в экологии” 
при ИПЭЭ РАН: установки для напыления покры-
тий Q150R ES Plus (“Quorum Technologies Ltd.”, Ве-
ликобритания) и растрового электронного микро-
скопа TESCAN MIRA 3 LMH (“TESCAN”, Чехия), 
оснащенного системой энерго-дисперсионного 
анализа AZtecOne X-act (“Oxford Instruments”, Ве-
ликобритания), с катодом Шоттки.

Для анализа филогенетического состава ми-
кробных сообществ обрастаний титановых пластин 
применяли высокопроизводительное секвениро-
вание фрагментов генов 16S рРНК, содержащих 
вариабельный регион V3–V4, с использованием в 
качестве ПЦР-матрицы геномной ДНК, выделен-
ной из образцов соскобов обрастаний. После отбо-
ра образцы хранили при 4°С в буферном растворе, 

Таблица 1. Среднегодовые гидрологические и гидро-
химические характеристики морской воды в районах 
испытаний образцов в 2020–2021 гг.

Характеристики воды БКИС “Утриш” ББС
Температура, °С 14.7 7.3
Соленость, ‰ 16.4 25.2
pH 8.38 8.0
Растворенный O2, мг/л 8.8 12.0
PO4

3–, мкг/л 15.0 н/д
NO2

–, мкг/л 1.2 0.4
NO3

–, мкг/л 10.0 н/д
NH4

+, мкг/л 25.0 3.5
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содержащем 0.15 М NaCl и 0.1 М Na2ЭДТА (pH 8.0). 
Геномную ДНК выделяли с помощью набора 
FastDNA Spin Kit for Soil (“MP Biomedicals”, США) 
в соответствии с рекомендациями производителя. 
Секвенирование фрагментов генов 16S рРНК было 
выполнено с применением научного оборудова-
ния ЦКП “Биоинженерия” ФИЦ Биотехнологии 
РАН – на геномном анализаторе MiSeq (“Illumina”, 
США) с использованием набора MiSeq Reagent Kit 
v3 (600 циклов, чтение с двух концов). Парные 
пересекающиеся чтения объединяли с помощью 
программы FLASH [6]. Для определения размера 
кластеров (оперативных таксономических единиц, 
ОТЕ) в каждом образце, все исходные объединен-
ные чтения накладывались на репрезентативные 
последовательности ОТЕ с минимальной идентич-
ностью 97% по всей длине с помощью программы 
USEARCH v.11 [7]. Таксономическую классифика-
цию полученных ОТЕ проводили по базе последо-
вательностей 16S рРНК RDP database [8].

Полученные последовательности генов 16S 
рРНК были депонированы в NCBI Sequence Read 
Archive (SRA), они доступны в BioProject под номе-
ром PRJNA1184748.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В северной (Белое море) и субтропической 
(Черное море) климатических зонах проведено 

исследование полного состава микробных сооб-
ществ обрастаний титановых пластин в верхней ос-
вещенной части водной толщи прибрежной зоны, 
показано наличие потенциально коррозионно-ак-
тивных микроорганизмов различных физиологи-
ческих групп, таких, как сульфатредуцирующие 
бактерии, ацидофильные железоокисляющие бак-
терии и археи, сероокисляющие и нитрифициру-
ющие бактерии. 

Филогенетический анализ состава микробного со-
общества в обрастаниях титановой пластины, экспо-
нировавшейся на Черном море в условиях освещенно-
сти. В образце обрастаний с титановой пластины, 
экспонировавшейся на Черном море в прибрежной 
зоне в условиях освещенности, был детектирован 
851 вид микроорганизмов, включая некультиви-
руемые и неидентифицированные до уровня вида 
группы. Наиболее распространенными микроорга-
низмами оказались строго анаэробные сульфатре-
дуцирующие бактерии порядка Desulfotomaculales 
класса Desulfotomaculia филума Firmicutes, на кото-
рых приходилось 8.13% от всех прочтений после-
довательностей гена 16S рРНК (рис. 1). Бактерии 
порядка Desulfotomaculales весьма коррозионно ак-
тивны, поскольку образуют H2S в процессе дисси-
миляционной сульфатредукции, окисляют молеку-
лярный водород и вызывают катодную деполяри-
зацию на поверхности металла [9]. Представители 
порядка имеют форму палочек различной длины, 

Desulfotomaculales 
Acidiferrobacterales 
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Рис. 1. Распределение ключевых групп микроорганизмов (в % от всех прочтений последовательностей гена 16S 
рРНК) на уровне порядков в обрастаниях титановых пластин, экспонировавшихся в прибрежной зоне Черного (1) 
и Белого (2) морей. Жирным шрифтом выделены группы, включающие коррозионно-активные микроорганизмы.
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образуют эндоспоры, многие подвижны и способ-
ны к азотфиксации. Широко представлены в при-
роде – их часто обнаруживают в почвах, морской 
водной толще и донных отложениях, геотермаль-
ных источниках, шахтных и сточных водах, пище-
варительном тракте насекомых и рубце жвачных 
животных [10].

В относительно большом количестве в об-
разце были представлены также бактерии рода 
Acidiferrobacter (семейство Acidiferrobacteraceae по-
рядка Acidiferrobacterales класса Gammaproteobacteria 
филума Proteobacteria) и рода Acidithiobacillus (семей-
ство Acidithiobacillaceae порядка Acidithiobacillales 
класса Gammaproteobacteria филума Proteobacteria) – 
5.47% и 4.52% от всех прочтений последовательно-
стей гена 16S рРНК соответственно. 

Acidiferrobaсter spp. являются ацидофильными 
термотолерантными факультативно анаэробными 
бактериями, способными к окислению железа (II) 
и элементарной серы. Типовой вид Acidiferrobacter 
thiooxydans ранее был выделен из отвалов гор-
норудной промышленности [11]. Бактерии рода 
Acidithiobacillus – ацидофильные автотрофные 
(источником углерода является CO2, фиксируемый 
в трансальдолазном варианте цикла Кальвина) ми-
кроорганизмы, способные для получения энергии 
к окислению тетратионатов, сульфидов, элемен-
тарной серы, а также, часто, и двухвалентного же-
леза с образованием железа (III) и серной кислоты 
[12]. Некоторые виды способны к азотфиксации, 
росту на молекулярном водороде, использованию 
окисных соединений железа в качестве терминаль-
ного акцептора электронов. Это подвижные па-
лочковидные формы, мезофилы, преимуществен-
но выделяемые из кислых биотопов или микрозон 
с низким pH на поверхности нейтральных мине-
ральных образований – железосерных минералов 
(отложений пирита), закисленных почв, канализа-
ционных коллекторов, биопленок в известковых 
пещерах, отходов обогащения полезных ископа-
емых [13]. Acidithiobacillus играют большую роль в 
биогидрометаллургии (экстрагирование металлов 
из бедных руд, минералов и сточных вод за счет их 
окисления бактериями), дренаже кислых шахтных 
вод, биоремедиации (солюбилизация металлов в 
виде сульфатов), а также в процессах биокоррозии 
стальных и железобетонных металлоконструкций 
(за счет окисления железа и образования серной 
кислоты из сероводорода) [14, 15]. 

Кроме того, 2.55% от всех прочтений последова-
тельностей гена 16S рРНК приходилось на экстре-
мально ацидофильных (различные штаммы растут 
при pH 2.0–6.0) бактерий рода Acidiphilium (семей-
ство Acetobacteraceae порядка Acetobacterales класса 
Alphaproteobacteria филума Proteobacteria). Это ге-
теротрофные микроорганизмы, часто способные 
к восстановлению железа (III). Преимуществен-
но аэробные, мезофильные, часто подвижные 

палочковидные бактерии, обнаруживаемые в кис-
лых минеральных природных экосистемах [16]. 

Также в относительно большом количестве в 
обрастаниях титановых пластин, экспонирован-
ных в прибрежных черноморских водах, были 
детектированы и ацидофильные археи – некуль-
тивируемые представители родов Ferroplasma и 
Acidiplasma (4.93 и 3.04% от всех прочтений по-
следовательностей гена 16S рРНК соответствен-
но). Оба рода относят к семейству Ferroplasmaceae 
порядка Thermoplasmatales класса Thermoplasmata 
филума Thermoplasmatota. Археи рода Ferroplasma – 
ацидофильные кокковидные микроорганизмы, 
лишенные клеточной стенки (плеоморфные). Все 
представители способны к окислению железа (II) 
до железа (III) для получения энергии, являются 
хемомиксотрофами; способны к фиксации CO2, но 
выделенные в чистые культуры виды нуждаются в 
органических источниках углерода и в отсутствие 
железа осуществляют хемоорганотрофный рост. 
Предпочитают местообитания с очень низким pH 
(от 0 до 2.0), например, кислые шахтные воды [17, 
18]. Это мезофильные или умеренно термофиль-
ные археи, аэробы или факультативные анаэробы 
(Ferroplasma thermophilum в анаэробных условиях 
восстанавливает железо (III) и сульфаты), некото-
рые виды очень устойчивы к высоким концентра-
циям меди и мышьяка. Ferroplasma spp. участвуют в 
биогеохимическом цикле железа, находят примене-
ние в биогидрометаллургии (экстрагирование ме-
таллов из бедных руд, минералов типа халькопири-
та и сточных вод) [19]. Археи рода Acidiplasma также 
являются облигатными ацидофилами, типовой вид 
был выделен из гидротермального источника на 
острове Вулькано, Италия. Они способны к окис-
лению железа (II) в аэробных условиях и восста-
новлению железа (III) в анаэробных условиях [20].

Среди потенциально коррозионно-активных 
микроорганизмов, способных к окислению же-
леза (II), надо отметить также некультивируе-
мых представителей рода Leptospirillum (семей-
ство Leptospirillaceae порядка Leptospirillales класса 
Leptospirillia филума Nitrospirota), на долю которых 
приходилось 1.41% от всех прочтений последова-
тельностей гена 16S рРНК. В частности, Fe-окис-
ляющая бактерия L. ferriphilum способствует обра-
зованию кислых шахтных вод [21].

В образцах черноморских обрастаний тита-
новых пластин, экспонировавшихся в услови-
ях освещенности, в относительно большом ко-
личестве были обнаружены также бактерии рода 
Acinetobacter (семейство Moraxellaceae порядка 
Pseudomonadales класса Gammaproteobacteria филу-
ма Proteobacteria) – 4.16% от всех прочтений по-
следовательностей гена 16S рРНК. Acinetobacter 
spp. – облигатно аэробные бактерии, хемоорга-
нотрофы. Это преимущественно сапрофитные 
микроорганизмы (хотя среди них встречаются и 
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патогены – источники внутрибольничных ин-
фекций), широко распространенные в почвенных 
и водных биотопах (в почве они осуществляют, в 
том числе, и минерализацию ароматических со-
единений), способные существовать в широком 
диапазоне температур и устойчивые ко многим 
антибиотикам [22]. Значительна относительная 
численность некультивируемых бактерий ро-
дов Caminicella (семейство Caminicellaceae поряд-
ка Peptostreptococcales/Tissierellales класса Clostridia 
филума Firmicutes) – 3.73% от всех прочтений по-
следовательностей гена 16S рРНК; Thermovirga 
(семейство Synergistaceae порядка Synergistales 
класса Synergistia филума Synergistota) – 3.65% 
и Synechococcus (семейство Cyanobiaceae поряд-
ка Synechococcales класса Cyanobacteriia филума 
Cyanobacteria) – 3.13%. Caminicella spp. – анаэроб-
ные термофильные (типовой вид выделен из ги-
дротермы в Тихом океане) гетеротрофные бакте-
рии. Подвижные палочки, образующие эндоспоры 
[23]. Бактерии рода Thermovirga – анаэробные под-
вижные микроорганизмы, типовой вид был выде-
лен из нефтяной скважины в Северном море [24]. 
Synechococcus spp. – очень широко распространен-
ные в подповерхностных (хорошо освещенная эв-
фотическая зона) морских и пресных водах кок-
ковидные преимущественно подвижные циано-
бактерии, один из наиболее важных компонентов 
прокариотического автотрофного фотосинтезиру-
ющего пикопланктона [25].

Среди характерных для морских экосистем 
бактерий необходимо отметить также обнаруже-
ние представителей рода Marinobacterium (семей-
ство Nitrincolaceae порядка Pseudomonadales класса 
Gammaproteobacteria филума Proteobacteria) – 1.84% 
от всех прочтений последовательностей гена 16S 
рРНК; рода Halocella (семейство Halanaerobiaceae 
порядка Halanaerobiales класса Halanaerobiia филу-
ма Halanaerobiaeota) – 1.59%; клады SBR1031 (класс 
Anaerolineae филума Chloroflexi) – 1.48%; семейства 
Leptolyngbyaceae (порядок Leptolyngbyales класса 
Cyanobacteriia филума Cyanobacteria) – 1.46%; се-
мейства Rhodobacteraceae (порядок Rhodobacterales 
класса Alphaproteobacteria филума Proteobacteria) – 
1.33%; рода Rothia (семейство Micrococcaceae по-
рядка Micrococcales класса Actinobacteria филума 
Actinobacteriota) – 1.23% и рода Anaerobacterium (се-
мейство Hungateiclostridiaceae порядка Oscillospirales 
класса Clostridia филума Firmicutes) – 1.17%. 
Marinobacterium spp. – гетеротрофные подвижные 
бактерии палочковидной формы, обнаруживаемые 
в морских водах и донных отложениях [26]. Бакте-
рии рода Halocella – строго анаэробные и умерен-
но галофильные микроорганизмы. Типовой вид 
H. cellulosilytica был выделен из гиперсоленой лагу-
ны озера Сиваш в Крыму [27]. Представители се-
мейства Rhodobacteraceae – хемоорганотрофные и 
фотогетеротрофные бактерии, многие из которых 
встречаются в водных экосистемах [28]. 

В обрастаниях титановых пластин также при-
сутствовали строго анаэробные метаноген-
ные археи родов Methanolobus, Methanohalophilus, 
Methermicoccus и Methanothermococcus (2.79, 2.46, 
1.83 и 1.68% от всех прочтений последовательно-
стей гена 16S рРНК соответственно). Метаноге-
ны родов Methanolobus и Methanohalophilus (семей-
ство Methanosarcinaceae порядка Methanosarcinales 
класса Methanosarcinia филума Halobacterota) ис-
пользуют метилированные соединения в качестве 
субстрата (не способны использовать CO2 + H2, 
ацетат или формиат). Наиболее филогенетически 
близкий к детектированным в образцах обраста-
ний метаногенам Methanolobus zinderi был выделен 
из угольного пласта, но другие представители рода 
были также обнаружены в анаэробных озерных и 
морских осадках [29]. Methanohalophilus spp. – уме-
ренно галофильные археи, часто встречаются в со-
лончаках [30]. Methanothermococcus spp. (семейство 
Methanococcaceae порядка Methanococcales класса 
Methanococci филума Euryarchaeota) – подвижные 
метаногенные археи, растущие на ацетате. Ти-
повой представитель рода Methermicoccus (семей-
ство Methermicoccaceae порядка Methanosarcinales 
класса Methanosarcinia филума Halobacterota) – 
Methermicoccus shengliensis был выделен из вод не-
фтяного месторождения в Китае. Это подвижные 
кокки, термофильные метилотрофные метаногены, 
которые не могут расти на ацетате, но используют 
метанол, метиламин и триметиламин как субстра-
ты для метаногенеза [31].

Филогенетический анализ состава микробного со-
общества в обрастаниях титановой пластины, экспо-
нировавшейся на Белом море в условиях освещенно-
сти. В образце обрастаний с титановой пластины, 
экспонировавшейся в прибрежной зоне Белого 
моря в условиях освещенности, были детектирова-
ны 577 видов микроорганизмов, включая некуль-
тивируемые и неидентифицированные до уровня 
вида группы. Качественный состав микробного 
сообщества оказался довольно схож с таковым из 
Черного моря (рис. 1).

Наиболее распространенными микроорганиз-
мами в беломорских обрастаниях оказались не-
культивируемые бактерии рода Acidithiobacillus 
и некультивируемые археи рода Ferroplasma, на 
которых приходилось 7.68 и 7.43% от всех про-
чтений последовательностей гена 16S рРНК со-
ответственно. Это превышало соответствую-
щие показатели по относительной численности 
представителей порядков Thermoplasmatales (рода 
Ferroplasma, Acidiplasma) и Acidithiobacillales в чер-
номорских обрастаниях в 1.3 и 1.7 раза (рис. 1).

В относительно большом количестве в образце 
обрастаний титановой пластины из Белого моря 
были представлены также некультивируемые бак-
терии семейства Desulfotomaculales – 5.50% от всех 
прочтений последовательностей гена 16S рРНК. 
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Исходя из анализа данных высокопроизводитель-
ного секвенирования, сульфатредуцирующих бак-
терий из порядка Desulfotomaculales в беломорском 
образце было в 1.23 раза меньше по сравнению с 
черноморским.

Практически одинаковыми с образцом из 
Черного моря были относительные численно-
сти бактерий рода Acidiferrobacter – 5.25% и рода 
Acidiphilium – 2.98%. Некультивируемых бактерий 
рода Thermovirga в беломорских обрастаниях было 
в 1.3 раза меньше по сравнению с черноморски-
ми – 2.47%, а некультивируемых бактерий рода 
Caminicella меньше в 1.44 раза – 2.23% от всех про-
чтений последовательностей гена 16S рРНК.

Что касается относительной численности ме-
таногенных архей родов Methanohalophilus и 
Methanolobus (семейство Methanosarcinaceae поряд-
ка Methanosarcinales класса Methanosarcinia филума 
Halobacterota), то она также в образце обрастаний 
титановой пластины из Белого моря была несколь-
ко ниже (в 1.28 раза) по сравнению с черномор-
ским образцом, составляя в целом для порядка 
Methanosarcinales 5.59% от всех прочтений после-
довательностей гена 16S рРНК.

* * *
Таким образом, впервые был изучен полный 

филогенетический состав микробных сообществ 
обрастаний титановых пластин, экспонировавших-
ся в водной толще прибрежной зоны Черного и Бе-
лого морей в условиях освещенности. 

Сформировавшаяся за время экспозиции био-
пленка была значительно более мощной в Черном 
море (рис. 2). Видовое разнообразие микроор-
ганизмов в образцах обрастаний титановых пла-
стин, экспонированных в прибрежной зоне в ус-
ловиях освещенности, было также выше в Черном 

море по сравнению с Белым морем (851 и 577 ОТЕ 
соответственно). 

Особенно важно отметить значительное при-
сутствие в обрастаниях титановых пластин, экс-
понированных как в Черном, так и в Белом мо-
рях, микроорганизмов, обитающих в анаэробных 
условиях (в частности, сульфатредуцирующих 
бактерий порядка Desulfotomaculales), а также при 
низких pH (железоокисляющие бактерии родов 
Acidiferrobacter и Acidithiobacillus, железоокисля-
ющие археи родов Ferroplasma и Acidiplasma) и 
являющихся потенциально важными агентами 
микробной коррозии за счет образования орга-
нических кислот, H2S и изменения валентности 
катионов металлов [1, 2–4, 32]. 

В судостроении титан, благодаря своей высо-
кой коррозионной стойкости, применяется в виде 
сплавов как конструкционный материал для про-
изводства деталей насосов, опреснителей и трубо-
проводных систем, контактирующих с забортной 
морской водой, а также при изготовлении подво-
дной обшивки судовых корпусов, проблема об-
растания которых весьма актуальна. Кроме того, 
титан в силу высоких прочностных характеристик 
практически идеален для создания глубоководных 
аппаратов.

Полученные в работе данные о филогенетиче-
ском составе микробных сообществ в обрастани-
ях титановых пластин в условиях морей разных 
климатических зон и о времени развития этих об-
растаний могут быть использованы для разработки 
антикоррозионных средств защиты и установления 
сроков профилактических обработок корпусов и 
механизмов судов против биоповреждений. 

 ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ. Проведение 
работы не поддерживалось внешними источника-
ми финансирования и грантами. 

(à) (á) (â)

Рис. 2. Обрастания титановых пластин через 10 мес. экспозиции: а – поверхность титана до обрастания; б – титан 
с биопленкой, Черное море; в – титан с биопленкой, Белое море.
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Phylogenetic Composition of Microbial Communities from Fouling  
of Titanium Plates in the Coastal Zone of the Black and White Seas
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With high-throughput sequencing of the variable region V3–V4 of the 16S rRNA gene, the study of the full 
phylogenetic composition of microbial communities developed on the surface of titanium plates exposed in 
the water column of the coastal zone of the Black and White Seas was carried out. The presence of potentially 
corrosive microorganisms from various physiological groups, such as sulfate-reducing bacteria, acidophilic 
iron-oxidizing bacteria and archaea, sulfur-oxidizing and nitrifying bacteria, was shown in these foulings. In 
the foulings of titanium plates exposed in the Black Sea, the most common microorganisms were uncultivated 
sulfate-reducing bacteria of the order Desulfotomaculales, which accounted for 8.13% of all 16S rRNA 
gene sequence reads, as well as acidophilic iron-oxidizing bacteria of the genera Acidiferrobacter (5.47%), 
Acidithiobacillus (4.52%) and Acidiphilium (2.55%). Acidophilic archaea accounted for up to 7.97% of all reads. 
In the foulings of titanium plates exposed in the White Sea, the most common were also acidophilic bacteria 
from the orders Acidiferrobacterales and Acidithiobacillales (7.68%), as well as acidophilic archaea from the 
order Thermoplasmatales (7.43%). Uncultivated sulfate-reducing bacteria of the order Desulfotomaculales were 
also represented in relatively high numbers (6.61% of all reads). 
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oxidizing bacteria, titanium, microbiologically influenced corrosion (MIC), Black Sea, White Sea
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Мягкая пшеница Triticum aestivum L. – один из 
трех основных злаков, обеспечивающих питанием 
население мира, при этом ее посевы подвергаются 
постоянному воздействию патогенных микроор-
ганизмов. Среди возбудителей болезней наиболее 
опасными признаны ржавчинные грибы, что свя-
зано с их быстрой эволюцией, высокими потеря-
ми урожая во время эпифитотий и способностью 
к трансграничному/трансконтинентальному пере-
носу спор [1]. Пшеницу поражают три ржавчин-
ных болезни: стеблевая, желтая и бурая, вызыва-
емые биотрофными грибами Puccinia graminis f. sp. 
tritici Erikss. and Henn. (Pgt), P. striiformis Westend 
f. sp. tritici Erikss. и P. triticina Erikss. соответствен-
но. Вредоносность стеблевой и желтой ржавчины 
в мире резко усилилась с 2000 гг., что связано с 
появлением новых рас и распространением их в 
странах Африки, Ближнего Востока, Европы и в 
России [2‒5]. 

Для защиты пшеницы от быстро эволюциони-
рующих биотрофных патогенов актуально изучение 

регуляции иммунной системы растений, а также 
выявление механизмов, контролируемых эффектив-
ными генами устойчивости. В 1990 гг. было установ-
лено, что после узнавания метаболитов патогена ре-
цепторами растений развивается комплекс быстрых 
реакций, включая потоки ионов Са2+ через плазма-
тическую мембрану, образование АФК, активацию 
MAPK-киназ (митоген-активируемых протеинки-
наз) [6]. АФК (супероксид-анион O2

•–, пероксид 
водорода Н2О2 и др.) играют роль мессенджеров в 
НАДФ∙Н-оксидазной сигнальной системе, реали-
зующейся через СК-зависимый каскад. Кроме того, 
они могут разрушать клетки патогенов, участво-
вать в реализации реакции сверхчувствительности 
(СВЧ) и лигнификации клеточных стенок [7]. В эти 
же годы было установлено, что оксид азота NO яв-
ляется одним из ключевых молекул-трансмиттеров, 
регулирующих процессы у разных организмов [8]. 
В результате различных реакций в растениях обра-
зуется набор активных форм азота (АФА): оксид азо-
та NO, нитроксильный анион NO–, пероксинитрит 

DOI: 10.31857/S0555109924060055  EDN: QGCDXJ

Роль активных форм кислорода (АФК) и оксида азота NO в защите мягкой пшеницы Triticum 
aestivum L. от ржавчинного гриба Puccinia graminis f. sp. tritici Erikss. and Henn. (Pgt) была изучена на 
примере взаимодействия с устойчивой линией мягкой пшеницы сорта Thatcher с геном Sr25 от пырея 
удлиненного Thinopyrum ponticum (ТсSr25) и восприимчивым сортом Саратовская 29 (С29). Проростки 
были обработаны салициловой кислотой (СК) в качестве индуктора АФК, верапамилом ингибитором 
Са2+-каналов, донором NO нитропруссидом натрия (НП) и поглотителем NO 2-фенил-4,4,5,5-тетра-
метилимидазолин-1-оксил-3-оксидом (c-PTIO). Для заражения проростков использовали изоляты 
с реакцией 0 (иммунитет) и 1 (устойчивость с проявлением реакции сверхчувствительности, СВЧ). 
NO стимулировал ориентацию ростковых трубок и образование аппрессориев Pgt на поверхности 
устойчивых растений, а в восприимчивых усиливал рост колоний при обработке растений за 1 сут 
или одновременно с инокуляцией. Генерация супероксид-аниона была основной причиной гибели 
аппрессориев Pgt на устьицах устойчивых растений, а NO не влиял на проникновение в ткани. АФК 
индуцировали реакцию СВЧ и ускоряли разрушение цитоплазмы клеток, а NO способствовал рас-
ширению зоны некроза в устойчивых растениях. 
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ONOO–, S-нитрозотиолы и др. [9]. Показано вли-
яние NO на активацию ферментов первичного ме-
таболизма, клеточного цикла и физиологические 
процессы растений: прорастание семян, развитие 
корневой системы, рост побегов, водный обмен, 
фотосинтез и др. [10‒12]. Регуляция метаболизма 
растений с помощью АФА осуществляется за счет 
модуляции генетических программ и посттрансля-
ционных модификаций белков [9, 13]. Наибольшее 
внимание было уделено изучению роли NO в защи-
те от абиотических стрессов: засухи, экстремальных 
температур, засоления, гипоксии и т.д. [11, 14‒16]. 

Участие АФА в защите растений от болезней 
изучено в меньшей степени. При этом отмечено 
участие NO в защите видов-нехозяев и расоспец-
ифической устойчивости хозяев, контролируе-
мых системами PTI и ETI соответственно [17‒19]. 
Большая часть сведений об участии NO в защите 
растений от болезней была получена на примере 
культур клеток, обработанных элиситорами, а так-
же модельных видов, инфицированных вирусами, 
бактериями и некротрофными патогенами [11, 20]. 
Исследованию роли NO во взаимодействиях ржав-
чинных грибов с видами растений были посвяще-
ны единичные исследования. На примере расте-
ний нехозяина Arabidopsis thaliana, инфицирован-
ных урединиоспорами P. triticina, было установлено 
повышение уровня NO после остановки развития 
патогена [18]. Влияние АФК и NO на взаимодей-
ствие с устойчивыми сортами было изучено на 
примере пшеницы , инфицированной P. striiformis 
f. sp. tritici или P. triticina, а также овса, зараженно-
го P. coronata. При этом были сделаны различные 
выводы о значении соединений в защите расте-
ний: NO – основная причина реакции СВЧ [21]; 
для отмирания клеток необходимы АФК и NO [18, 
22, 23]; NO  обеспечивает передачу сигнала о нача-
ле СВЧ между клетками [17]. 

Для понимания механизмов длительной устой-
чивости пшеницы к Pgt актуально изучение роли 
АФК и NO в проявлении эффективных в различ-
ных регионах мира Sr генов. В связи с этим пред-
ставляет интерес исследование взаимодействия Pgt 
с пшеницей, несущей Sr гены от пырея удлиненно-
го Thinopyrum ponticum Podpěra, (1902) Z.-W. Liu & 
R.-C.Wang, 1993, эффективные против стеблевой 
ржавчины во многих регионах мира [4, 24]. 

Целью исследований было изучение роли АФК 
и NO в защите мягкой пшеницы с геном пырея уд-
линенного Sr25 от возбудителя стеблевой ржавчи-
ны пшеницы. 

МЕТОДИКА

Растительный материал. В качестве объектов 
исследований были использованы 10-суточные 
проростки почти изогенной линии сорта яро-
вой мягкой пшеницы Thatcher (RL6040), несущей 

транслокацию 7DS-7DL-7Ae#1L со сцепленными 
генами устойчивости к бурой и стеблевой ржав-
чине Lr19/Sr25 (ТсSr25) от пырея удлиненного 
Thinopyrum ponticum [25], а также восприимчивого 
сорта Саратовская 29 (С29). Растения выращивали 
в сосудах с почвой при температуре 20–24°С (ночь/
день), при 16-часовом освещении лампами Osram 
L 36W/77 с интенсивностью 146 Вт/м2. 

Подготовка инокулюма и инфицирование расте-
ний. Для заражения растений использовали уреди-
ниоспоры моноспоровых изолятов P. graminis f. sp. 
tritici, выделенных из западносибирской популя-
ции (зоны г. Омска). Изоляты были размножены на 
проростках восприимчивого сорта С29. Инфици-
рование проводили путем опрыскивания суспен-
зией урединиоспор Pgt, приготовленной в растворе 
детергента Твина-80 из расчета 10–12 тыс. спор/мл. 
Инфекционный тип (ИТ) на заражение определя-
ли по модифицированной шкале Stackman [26]:  
0 – без симптомов; ; – мелкие некротические пят-
на; 1 – мелкие пустулы, окруженные некротиче-
скими зонами; 2– – мелкие пустулы, окруженные 
большими некротическими пятнами; 2 – средние 
пустулы, окруженные хлоротическими зонами; 
3+ – крупные пустулы с зонами хлороза; 4 – круп-
ные пустулы. ИТ 0–2 определяли как устойчивый, 
а 3–4 – восприимчивый. Для экспериментов были 
использованы два авирулентных к гену Sr25 изоля-
та Pgt: первый – с характерным для популяции ИТ 
0, второй – редкий изолят с ИТ 1. 

Индукция и подавление генерации АФК и NO. 
Для изучения влияния АФК и NO на патогенез 
растения были обработаны фармакологическими 
препаратами. Генерацию АФК индуцировали с 
помощью 0.01%-ного (0.63 мМ) водного раствора 
салициловой кислоты (СК, “Sigma-Aldrich”, США) 
[27]. Для подавления образования АФК применя-
ли 0.01%-ный (0.36 мМ) водный раствор ингиби-
тора Са2+-каналов верапамила (“Sigma-Aldrich”, 
США) [28]. Образование NO обеспечивали путем 
обработки 0.15 мМ раствором донора NO нитро-
пруссида натрия (НП, “MP Biomedicals”, USA) 
[29]. Для снижения содержания NO применяли 1 
мМ раствор поглотителя NO (скавенджера) с-PTIO 
(2-phenyl-4, 4, 5, 5-tetramethylimidazoline-1-oxyl 
3-oxide, “Sigma-Aldrich”, США) [30]. Раствор СК 
наносили путем опрыскивания (1мл/10 растений), 
а для введения остальных препаратов концы сре-
занных листьев помещали в кюветы с растворами 
на 24 ч. Затем листья инкубировали на фильтро-
вальной бумаге, смоченной 0.005 %-ным раство-
ром бензимидазола (“Sigma-Aldrich”, США) [31]. 
Для определения влияния АФК и NO на ключевые 
ранние стадии взаимодействия обработку пророст-
ков всеми реактивами проводили в три срока, на-
чиная: 1) за 24 ч до инокуляции; 2) одновремен-
но c инокуляцией; 3) через 24 ч после инокуляции 
(п/ин). Во втором варианте листья опрыскивали 
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раствором СК за 5  мин до инокуляции, а после 
подсыхания листьев наносили суспензию уредини-
оспор. В качестве контроля использовали инфици-
рованные растения, не обработанные препаратами. 

Определение содержания АФК и NO. Содержание 
O2

•– определяли акцепторным методом по превра-
щению адреналина в адренохром при λ = 490 нм 
с помощью спектрофтометра СФ-2000 (ОКБ 

“Спектр”, Россия) [32]. Пероксид водорода опре-
деляли с помощью ксиленолового оранжевого при 
λ = 560 нм [33]. 

Содержание NO в тканях измеряли с помощью 
реакции Грисса при длине волны λ = 527 нм [34]. 
Концентрацию O2

•– , Н2О2 и NO рассчитывали в 
мкмоль/г сырой массы листьев. Анализы прово-
дили через 12, 24, 48, 72, 120 и 240 ч п/ин, в двух 
биологических (по 10 отрезков листьев) и трех ана-
литических повторностях. На графиках приведены 
средние значения и стандартные ошибки.

Локализация АФК в тканях и цитологические ис-
следования. Присутствие O2

•– и Н2О2 в тканях опре-
деляли путем витального окрашивания листьев 
0.1%-ным нитросиним тетразолием (НСТ, “Acros”, 
США) или 0.02%-ным 3,3′-диаминобензидин те-
трахлоридом (ДАБ, “Sigma-Aldrich”, США), при 
этом образовывались нерастворимые синий или 
вишневый формазаны соответственно [35]. Рас-
творы вводили в листья с помощью вакуум-ин-
фильтрации и инкубировали в течение 30  мин. 
После окрашивания материал фиксировали в 
лактофеноле (фенол, молочная кислота, глице-
рин, дистиллированная вода, этиловый спирт в 
соотношении 1 : 1 : 1 : 1 : 8). Развитие инфекци-
онных структур гриба изучали на фиксированных 
листьях, предварительно окрашенных с помощью 
НСТ или ДАБ. Кусочки листьев окрашивали 1%-
ным анилиновым синим (“Sigma-Aldrich”, США) 
в лактофеноле, затем дифференцировали окраску 
насыщенным водным раствором хлоралгидрата 
(“Acros”, США) [36]. В результате структуры гри-
ба окрашивались в синий цвет, неповрежденные 
клетки растений – в светло-голубой, отмершие в 
результате реакции СВЧ – в темно-синий. Степень 
разрушения клеток дополнительно контролирова-
ли по автофлуоресценции окисленных фенолов в 
цитоплазме в отраженном свете с волной возбуж-
дения λmax= 355 нм и свечения λmax= 420 нм. При 
интенсивном разрушении цитоплазмы в результате 
реакции СВЧ клетки имели яркую зеленую авто-
флуоресценцию [36]. Цитологические исследова-
ния проводили с помощью светового микроско-
па ARSTEK Е62 (“ARSTEK”, Китай) с цифровой 
камерой Sony Alpha A6400 APS-C с разрешением 
24.2 МП/дюйм (“Sony”, Япония). 

Для цитологических исследований использова-
ли по пять растений С29 и ТсSr25. При всех сроках 
наблюдений учитывали результаты развития 30–
40 инфекционных единиц, при этом определяли 

доли (%): проросших спор, ростковых трубок с 
аппрессориями, аппрессориев на устьицах от их 
общего количества, аппрессориев, образовавших 
подустьичные везикулы (ПВ), площадь колоний 
(мкм2). Размеры колоний (мкм) измеряли оку-
ляр-микрометром, их площадь рассчитывали по 
формуле площади эллипса. Для анализа результа-
тов развития инфекционных структур на поверх-
ности растений был проведен однофакторный дис-
персионный анализ и была рассчитана наимень-
шая существенная разность при р ≤ 0.05 (НСР0.05) 
[37]. По остальным данным рассчитывали средние 
значения и стандартные ошибки. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты визуальной оценки влияния фармако-
логических препаратов. На контрольных растени-
ях восприимчивого сорта С29 изоляты Pgt разви-
вались успешно, и через 240 ч п/ин формировали 
крупные пустулы (ИТ 4) (табл. 1). Обработка СК 
приводила к небольшому уменьшению размеров 
пустул и появлению вокруг них зон хлороза (ИТ 
3+), остальные реактивы не оказали влияния на 
ИТ. На контрольных растениях ТсSr25, инфици-
рованных изолятом Pgt1, признаков заражения 
не отмечено (ИТ 0), а при использовании изоля-
та Pgt2 образовывались мелкие пустулы, окружен-
ные зоной некроза (ИТ 1). После обработки СК 
на устойчивых растениях, зараженных изолятами 
Pgt1 и Pgt2, проявлялись только мелкие некротиче-
ские пятна (ИТ ;). Применение НП, одновременно 
с инокуляцией Pgt1 приводило к появлению на ли-
стьях микроскопических некрозов, а в комбинации 
с Pgt2 – к расширению зоны некроза вокруг пустул 
(ИТ 2). Обработка растений верапамилом за 24 ч 
и одновременно с инокуляцией, а также с-PTIO 
одновременно с инокуляцией, снизило интен-
сивность отмирания тканей вокруг пустул (ИТ 2). 
В  остальных вариантах опыта ИТ растений ТсSr25 
не изменялся. Эти результаты свидетельствуют о 
физиологическом воздействии АФК и АФА на вза-
имодействие пшеницы с Pgt. 

Влияние препаратов на содержание АФК и NO в 
растениях. Исследование динамики накопления O2

•– 
показало, что в инфицированных растениях коле-
бания происходили в течение первых 48 ч п/ин, а 
дальше его уровень стабилизировался (приведены 
данные за период 0–48 ч п/ин). В контрольных ин-
фицированных растениях восприимчивого сорта 
С29 содержание O2

•– колебалось в пределах 1.3–
1.6 мкмоль/г сырой массы (рис. 1а). В контрольных 
устойчивых растениях линии ТcSr25 через 12 ч п/ин 
отмечено повышение уровня супероксид-аниона в 
1.3–1.5 раза по сравнению с контролем, сильнее 
выраженное в комбинации с Pgt1 (ИТ 0), а через 
24 ч п/ин содержание O2

•– падало (рис. 1). 
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Применение СК привело к повышению уровня 
O2

•– до инфицирования растений во всех комби-
нациях в 1.7–1.9 раз. В восприимчивых растениях 
уровень позже значительно не изменялся. Обра-
ботка СК устойчивых растений приводила к зна-
чительному повышению содержания O2

•– через 12 
ч п/ин, а через 48 ч п/ин оно снижалось до уров-
ня контроля. Ингибитор Са2+-каналов верапамил 
обеспечивал 2–3-кратное снижению содержания 
супероксид-аниона во всех комбинациях. Донор 
NO НП и скавенджер с-PTIO не вызывали досто-
верных изменений содержания O2

•– в растениях. 
Изучение динамики образования пероксида во-

дорода показало, что в контрольных инфицирован-
ных растениях сорта С29 его уровень повышался к 
моменту спорогенеза через 240 ч п/ин (в 1.2 раза по 
отношению к исходному уровню) (рис. 2а). Предо-
бработка растений С29 СК за 24 ч до инокуляции 
стимулировала повышение содержания Н2О2 в 1.3–
1.6 раза через 72–240 ч п/ин. При более поздних 
сроках применения СК эффект проявлялся позже, 
но максимальные уровни Н2О2 в вариантах досто-
верно не отличались. Инфильтрация тканей вера-
памилом приводила к 1.6–2.1-кратному снижению 
уровня Н2О2 к контролю через 0–72 ч п/ин во всех 
вариантах опыта. Позже влияние верапамила осла-
бевало, и к концу эксперимента содержание Н2О2 
в восприимчивых растениях было близким к кон-
тролю. Обработка восприимчивых растений НП 
и c-PTIO существенно не влияла на содержание 
Н2О2.

В контрольных устойчивых растениях линии 
ТсSr25 при инфицировании Pgt1 значительное уси-
ление накопления Н2О2 началось через 48 ч п/ин, и 
повышалось до конца опыта (в 3.9 раза к исходному 

уровню) (рис. 2в). В комбинации с изолятом Pgt2 
резкое усиление генерации Н2О2 начиналось че-
рез 72 ч п/ин и к концу эксперимента было выше 
исходного в 4.5 раза (рис. 2д). Применение СК на 
линии ТсSr25 приводило к 1.5-кратному увеличе-
нию накопления Н2О2 к контролю через 24 ч после 
начала обработок во всех вариантах опыта. 

В комбинации с изолятом Pgt1 при предобра-
ботке СК за 24 ч до инокуляции отмечено усиление 
накопления Н2О2 уже через 24 ч п/ин и через 120 ч 
п/ин его содержание выше контрольного в 1.4 раза, 
а затем снижалось. Сходный уровень и динамика 
образования Н2О2 наблюдались при более позд-
них обработках растений. В комбинации с изоля-
том Pgt2 предобработка CК индуцировала значи-
тельное усиление образования Н2О2 через 48 ч, и 
прогрессирующий рост через 72–240 ч п/ин. При 
обработке СК одновременно и через 24 ч после 
инокуляции динамика синтеза пероксида водорода 
была сходной, но максимальный уровень был ниже. 
Ранее сходное усиление генерации Н2О2 было от-
мечено при предобработке СК растений пшеницы, 
инфицированной P. triticina [27].

О бр аботка в ер апамилом приводила к 
1.5–1.8-кратному подавлению образования Н2О2 к 
контролю. Через 120 ч после окончания обработки 
влияние верапамила частично нивелировалось, и 
уровень Н2О2 возрастал. После инфильтрации НП 
устойчивых растений, зараженных изолятами Pgt1 
и Pgt2, усиление накопления Н2О2 происходило 
через 48 ч после прекращения обработки, но мак-
симальный уровень пероксида водорода был ниже, 
чем в вариантах с СК. Стимулирующее влияние 
НП на образование Н2О2 было наиболее выражено 
в комбинации с изолятом Pgt2. Обработка с-PTIO 
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Рис. 1. Динамика изменения содержания супероксид-аниона O2
•– в инфицированных P. graminis f. sp. tritici рас-

тениях восприимчивого сорта пшеницы и устойчивой линии при обработке фармакологическими препаратами: 
С-29 – Саратовская 29; Тс-1 и Тс-2 – линия ТсSr25, инфицированная изолятами Pgt1 и Pgt2, соответственно; Ве – 
верапамил; НП – нитропруссид натрия; РТ – с-PTIO; СК – салициловая кислота; –1, 0 и 1 – обработка растений 
препаратами за 24 ч, одновременно и через 24 ч п/ин. 0, 12, 24, 48 – время после инокуляции (ч).
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приводила к достоверному умеренному снижению 
уровня Н2О2 через 48–240 ч п/ин при взаимодей-
ствии с двумя изолятами Pgt. 

Исследования уровня NO в контрольных ин-
фицированных растениях сорта С29 показало, что 
его содержание в тканях было стабильным в тече-
ние 0–48 ч п/ин, а позже слабо снижался (–10% к 
исходному уровню) (рис. 2б). Обработка СК при-
водила к повышению уровня NO в 1.2–1.3 раза, но 
значительно не влияла на содержание NO. В тоже 
время, обработка верапамилом слабо снижала уро-
вень NO (в 1.2 раза), за исключением падения NO 
через 48 ч п/ин. Инфильтрация тканей инфициро-
ванных восприимчивых растений растром НП вы-
зывала увеличение содержания NO в 1.5–2.1 раза 
через 12–24 ч после начала обработки, через 12 ч 
уменьшалось (в 1.3 раза), а через 24 ч возвращалось 
к исходному уровню (рис. 2б). Обработка растений 
скавенджером NO c-PTIO приводила к 1.6–2-крат-
ному снижению уровня NO в течение 72 ч после 
обработки, а позже уровень вещества увеличивал-
ся, но не достигал исходного уровня. Относительно 

кратковременный эффект НП как донора NO опи-
сывался ранее [38]. 

При взаимодействии линии ТсSr25 с изолятом 
Pgt1 накопление NO имело двухфазный характер с 
пиками через 48–72 и 240 ч п/ин (рис. 2г), а с изо-
лятом Pgt2 – однофазный с пиком через 240 ч/ин 
(рис. 2е). Предобработка с помощью СК привела к 
усилению образования NO через 24 ч после окон-
чания обработки во всех вариантах (в 1.3–1.5 раза 
выше контроля). При всех сроках применения СК 
в комбинации с Pgt1 сохранялась двухфазный, а в 
комбинации с Pgt2 – однофазный характер нако-
пления NO. 

Обработка НП инфицированных устойчивых 
растений линий ТсSr25 приводила к появлению 
пика накопления NO через 24 ч после начала ин-
фильтрации препаратом. Динамика образования 
NO зависела от сроков применения НП. В комби-
нации с изолятом Pgt1 отмечен пик образования 
NO через 0–12 ч п/ин и повторное усиление гене-
рации NO через 48–240 ч п/ин. При более позд-
нем применении НП усиление накопления оксида 
азота происходило через 24–240 ч п/ин, с падением 

Рис. 2. Динамика накопления пероксида водорода Н2О2 (а, в, д) и оксида азота NO (б, г, е) в тканях сорта Саратов-
ская 29 (а, б) и линии ТсSr25 при инфицировании изолятами Pgt1 (в, г) и Pgt2 (д, е): СК – салициловая кислота; 
Ве – верапамил; НП – нитропруссид; РТ – с-PTIO; –1, 0 и 1 – обработка растений препаратами за 24 ч, одновре-
менно и через 24 ч п/ин. 0, 12, 24, 48, 72, 120, 240 – время после инокуляции, ч.
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через 120 ч п/ин. Индуцирующее влияние СК и НП 
на максимальное образование NO было сходным. 
Обработка растений скавенджером NO с-PTIO 
приводила к более значительному снижению со-
держания NO, чем ингибитором Ca2+-каналов ве-
рапамилом, но через 120–240 ч п/ин действие пре-
паратов снижалось. 

Ранее на примере взаимодействия Triticum 
aestivum с P. striiformis f. sp. tritici и томатов с воз-
будителем мучнистой росы Oidium neolycopersici 
также было выявлено двухфазное накопление NO 
в устойчивых комбинациях [21, 39]. При этом по-
вышение уровня NO в томатах объясняли развити-
ем системной приобретенной устойчивости (SAR), 
что было подтверждено анализом экспрессии генов 
PR-белков [39]. При изучении реакций зараженно-
го P. coronata устойчивого сорта овса установлено 
взаимное подавление генерации АФК и NO при 
повышении уровня одного из них [22]. Однако, в 
наcтоящих экспериментах таких закономерностей 
не было установлено. 

Ранее в ходе изучения регуляторной роли АФК 
и NO в защите растений были применены раз-
личные методы (использование флуоресцентных 
зондов, биохимические исследования и др.), раз-
нообразные модели, а также наборы фармаколо-
гических препаратов (индукторов, ингибиторов 
и скавенджеров NO и АФК) с широким спектром 
концентраций. В частности, НП использовали в 
концентрации от 0.1 мкмМ до 2.5 мМ [11, 12, 20]. 
Различные методические подходы значительно 
затрудняют сравнение и интерпретацию иссле-
дований. Установлено, что эффекты АФК и АФА 
зависят от их концентраций в тканях [12]. Макси-
мальное содержание NO в тканях A. thaliana обра-
зовывалось после обработки НП в концентрации 
20 мкМ, а реакция СВЧ сильнее проявлялась при 
0.5 мкМ [40]. При высоких концентрациях NO и 
АФК в тканях может образовываться токсичный 
пероксинитрит ONOO–, оказывающий антими-
кробное действие [41], а при низких возможна ин-
дукция SAR через СК-зависимый каскад [42]. По-
сле искусственного повышения уровня АФК и NO 
может изменяться естественное протекание защит-
ных реакций за счет модификации структуры бел-
ков, участвующих во взаимодействиях [10, 12]. 

В последние годы в практике растениеводства 
стали применять доноры NO для стимуляции фи-
зиологических процессов и устойчивости к абио-
тическим стрессам, при этом используют низкие 
или умеренные концентрации препаратов (напри-
мер, НП в концентрации 0.2–0.5 мкМ) [11]. В на-
стоящих экспериментах были использованы рас-
творы СК и НП в концентрациях, способствующих 
образованию O2

•–, Н2О2 и NO в количествах, срав-
нимых с контролем. Вероятно, такие воздействия 
создавали близкие к возникающим в естественных 
патосистемах соотношениям АФК и NO. 

Цитологические особенности взаимодействия па-
тогена с растениями при индукции или подавления 
генерации АФК и NO. После попадания инокулю-
ма Pgt на поверхность растений восприимчивого 
сорта происходило набухание урединиоспор. За-
тем образовывались ростковые трубки, большая 
часть которых (80.3%) направлялись к устьицам и 
образовывали на них аппрессории через 12 ч п/ин 
(максимально через 12 ч п/ин), обеспечивающие 
проникновение в ткани (рис. 3а). На сорте С29 38% 
ростковых трубок формировали аппрессории, из 
них 45% обеспечивали проникновение в ткани, и 
на устьицах оставались пустые клеточные оболоч-
ки (рис. 3а). В остальных случаях аппрессории пре-
кращали развитие на устьицах (рис. 3б). Через 48 ч 
п/ин остановившиеся на устьицах аппрессории 
погибали, и в их цитоплазме накапливалась Н2О2, 
а на клеточных стенках контактирующих с ними, 
появлялись отложения (рис. 3г). После проник-
новения в устьица гриб образовывал ПВ, а затем 
инфекционные гифы и гаустории в мезофилльных 
клетках (рис. 3в, д). Колонии динамично развива-
лись и образовывали урединиопустулы со спорами 
через 240 ч п/ин. Достоверного влияния фармако-
логических препаратов на ориентацию ростковых 
трубок к устьицам, интенсивность образования ап-
прессориев и проникновение в устьица сорта С29 
не выявлено (табл. 1). Значительных цитологиче-
ских изменений клеток в зоне колоний в контроль-
ных и обработанных фармакологическими препа-
ратами растений не обнаружено. 

Для изучения комплексной роли АФК и NO в 
защите мягкой пшеницы от Pgt была использова-
на линия пшеницы с транслокацией от T. ponticum, 
предотвращающая проникновение в устьица и ме-
зофилльные клетки [24, 36]. Такой эффект счита-
ется характерным для видов-нехозяев и был назван 

“прегаусториальной устойчивостью” для патоген-
ных грибов [43] или “устьичным иммунитетом” 
для бактерий [44]. Аналогичное действие оказыва-
ет ген Sr31 ржи S. cereale, защищавший пшеницу во 
всем мире в течение нескольких десятилетий [45]. 
В экспериментах были использованы два изолята, 
из них один взаимодействовал с линией как с нехо-
зяином, а второй – как с хозяином с проявлением 
реакции СВЧ. При постановке экспериментов 
было учтено, что характер взаимодействия между 
пшеницей и ржавчинными грибами определяется 
уже в течение первых 2–3 сут п/ин, когда образу-
ется необходимый для взаимодействия с растени-
ями набор инфекционных структур и происходит 
внедрение питающих патогена гаусторий в клетки 
хозяина [46]. Обработка фармакологическими пре-
паратами была проведена в три срока, чтобы обе-
спечить их воздействие на развитие Pgt на поверх-
ности растений, при внедрении в устьица и начале 
взаимодействия с мезофилльными клетками. 
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На устойчивой линии ТсSr25 изоляты Pgt1 и 
Pgt2 образовывали меньше аппрессориев, по срав-
нению с сортом С29 (26.4 и 30.2% соответствен-
но), и обработка препаратами не влияла на ин-
тенсивность их формирования. Однако на расте-
ниях, обработанных НП за 24 ч и одновременно с 
инокуляцией, достоверно увеличивалась доля ап-
прессориев на устьицах, что свидетельствовало об 
улучшении ориентации ростковых трубок к ним 
(табл. 1). Оценка результатов развития Pgt через 
240 ч п/ин показала, что обработка восприимчи-
вых растений НП за 24 ч и одновременно с ино-
куляцией приводила к достоверному увеличению 
площади колоний, а обработка с-PTIO оказывала 
противоположное действие на развитие патогена 
(рис. 4). Площадь колоний патогена в восприимчи-
вых растениях после применения СК и верапамила 
снижалась на 12–18%. 

Ранее при изучении роли NO основное внима-
ние было уделено его роли в защите реакций от 
абиотических и биотических факторов. В насто-
ящих исследованиях впервые было показано, что 
повышенный уровень NO во время развития гриба 
на поверхности растений может улучшать взаимо-
действие авирулентных изолятов с устойчивыми 
растениями. При развитии Pgt на восприимчивом 
сорте С29 повышенный уровень NO на первых 
этапах взаимодействия создавал пролонгирован-
ный эффект и обеспечивал формирование коло-
ний большего размера, чем в контроле. Ранее была 
продемонстрирована регулирующая роль NO в му-
туалистических ассоциациях эндофитных грибов с 
растениями, а также формировании симбиотиче-
ской микоризы [47, 48]. Эти факты подтверждают 
универсальную роль NO в регуляции жизнедея-
тельности организмов. 

На линии ТсSr25 в цитоплазме значитель-
ной части аппрессориев и подустьичных везикул 
(ПВ) было установлено накопление O2

•– в местах 

контакта с замыкающими клетками устьиц, более 
выраженное при взаимодействии с изолятом Pgt1 
(рис. 3д). Генерация O2

•– замыкающими клетка-
ми устьиц объясняет повышение его уровня через 
12 ч п/ин, выявленное биохимическим методом 
(рис. 1). Позже в аппрессориях и ПУВ накапли-
вался Н2О2, их цитоплазма интенсивно окраши-
валась, что характерно для разрушенных клеток 
(рис. 3е). На растениях, обработанных СК за 24 ч 
и одновременно с инокуляцией, значительно по-
высилась доля погибших на устьицах аппрессори-
ев (табл. 1), а также ускорилось разрушение их ци-
топлазмы. Цитоплазма контактирующих с ними 
замыкающих клеток устьиц окрашивалась, что 
указывает на ее повреждение (рис. 3ж). Эти явле-
ния совпадали с повышением уровня O2

•– и Н2О2 в 
тканях (рис. 1, 2в, д). Через 24–48 ч в цитоплазме 
поврежденных замыкающих клеток устьиц и кле-
ток в подустьичной полости накапливался Н2О2 
(рис. 3з), что объясняет значительное повыше-
ние его уровня (рис. 2в). Обработка верапамилом 
устраняла накопление O2

•– и значительно снижала 
долю погибших на устьицах аппрессориев, а НП и 
с-PTIO не влияли на проникновение Pgt в устьица 
(табл. 1). 

Изолят Pgt1 после проникновения в устьица ли-
нии ТсSr25 преимущественно (75% случаев) прекра-
щал развитие на стадиях ПВ или первой инфекци-
онной гифы. В остальных случаях формировались 
мелкие колонии с 1–3 гаусториями, внедрение ко-
торых приводило к развитию реакции СВЧ через 
24–48 ч п/ин (рис. 3и). В растениях с индуцирован-
ной СК генерацией АФК изолят Рgt1 прекращал 
развитие преимущественно на стадиях аппрессория, 
ПВ или инфекционной гифы. В редких случаях об-
разовывалась гаустория в клетке. В таких клетках 
уже через 24 ч п/ин накапливался Н2О2, их цито-
плазма быстро разрушалась в ходе интенсивной ре-
акции СВЧ (рис. 3к, л). Через 3 сут п/ин цитоплазма 

Рис. 3. Результаты влияния индукторов генерации АФК и NO на развитие Pgt на восприимчивом сорте Саратовская 
29 (С29) (а, в, д) и устойчивой линии TcSr25 (б, г, е–т): а – пустой аппрессорий на устьице, б – аппрессорий на 
устьице с окрашенными митохондриями, в – колония с инфекционными гифами и гаусториями в мезофилльных 
клетках, г – накопление Н2О2 в цитоплазме отмершего аппрессория и появление отложений на стенках замыкаю-
щих клеток устьица, д – накопление O2

•– в цитоплазме аппрессория и ПВ на устойчивом растении, е – накопление 
Н2О2 в аппрессории и ПВ, ж – повреждение цитоплазмы замыкающих клеток устьиц (стрелка), з – накопление 
Н2О2 в цитоплазме замыкающих клеток устьиц и примыкающих клеток, и – начальный этап гибели клетки расте-
ния в результате реакции СВЧ после внедрения гаустории, к – накопление Н2О2 в аппрессории и клетке, отмершей 
после внедрения гаустории, л – усиление окраски цитоплазмы клетки, погибшей в результате реакции СВЧ после 
обработки СК, м – автофлуоресценция цитоплазмы клетки, отмершей в результате реакции СВЧ после обработки 
СК, н – клетки растения с усиленной окраской и погибшие в результате реакции СВЧ, о – интенсивная реакция 
СВЧ в зоне колонии в устойчивой линии после обработки СК, п – автофлуоресценция отмерших клеток в зоне пу-
стулы, р – образование инфекционных структур после обработки верапамилом, с – некротические клетки, погиб-
шие в результате реакции СВЧ и зона коллапсированных клеток с усиленной окраской цитоплазмы (стрелка) после 
обработки НП, т – интенсивная автофлуоресценция клетки с разрушенной в ходе СВЧ цитоплазмой (стрелка) 
и слабая автофлуоресценция коллапсированных клеток рядом. Окраска: а, в, ж, и, л, н. о, р – анилиновый синий; 
б, д – НСТ; г, к, с – анилиновый синий + ДАБ; е, з – ДАБ; м, п, т – автофлуоресценция. Обозначения: ап – ап-
прессорий, га – гаустория, иг – инфекционная гифа, нк – некротическая клетка растения, окс – отложения на кле-
точной стенке, пв – подустьичная везикула, рт – ростковая трубка, с – спора, у – устьице, уп – урединиопустула.
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клетки проявляла яркую зеленую автофлуоресцен-
цию (рис. 3м). Изолят Pgt2 формировал колонии 
большего размера, чем Pgt1. Через 48–72 ч п/ин в их 
зоне проявлялась реакция СВЧ, но гифы выходили 
за ее зону (рис. 3н). В растениях, обработанных СК, 
через 48–72 ч усиливалась реакция СВЧ, что совпа-
дало с усилением накопления Н2О2 и NO в тканях 
(рис. 2д, е). В результате около 60% колоний прекра-
щали развитие через 72 ч п/ин, и гифы не выходи-
ли за пределы зоны СВЧ (рис. 3о). После обработки 

растений верапамилом и с-PTIO реакция СВЧ не 
проявлялась (рис. 3р). После применения донора 
NO зона интенсивно разрушенных в ходе реакции 
СВЧ клеток не увеличивалась, но расширялась зона 
коллапсированных клеток с усиленной окраской 
цитоплазмы, что свидетельствовало о первых эта-
пах разрушения (рис. 3с). Клетки с интенсивно раз-
рушенной цитоплазмой с яркой зеленой автофлуо-
ресценцией были в центре колоний, а окружающие 
клетки флуоресцировали слабо (рис. 3т). 

Таблица 1. Влияние обработки фармакологическими препаратами на реакции пшеницы и развитие 
инфекционных структур Pgt на поверхности растений

Комбинация Вариант 
опыта** ИТ

Доля аппрессориев, %

от числа 
проросших спор

на устьицах  
от их общего числа

отмерших 
на устьицах

С29-Pgt2

Контроль 4 3.2 80.3 55.3
CK –24 ч 3+ 42.1 78.8 61.2

CK 0 ч 3+ 39.4 83.2 55.4
Верапамил –24 ч 4 43.5 85.1 53.6

Верапамил 0 ч 4 40.3 80.9 54.7
НП –24 ч 4 36.2 76.5 58.5

НП 0 ч 4 39.4 83.4 52.2
с-PTIO –24 ч 4 40.1 82.6 56.1

с-PTIO 0 ч 4 37.1 85.1 50.9

ТсSr25-Pgt1

Контроль 0 26.5 83.3 67.2
CK –24 ч ; 24.2 89.3 92.2*

CK 0 ч ; 27.3 83.4 87.5*
Верапамил –24 ч 0 28.0 78.2 45.3*

Верапамил 0 ч 0 27.2 87.3 53.4*
НП –24 ч 0 28.7 95.3* 73.6

НП 0 ч ; 25.1 100.0* 65.5
с-PTIO -24 ч 0 24.2 86.2 69.0
с-PTIO 0 ч 0 26.4 82.5 65.2

TcSr25-Pgt2
 

Контроль 1 32.8 91.3 66.3
CK –24 ч ; 36.1 92.5 88.6*

CK 0 ч ; 29.5 87.4 90.2*
Верапамил –24 ч 2 33.6 91.2 61.4

Верапамил 0 ч 2 29.4 89.0 58.2*
НП –24 ч 1 35.0 100.0* 62.3*

НП 0 ч 2– 31.7 100.0* 62.5
с-PTIO –24 ч 1 34.5 92.5 65.6

с-PTIO 0 ч 2 32.9 90.4 68.2
НСР0.05 – 4.5 6.5 5.6

* Достоверно при р≤ 0.05. ** Время обработки: –24 ч – за 24 ч до инокуляции, 0 ч – одновременно с инокуляцией.  
ИТ – инфекционный тип, ; – мелкие некротические пятна; С29 – сорт Саратовская 29; ТсSr25 – линия сорта Thatcher 
с геном Sr25; Pgt1 и Pgt2 – изоляты. 
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Средние размеры колоний авирулентных изоля-
тов в линии ТсSr25 после обработки СК сокраща-
лись в 1.5–1.9 раза по сравнению с контролем, и 
размеры зон некроза были близки к ним (рис. 4). 
При инфильтрации НП одновременно и через 24 ч 
после инокуляции зоны некроза были больше, чем 
площадь колоний. При обработке верапамилом и 
с-PTIO площадь колоний слабо увеличивалась, а 
зоны некроза незначительно снижались при ран-
них сроках применения препаратов. 

В научной литературе дискутируется вопрос о 
порядке возникновения сигналов в ответ на дей-
ствие биотических и абиотических стрессов и зна-
чении АФК и NO в защите растений. Предложе-
на модель, согласно которой в ответ на действие 
стрессора возникают потоки Сa2+ в цитозоль, что 
приводит к поляризации внешней мембраны и 
активации Сa2+-зависимой НАДФ∙Н-оксидазы, 
которая продуцирует первичную форму АФК – 
супероксид-анион O2

•–, превращающийся с по-
мощью супероксиддисмутазы в пероксид водоро-
да Н2О2 [49]. Вслед за этим в растениях активи-
руются ферменты синтеза NO [50]. На примере 
A.  thaliana, инфицированного Verticillium dahlia 
было показано, что обработка растений ингиби-
тором НАДФ∙Н-оксидазы и поглотителем Н2О2 
приводит к блокировке образования NO [52]. От-
мирание клеток сои в результате реакции СВЧ 
индуцировалось не NO, а Н2О2 [40]. Однако, су-
ществует мнение, что NO является ключевым 

активатором защиты растений-нехозяев (PTI-си-
стемы) и обеспечивает их базовую защиту [18, 51]. 
При использовании высоких концентрация НП 
(2.5 мМ) NO был основной причиной реакции 
СВЧ [21]. После заражения растений вирусами 
наблюдалась быстрая генерация NO, на основа-
нии чего сделано предположение о том, что газ яв-
ляется индуктором реакции СВЧ [53]. После из-
учения взаимодействия Puccinia coronatа с овсом 
предположили, что АФК и NO не являются ин-
дукторами реакции СВЧ, но в других эксперимен-
тах было показано, что для реализации реакции 
СВЧ необходимы как NO, так и Н2О2 [8, 22, 54]. 
При взаимодействии A. thaliana с авирулентными 
штаммами Pseudomonas syringae характерный для 
СВЧ коллапс клеток растений проявлялся до ге-
нерации NO. В связи с этим авторы предполагали, 
что NO не является триггером СВЧ, а обеспечива-
ет межклеточную передачу сигнала об СВЧ в со-
седние клетки [17].

Полученные результаты показали, что Ca2+-за-
висимая генерация супероксид-аниона замыкаю-
щими клетками устьиц при контакте с аппрессо-
риями авирулентных изолятов Pgt является основ-
ной причиной устьичного иммунитета, который 
предотвращает проникновение патогена в ткани. 
Эксперименты с использованием НП в качестве 
донора NO и скавенджера с-PTIO показали, что 
оксид азота не имеет существенного значения 
в реализации этой реакции. В эксперименте с 
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Рис. 4. Влияние обработки фармакологическими препаратами на площадь колоний патогена и зоны реакции СВЧ 
(240 ч п/ин): площадь, мкм2∙103: I – колонии, II – зоны некроза. С29-2 – сорт Саратовская 29 инфицированный 
изолятом Pgt2, Тс-1 и Тс-2 – линия TcSr25, инфицированная изолятами Pgt1 и Pgt2, соответственно. Варианты 
опыта: к – контроль; 1, 2, 3 – обработка СК; 4, 5, 6 – обработка верапамилом; 7, 8, 9 – обработка НП; 10, 11,  
12 – обработка с-PTIO; сроки применения препаратов: 1, 4, 7, 10 – за 24 ч до инокуляции; 2, 5, 8, 11 – одновременно 
с инокуляцией; 3, 6, 9, 12 – через 24 ч после инокуляции. 
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предобработкой устойчивых растений СК было 
показано усиление генерации супероксид-ани-
она, разрушение замыкающих клеток устьиц и 
накопление в них Н2О2, а через 24 ч п/ин следо-
вал всплеск генерации NO. Ранее аналогичный 
всплеск синтеза NO был отмечен после прекра-
щения развития неспециализированного гриба 
P.  triticina на стадии аппрессориев на устьицах 
при заражении нехозяина A. thaliana [18]. Авто-
ры сделали вывод о ключевой роли NO в реали-
зации защиты PTI-типа, но при этом не изучали 
динамику генерацию супероксид-аниона. Веро-
ятно, вывод о ключевой роли NO в PTI является 
ошибочным. 

Полученные в работе результаты изучения вза-
имодействия устойчивой линии TcSr25 со вторым 
изолятом, подтвердили совместное участие АФК 
и NO в реализации реакции СВЧ. Применение 
фармакологических препаратов с противополож-
ным действием показало, что АФК генерирова-
лись раньше и оказывали большее разрушительное 
действие на клетки растений, чем NO. При этом 
повышение уровня NO приводило к увеличению 
числа коллапсированных клеток и повышению 
проницаемости их цитоплазмы. Результаты, полу-
ченные в настоящей работе, подтверждают мнение 
о том, что NO является скорее сигналом для рас-
пространения реакции СВЧ в тканях устойчивых 
растений-хозяев. 

Таким образом, полученные результаты показа-
ли, что повышение уровня оксида азота в резуль-
тате обработки растений НП до или одновременно 
с инокуляцией стимулировало развитие поверх-
ностных инфекционных структур Pgt (ростковых 
трубок и аппрессориев) на поверхности устойчи-
вых растений, а также усиливало рост колоний в 
восприимчивом сорте. При взаимодействии Pgt с 
устойчивой линией с геном Sr25 активные формы 
кислорода имели решающее значение в предотвра-
щении проникновении патогена в устьица (супе-
роксид-анион) и скорости разрушении цитоплаз-
мы инфицированных клеток (пероксид водорода). 
NO не влиял на взаимодействие Pgt с устьицами 
растений, но способствовал распространению сиг-
нала о реакции СВЧ на соседние с пораженными 
клетки. 
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The role of reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide NO in the protection of common wheat Triticum 
aestivum L. from the rust fungus Puccinia graminis f. sp. tritici Erikss. and Henn. (Pgt), was studied on the 
example of interaction with resistant line of cv. Thatcher with the Sr25 gene from the wheatgrass Thinopyrum 
ponticum (TcSr25) and the susceptible cv. Saratovskaya 29 (C29). The seedlings were treated with salicylic 
acid (SA) as an inducer of ROS, and verapamil as Ca2+ channel inhibitor, and sodium nitroprusside (NP) 
as NO donor, and 2-phenyl-4, 4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (c-PTIO) as NO scavenger. 
Isolates with reaction 0 (immunity) and 1 (resistance with hypersensitivity reaction, HR) were used to infect 
the seedlings. NO stimulated the growing tubes orientation and the formation of Pgt appressoria on the surface 
of resistant plants, and in susceptible plants it increased colony growth if plant were treated one day before or 
simultaneously with infection. The generation of superoxide anion was the main cause of Pgt appressoria death 
on the stomata of resistant plants, and NO did not affect tissue penetration. ROS induced HR and accelerated 
the destruction of the cytoplasm of cells. NO was contributed in the expansion of necrosis zone in resistant 
plants. 

Keywords: Triticum aestivum, Puccinia graminis f. sp. tritici, Sr25, ROS, nitric oxide, prehaustorial resistance, 
hypersensitive reaction
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Бурая пятнистость, вызываемая несовершен-
ным грибом Alternaria solani Sorauer (1896) является 
одним из важнейших заболеваний картофеля, рас-
пространенных во всех основных регионах выра-
щивания этой культуры. При благоприятных по-
годных условиях, в теплые и влажные сезоны, это 
заболевание может привести к серьезным потерям 
урожая вследствие как преждевременной дефо-
лиации, оказывающей значительное влияние на 
урожайность, так и прямого поражения клубней 
[1]. Tоксины грибов рода Alternaria обладают ци-
тотоксическим, фетотоксическим и тератогенным 

действием на животных, а также мутагенным для 
микробных систем, млекопитающих [2]. Ожида-
ется, что будущие климатические изменения, ко-
торые, вероятно, могут привести к повышению 
уровня CO2 в атмосфере, увеличат заболеваемость 
альтернариозом и выработку токсинов патогеном 
[3]. Известно, что этот фактор существенно влияет 
на фитогормональный статус и защитный потен-
циал растений, например, на устьичные реакции, 
что приводит к их более высокой уязвимости к фи-
топатогенам, таким как альтернариоз [1]. В свою 
очередь, это ведет к увеличению объема вносимых 
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Изучено влияние бактерий Bacillus velezensis М66 и Bacillus subtilis 26Д на устойчивость растений кар-
тофеля к некротрофному грибу Alternaria solani – возбудителю альтернариоза. Впервые показано на-
копление жизнеспособных клеток бактерий этих штаммов во внутренних тканях стебля, корней и 
клубней картофеля на протяжении длительного времени. Выявлено значительное сокращение пло-
щади поражения альтернариозом на листьях, инокулированных эндофитами растений, а также ин-
гибирование роста патогена под действием бактериальных штаммов, что может объясняться синте-
зом липопептидных антибиотиков, гены, отвечающие за синтез которых, были обнаружены методом 
ПЦР, и протеолитических ферментов, активность которых была показана in vitro. Формирование 
устойчивости растений под влиянием инокуляции B. subtilis 26Д и B. velezensis М66 сопровождалось 
накоплением пероксида водорода в первые часы после инфицирования растений спорами A. solani и 
снижением этого показателя на поздних этапах патогенеза за счет увеличения активности каталазы 
и пероксидаз. Ограничение распространения гриба сопровождалось увеличением активности инги-
биторов протеиназ в растениях, что, вероятно, снижало негативное воздействие протеолитических 
ферментов некротрофного патогена A. solani. Можно полагать, что инокуляция растений клетками 
бактерий штамма B. velezensis M66 способствовала формированию устойчивости растений картофеля 
к альтернариозу посредством эффективного праймирования фитоиммунного потенциала, сравнимого 
с успешно применяемым в полевых условиях штаммом B. subtilis 26Д, активного компонента биопре-
парата Фитоспорин-М.
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химических средств защиты растений, к которым 
данный патоген может успешно вырабатывать ре-
зистентность [2]. Проблемы в борьбе с распро-
странением заболевания связаны с недостаточны-
ми знаниями о механизмах защиты растений от 
A. solani, например, отсутствие выявленных генов 
устойчивости картофеля к альтернариозу затруд-
няет получение устойчивых сортов [4]. В этих ус-
ловиях приоритетной задачей является исследова-
ние растения как сложной биологической системы, 
которая является совокупностью макроорганиз-
ма – растения-хозяина, и всех микроорганизмов, 
которые заселяют экологические ниши в качестве 
паразитов или мутуалистов [5]. На всю эту систему 
оказывают влияние биотические и абиотические 
факторы среды.

Ассоциированные с растениями штаммы видов 
рода Bacillus (B. thuringiensis Berliner, B. subtilis Cohn, 
B. amyloliquefaciens Priest et al. 1987 и B. velezensis 
Ruiz-Garcia et al. 2005), обнаруженные как эндо-
фиты во многих сельскохозяйственных растениях, 
являются наиболее известными агентами биологи-
ческого контроля [5, 6]. Например, штамм бакте-
рии B. velezensis SYL-3, выделенный из листьев та-
бака, продемонстрировал ингибирующий эффект 
против Alternaria alternata ((Fr.) Keissl., 1912) и ви-
руса табачной мозаики (ВТМ). С помощью полно-
геномного секвенирования растительного биома 
показано, что обработка этим штаммом значитель-
но изменила структуру микробного сообщества на 
листьях табака и снизила индекс заболеваний, вы-
зываемых A. alternata и ВТМ [7]. Сообщается, что 
выделенный из семян гороха штамм B. velezensis 
LHSB1 продемонстрировал 93.8% ингибирова-
ние радиального роста гиф Agroathelia rolfsii (Sacc.) 
Redhead & Mullineux, а обработка гороха Sclerotinia 
rolfsii Sacc. значительно снизила как заболевае-
мость, так и тяжесть стеблевой гнили по сравне-
нию с контролем, даже по сравнению с обработкой 
фунгицидом [8]. Прямые механизмы защиты рас-
тений эндофитами реализуются преимущественно 
за счет секреции бактериями-эндофитами мета-
болитов, обладающих антибиотической активно-
стью, главным образом антимикробных пептидов 
(циклических липопептидов, сидерофоров, поли-
кетидов и др.), а также гидролитических фермен-
тов — хитиназ, глюканаз, протеаз, липаз, амилаз, 
лактамаз и целлюлаз, разрушающих клетки пато-
генных грибов [9, 10]. 

Липопептиды — одна из основных групп бак-
териальных метаболитов, которые представляют 
большой интерес для ученых благодаря своей по-
лифункциональности и в настоящее время активно 
изучаются в том числе и авторами работы [9]. Ли-
попептиды бактерий рода Bacillus — сурфактины, 
итурины и фенгицины — обладают широким спек-
тром биоцидного, бактерицидного, фунгицидного 
и инсектицидного действия [9, 11]. Липопептиды 

проявляют антагонизм по отношению к другим 
организмам благодаря своей способности связы-
вать липиды плазматической мембраны и изме-
нять проницаемость или разрушать ее структуру, 
образуя в ней поры, как в случае фенгицина и иту-
рина, или растворяя ее, как в случае сурфактина 
[12, 13]. Полногеномное секвенирование штам-
мов B.  velezensis выявляет большое количество 
кластеров биосинтетических генов, кодирующих 
ферменты синтеза многочисленных антимикроб-
ных соединений, включая липопептиды, в том 
числе сурфактин, итурин, фенгицин и плипста-
тин [13]. Так, выделенный из ризосферы табака 
штамм B. velezensis EM-1 также продемонстриро-
вал сильный ингибирующий эффект на A. alternata, 
Ralstonia solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi et al. 
1996 и Phytophthora nicotianae Breda de Haan, 1896, 
что авторы связывают с продукцией бактериями 
итурина А, макролактина А и макролактина W, а 
также с увеличением активности каталазы и по-
лифенолоксидазы в табаке [14]. В работе [15] было 
показано, что штамм B. subtilis 26Д продуцирует 
сурфактины.

Неоднократно показана способность эндофит-
ных микроорганизмов индуцировать устойчивость 
растений к различным патогенам, в том числе – 
возбудителям фитофтороза, среди которых наи-
более экономически значим оомицет P infestans 
(Mont.) de Bary [10, 16]. Роль эндофитов в разви-
тии защитных реакций растений против патоге-
нов тесно связана с регуляцией активности про-/
антиоксидантной системы, например, НАДФ-ок-
сидазы и пероксидазы, а также генерации/утили-
зации активных форм кислорода (АФК), в первую 
очередь, пероксида водорода [4] и лигнификации 
пораженных тканей [17]. Лигнификация и субери-
низация – это опосредованные пероксидазой про-
цессы, в которых пероксид водорода необходим для 
перекисного окисления монолигнолов и фенольных 
компонентов [4, 17]. Было показано, что B. subtilis и 
B. amyloliquefaciens могут стимулировать биосинтез 
лигнина посредством активации пероксидазы в ин-
фицированных растениях [10]. Умеренно чувстви-
тельный к A. solani сорт картофеля Désirée, в отличие 
от восприимчивых линий (дефицитных по синтезу 
салициловой кислоты и нечувствительных к жасмо-
натам), характеризовался активной генерацией пе-
рекиси водорода в месте внедрения патогена [4]. 

Значительная роль в защитных системах расте-
ний принадлежит ингибиторам гидролаз микроор-
ганизмов, например, трипсиноподобных экзопро-
теиназ у оомицета Phytophthora infestans [9]. У му-
тантов Alternaria brassicicola (Schwein.) Wiltshire, 
1947 с нарушением единичных генов гидроли-
тических ферментов, в том числе химотрипсина, 
N-ацетилглюкозаминидазы и сериновых протеаз, 
не наблюдается снижения вирулентности, что свя-
зано с функциональной избыточностью семейств 
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генов, свидетельствующая об их критической важ-
ности [19]. Повышенная активность ингибиторов 
протеазы в листьях томата после обработки аль-
гинатом натрия также связывают с ограничением 
развития симптомов инфекции A. solani в листьях 
томата [20]. 

В связи с этим цель работы – оценка влияния 
бактерий штаммов B. velezensis M66 и B. subtilis 26Д 
на развитие защитных реакций растений карто-
феля, инфицированных некротрофным грибом 
A. solani. 

МЕТОДИКА

Растительный и микробный материал. В рабо-
те использовали стерильные растения Solanum 
tuberosum L. сорта Алексеевский, полученные ме-
тодом микроклонирования, выращенные в про-
бирках со средой Мурасиге и Скуга в климатиче-
ской камере KBW E6 (“Binder GmbH”, Германия) 
с 16-часовым световым периодом при 20–22°С в 
течение 21 сут. 

Культура бактерий штамма B. subtilis 26Д под-
держивается в коллекции лаборатории биохимии 
иммунитета растений Института биохимии и гене-
тики УФИЦ РАН [21]. Клетки бактерии B. velezensis 
M66 были выделены из внутренних тканей стеблей 
картофеля сорта Удача (Башкортостан, Россия). 
Штамм депонирован в коллекции института [21], 
а последовательность 16S рРНК зарегистрирована 
в базе GenBank (accession number PP396155). Куль-
туры бактерий выращивали на жидком лизогенном 
бульоне (LB) (триптон – 1%, дрожжевой экстракт – 
0.5%, NaCl – 0.5%) при 20–22°С на лабораторных 
шейкерах OS-20 (“BioSan”, Латвия) при 120 об./
мин.

Для формирования системы “Растение + эндо-
фит” стерильные 15-дневные растения картофеля 
инокулировали по ранее описанной методике [22] 
клетками бактерий B. velezensis M66 и B. subtilis 26Д, 
выращенными на жидкой питательной среде LB в 
течение суток. Затем, после центрифугирования 
в течение 15 мин при 4000 g на микроцентрифуге 
Eppendorf 5415R (США) бактерии ресуспендиро-
вали в стерильной дистиллированный воде (титр 
был выровнен до 1 × 108 кл./мл). Бактериальную 
суспензию микробиологической петлей (5 мкл) 
наносили на нижнюю треть стебля (5 × 105 кл./рас-
тение). На стебли контрольных растений наносили 
по 5 мкл воды.

Фитопатоген и инокуляция. Патогенный гриб 
A. solani U2022 выделен из листьев картофеля со-
рта Удача с видимыми симптомами заболевания 
в 2022 г. (место выделения – г. Уфа, Башкорто-
стан). Моноспоровая культура была определена 
до вида по морфологическим признакам [23], что 
для крупноспорового вида A. solani считается воз-
можным ведущими специалистами [24]. Патоген 

выращивали на агаризованной ржаной среде в те-
чение 7 сут [25]. Поверхность колоний промыва-
ли дистиллированной водой при температуре 4°С 
в течение 30 мин, после чего оценивали в камере 
Фукса–Розенталя количество конидий. Растения 
инфицировали путем нанесения 20 мкл суспензии 
спор (105 спор/мл) патогена (по 5 мкл на 4 верхних 
листа) на 7 сут после инокуляции бактериальной 
массой [26]. Исследование симптомов проводили 
с использованием фитопатологических газонов, на 
8 сут после заражения растений грибом, поражен-
ность определяли в процентах площади пораже-
ния к общей площади листьев. Изображения ис-
следовали с помощью программного обеспечения 
ImageJ (“NIH”, США). 

Определение титра бактерий в тканях растений. 
Количество колониеобразующих единиц (КОЕ) 
микроорганизмов в тканях растений определяли 
через 30 сут после инокуляции растений картофе-
ля бактериями штаммов B. subtilis 26Д и B. velezensis 
M66 отдельно в побегах, корнях и образовавшихся 
мини-клубнях. Для этого навески органов расте-
ний поверхностно стерилизовали по следующей 
схеме: 70%-ный этанол – 1 мин; 0.33%-ный пе-
роксид водорода – 3 мин; дистиллированная вода 
[22, 26]. Перед стерилизацией кожура с мини-клуб-
ней удалялась. Навески растений гомогенизирова-
ли в стерильных фарфоровых ступках с добавле-
нием 2  мл стерильной воды. Аликвоты гомогената 
распределяли по поверхности среды LB шпателем 
Дригальского до полного высыхания. Чашки Пе-
три инкубировали при температуре 28°С в термо-
стате ТС–1/20 СПУ (“Смоленское СКТБ СПУ”, 
Россия) в течение 24 ч. Подсчет КОЕ производили 
во втором и третьем разведении, пересчитывая на 
1 г сырой массы растений [26]. 

Биохимические исследования. Навеску проби-
рочных растений растирали в 0.025 М фосфатном 
буфере (ФБ), pH 6.2, в соотношении 1  :  5, экс-
трагировали 30 мин при 4°С и затем центрифу-
гировали 10 мин при 8000 g на микроцентрифуге 
Eppendorf 5415R (США). 

Содержание пероксида водорода оценивали при 
помощи реагента, который содержал 0.074% соли 
Мора в 5.81%-ной серной кислоте и 0.009% кси-
ленолового оранжевого в 1.82%-ном сорбите (в со-
отношении 1 : 100). К 250 мкл реагента добавляли 
25 мкл супернатанта, полученного так, как описано 
выше. Реакционную смесь инкубировали в течение 
45 мин в термостате при 30°С, затем центрифуги-
ровали 10 мин при 10000 g и вносили по 200 мкл 
супернатанта в лунки плоскодонных планшет. Оп-
тическую плотность реакционной смеси измеря-
ли на планшетном спектрофотометре EnSpire© 
(“PerkinElmer”, США) при 560 нм [26]. 

Для определения активности ингибитора 
трипсина к 25 мкл 0.05 М трис-НСl-буфера, рН 
8.2, добавляли 50 мкл растительного экстракта, 
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полученного вышеописанным методом, 25  мкл 
трипсина (1 мг/мл), а затем 50 мкл (1 мг/мл) рас-
твора N-α-бензоил-DL-аргинин-4-нитроанилид 
(БАПНА) и инкубировали в термостате при 37°С 
в течение 10 мин. Реакцию останавливали 25 мкл 
30%-ной уксусной кислоты. В качестве контроля 
использовали смесь, состоящую из всех описан-
ных компонентов, но уксусную кислоту добавля-
ли в лунки планшет перед их внесением. Оптиче-
скую плотность полученных растворов определя-
ли на планшетном спектрофотометре EnSpire© 
(“PerkinElmer”, США) при 405  нм. Активность 
ингибитора выражали в ингибиторных единицах 
(TIU) [27]. 

Для определения пероксидазной активности су-
пернатант разбавляли в 30–50 раз в ФБ (рН 6.2) и 
закапывали в лунки плоскодонных планшетов для 
иммуноанализа (“Nunc”, США) в следующем по-
рядке: 75 мкл образца, 25 мкл 0.08%-ного орто-фе-
нилендиамина, 25 мкл 0.016%-ной перекиси водо-
рода. Реакцию останавливали, добавляя 50 мкл 4 н 
серной кислоты. 

Для определения активности каталазы 
(КФ 1.11.1.6) реакцию инициировали добавлением 
супернатанта к 65 мМ перекиси водорода в 50 мМ 
растворе ФБ (pH 7.8). Смесь выдерживали при 
комнатной температуре в течение 2 мин. Реакцию 
останавливали добавлением 32.4 мМ молибдата 
аммония. В контрольную пробу вместо суперна-
танта добавляли дистиллированную воду. Оптиче-
скую плотность измеряли на приборе для иммуно-
ферментного анализа Benchmark Microplate Reader 
(“Bio-Rad”, США) при 490 нм (пероксидаза) и 
410 нм (каталаза) [25].

Антагонистическая активность штамма. Для 
определения прямой противогрибковой актив-
ности штамма участок мицелия диаметром 5 мм, 

взятый из 7-суточной культуры A. solani, помещали 
на одну сторону чашки Петри с картофельно-глю-
козным агаром (КГА). Суспензию суточной куль-
туры исследуемых штаммов бактерий наносили на 
другую сторону среды штрихом с использованием 
микробиологической петли (5 мкл). Двойную куль-
туру культивировали при 25°С в течение 7 дней, в 
5 повторностях [27].

Идентификация генов липопептидсинтетаз с по-
мощью ПЦР. Геномную ДНК из клеток бактерий 
выделяли с помощью лизирующего буфера, содер-
жащего 1% смолы Chelex100 (“BioRad Laboratories”, 
США), 1% Triton X100, 1% Tween 20. и 0.005% кре-
золового красного. Гены липопептидсинтетаз 
идентифицировали методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с праймерами (табл. 1), подбор и 
проверка специфичности которых были выполне-
ны при помощи сервисов Primer Explorer 5 (LAMP 
Primerdesigning Software: http://primerexplorer.jp/e/), 
VNTI9 и BLAST NCBI. ПЦР проводили в ампли-
фикаторе ТП4-ПЦР-01- “Терцик” (“ДНК-Техно-
логия”, Москва, Россия). Праймеры к гену Bac, 
кодирующему 16S РНК Bacillus spp., использова-
лись в качестве внутреннего контроля. Продукты 
ПЦР разделяли в 7%-ном ПААГ, окрашенном бро-
мидом этидия. 

Для определения протеолитической активности 
бактериальные клетки при помощи петли помеща-
ли на поверхность 3%-ного агара из обезжирен-
ного молока в чашках Петри. Культуры выращи-
вали в течение 48 ч при 37°С. Протеолитическая 
активность штаммов определялось путем измере-
ния зон вокруг колоний на через 48 ч после раз-
мещения. Эксперименты проводились трижды в 
5 повторностях.

Статистика. Все опыты проведены в 3–5 био-
логических и 3 аналитических повторностях. 

Таблица 1. Праймеры, использованные для исследования присутствия генов липопептидсинтетаз B. velezensis M66

Продукт гена Номер гена  
в NCBI

Размер  
ПЦР-продукта, п.н.

Последовательность праймера,
 5′→3′

Фосфопантенил
трансфераза

KT750873 ~730 ATGAAGATTTACGGAATTTA 
TTATAAAAGCTCTTCGTACG

Сурфактин синтетаза EU882341 ~675 ATGAAGATTTACGGAATTTATATG 
TTATAAAAGCTCTTCGTACGAG 

Итурин синтетаза А D21876 ~600 ATGAAAATTTACGGAGTATATATG 
TTATAACAGCTCTTCATACGTT 

Итурин синтетаза В KR149331 ~675 AAGAAGGCGTTTTTCAAGCA 
CGACATACAGTTCTCCCGGT 

Фенгицин синтетаза AJ011849 ~964 TTTGGCAGCAGGAGAAGTTT 
GCTGTCCGTTCTGCTTTTTC 

16S рибосомальная РНК NR102783 ~800 ACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC 
GGCGGAAACCCCCTAACACT



	 ВЛИЯНИЕ ЭНДОФИТНЫХ БАКТЕРИЙ Bacillus subtilis 26Д И Bacillus velezensis М66� 627

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ	 том 60	 № 6	 2024

Экспериментальные данные выражали в виде сред-
них значений ± стандартные ошибки, значения ко-
торых рассчитывали для всех вариантов обработок 
с использованием MS Excel. Значимость различий 
оценивали с применением однофакторного и двух-
факторного дисперсионного анализа (ANOVA) с 
последующим тестом Дункана (p <0.05) с помощью 
программного обеспечения STATISTICA 12.0. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Оценка числа жизнеспособных клеток бакте-
рий в тканях растений картофеля показала при-
сутствие 100.7 × 104 ± 18.13 КОЕ B. velezensis M66 
на г сырой массы побегов к 30 сут после иноку-
ляции, что статистически не отличалось от пока-
зателей, характерных для B. subtilis 26Д (табл. 2). 
В корнях растений содержание бактерий было на 
порядок меньше для обоих штаммов. Впервые 
было показано, что во внутренней части полу-
ченных на экспериментальных растениях микро-
клубнях содержатся бактерии, 4.0 × 104 ± 1.35 КОЕ 
B. subtilis 26Д на г сырой массы, и несколько мень-
ше у B. velezensis M66 – 2.7 × 104 ± 0.38 КОЕ на г 
сырой массы клубня. Таким образом, исследован-
ные штаммы бактерий персистируют в раститель-
ных тканях длительное время и способны заселять 
в том числе формирующиеся клубни, что откры-
вает перспективы защиты растений в том числе 
в послеуборочный период. Ранее было показано, 
что обработка клубней картофеля бактериями 
B. subtilis 26Д [27] и B. subtilis 10–4 [29] перед за-
кладкой на хранение способствовало увеличению 
их устойчивости к P. infestans и Fusarium oxysporum 
Schltdl., 1824 при искусственном инфицировании, 
и, вероятно, этот эффект был связан с их проник-
новением во внутренние ткани клубня.

Ранее было показано, что под влиянием салици-
ловой кислоты происходит увеличение количества 
клеток бактерии B. subtilis 26Д в тканях побегов 
картофеля, что может быть одним из факторов, об-
условливающих более высокий защитный эффект 
против фитофтороза, чем в варианте обработки 
только B. subtilis 26Д, на фоне крайне низкого воз-
действия взятой концентрации салициловой кис-
лоты на устойчивость растений к патогену [26].

Обработка растений картофеля исследуемыми 
штаммами приводила к существенному снижению 
проявления симптомов альтернариоза на листьях. 
При этом достоверных различий между бактери-
альными обработками не наблюдалось (рис. 1а), 
как и в антагонистической активности штаммов 
против возбудителя альтернариоза, что выражалось 
в значительном подавлении роста мицелия гриба 
на среде КГА (рис. 1б). 

Антагонистическая активность исследуемых 
штаммов in vitro может объясняться биосинте-
зом липопептидных антибиотиков. Так, широко 

изученный штамм B. subtilis 26Д синтезирует значи-
тельное количество сурфактина, что было показа-
но методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии и электрораспылительного масс-спек-
трометрического детектирования [15, 30]. Этот 
штамм обладает генами сурфактинсинтетазы и 
фенгицинсинтетазы. В геноме штамма B. velezensis 
M66 было определено наличие последовательности 
(~600 п.н.) гена итуринсинтазы А, ключевого фер-
мента биосинтеза липопептида итурина (рис. 2а). 
Помимо этого, исследуемые штаммы имели срав-
нимую протеолитическую активность, что выра-
жалось в наличии гало вокруг колоний на 3%-ном 
сухом молоке (рис. 2б).

Эндофитные микроорганизмы принимают ак-
тивное участие в защите растений, не только кон-
курируя с патогенами за экологическую нишу 
[5, 10], но и стимулируя защитные механизмы рас-
тений [6, 17, 20]. Так, анализ биохимических пока-
зателей выявил, что исследуемые штаммы бакте-
рий практически не оказывали влияние на состоя-
ние про-/антиоксидантной системы и активность 
ингибиторов протеиназ в неинфицированных рас-
тениях (рис. 3). Заражение возбудителем альтерна-
риоза растений картофеля, обработанных водой и 
обоими штаммами бактерий, способствовало оди-
наковому (около 20%) увеличению содержания пе-
роксида водорода через 1 ч после нанесения спор 
патогена. Через 24 ч после инфицирования этот 
уровень сохранился в растениях, обработанных во-
дой и клетками B. velezensis M66, а в обработанных 
клетками B. subtilis 26Д – вернулся к контрольным 
показателям. Важно отметить, что через 6 сут по-
сле инфицирования в растениях, не содержащих 
бактерий, наблюдалось двукратное повышение со-
держания пероксида водорода относительно кон-
трольных показателей, что, вероятно, отражает 
процессы развития болезни под воздействием не-
кротрофного патогена A. solani [4]. Под действием 
исследуемых бактериальных штаммов содержание 
пероксида водорода через 6 сут после инфицирова-
ния, напротив, снижалось относительно здоровых 
растений, обработанных водой. Следует отметить, 

Таблица 2. Количество жизнеспособных клеток (КОЕ) 
бактерий B. velezensis M66 в тканях картофеля через 
30 сут после инокуляции

Штамм
Содержание КОЕ, 104/г сырой массы

Побег Корень Клубень
B. subtilis 
26Д 79.2 ± 14.46а 16.5 ± 3.65б 4.0 ± 1.35с

B. velezensis 
M66 100.7 ± 18.13а 9.8 ± 2.03б 2.7 ± 0.38с

Примечание. Разными буквами обозначены показатели, 
имеющие статистически значимые отличия друг от друга  
(p ≤ 0.05).
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что через 1 ч и через 24 ч после инфицирования 
в растениях, обработанных бактериями, поддер-
живалась повышенная относительно контроль-
ных показателей активность каталазы. Вероятно, 
это позволило деактивировать перекись водоро-
да в растительных клетках, сохраняя их жизнеде-
ятельность. Точно также, как и в экспериментах 
в настоящей работе, эндофитный гриб Aspergillus 
terreus Thom, 1918, выделенный из листьев базили-
ка Ocimum basilicum L., продемонстрировал непо-
средственную противогрибковую активность про-
тив гриба A. solani, а заражение обработанных этим 
грибом растений баклажана патогеном A. solani 
вызывало повышение уровня активности суперок-
сиддисмутазы, каталазы, пероксидазы и полифено-
локсидазы, что было причиной меньшего развития 
пятнистости [31]. Обработка растений альгинатом 
натрия также существенно снизила пораженность 
A. solani и значительное повышение уровня экс-
прессии гена супероксиддисмутазы [20]. Проду-
цирующий липопептиды (в основном, фенгицин) 
штамм B. subtilis CtpxS2-1 показал высокую про-
тивогрибковую активность против Colletotrichum 
acutatum J.H. Simmonds, 1968, а так же способность 
индуцировать физиологическую устойчивость рас-
тений люпина против этого патогена. Авторы пу-
бликации связали это с увеличением уровня транс-
криптов хозяйских генов PR-1, PR-4, SOD, PIN-1 

(à)

(á)

67 ± 7.6à

âîäà
8 ± 1.2á

B. subtilis 26Ä

4.9 ± 0.11à

B. subtilis 26Ä
–

êîíòðîëü

10 ± 0.6á

B. velezensis M66

4.4 ± 0.25à

B. velezensis M66

Рис. 1. Площадь проявления симптомов альтернариоза (а) на листьях картофеля в контроле и под влиянием 
B. subtilis 26Д и B. velezensis M66 (цифрами показан % пораженной площади листовой пластинки), и подавление 
роста культуры гриба A. solani (б) исследуемыми штаммами (цифрами показано расстояние между колониями бак-
терии и гриба). Разными буквами обозначены статистически значимые отличия показателей (при p ≤ 0.05).

Рис. 2. Антагонистические свойства B. subtilis 26Д 
и B. velezensis M66 против патогенов. (а) – фото-
графия полиакриламидного геля после разделения 
продуктов ПЦР последовательностей ДНК бакте-
рий с праймерами к генам, кодирующими ферменты 
биосинтеза липопептидов: 1 – фосфопантетеинил 
трансфераза; 2 – сурфактин синтаза; 3 – итуринсин-
таза А; 4 – итуринсинтаза В; 5 – фенгицинсинтаза; 
6 – ген домашнего хозяйства 16S рРНК; (б) – рост 
колоний B. subtilis 26Д и B. velezensis M66 на 3%-ном 
обезжиренном молочном агаре. 
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и PIN-3, а также увеличением активности катала-
зы, пероксидазы и супероксиддисмутазы [32]. 

Обращает на себя внимание двукратное сни-
жение активности пероксидаз в инфицированных 
A. solani контрольных растениях через 1 ч (увели-
чение этого параметра произошло только через 
6 сут) и ингибиторов протеиназ через 1 час и 6 сут 
после нанесения спор патогена, что указывает на 
активное подавление иммунных реакций растений 
патогеном в этом варианте. При этом через 1 ч по-
сле инфицирования в обработанных B. subtilis 26Д 
растениях картофеля увеличивалась активность 
пероксидаз (на 1/3 относительно контрольных по-
казателей), а в обработанных B. velezensis M66 – ак-
тивность ингибиторов протеиназ. В обоих случаях 

активность ингибиторов протеиназ и пероксидаз 
была выше контрольных показателей на поздних 
этапах взаимодействия с патогеном как в случае 
B. velezensis M66, так и B. subtilis 26Д. Так как одним 
из основных факторов агрессивности патогенов 
являются продуцируемые ими гидролазы, обеспе-
чивающие внедрение гриба в ткани, например, за 
счет разрушения клеточных стенок растений и де-
градации защитных белков [18], выработка их ин-
гибиторов в растениях может быть эффективным 
механизмом ограничения патогенного процесса.

Полученные результаты показали эффектив-
ность биопрепарата на основе эндофитных бакте-
рий B. velezensis M66, сравнимую с широко приме-
няемым штаммом B. subtilis 26Д в защите растений 

Рис. 3. Влияние бактерий B. subtilis 26Д и B. velezensis M66 на содержание пероксида водорода (а), активность ката-
лазы (б), пероксидаз (в) и ингибиторов трипсина (г) в здоровых и инфицированных возбудителем альтернариоза 
растениях картофеля: 1 – 1 ч, 2– 24 ч, 3 – 6 сут после нанесения спор патогена. Разными буквами обозначены 
статистически значимые отличия показателей, наблюдаемых в соответствующей временной точке (при p ≤ 0.05).
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картофеля от альтернариоза как путем прямо-
го воздействия на патоген, который наблюдали 
in vitro, так и индуцирования ими защитного от-
вета, связанного с регуляцией редокс-статуса рас-
тений и выработки ими ингибиторов протеиназ. 
Использование B. velezensis M66 в качестве компо-
нентов биопрепаратов для защиты растений бла-
годаря глубокой интеграции в систему регуляции 
фитоиммунного потенциала растений, невысокой 
стоимости, низкой энергоемкости при производ-
стве, возможность сочетания с другими профи-
лактическими мерами, неспособность вызывать 
инфекционные процессы в организме человека и 
животных, и непатогенности для растений являет-
ся весьма перспективным.
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Influence of Endophytic Bacteria Bacillus subtilis 26D and Bacillus velezensis 
M66 on the Resistance of Potato Plants to the Early Blight  

Pathogen Alternaria solani
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The effect of Bacillus velezensis M66 and Bacillus subtilis 26D bacteria on the resistance of potato plants to 
the causative agent of potato early blight necrotrophic fungus Alternaria solani was studied. For the first time, 
accumulation of viable bacterial cells of these strains in the internal tissues of potato stems, roots and tubers 
over a long period of time was shown. A significant reduction of the damaged by the early blight area of leaves 
inoculated with plant endophytes was revealed, as well as inhibition of pathogen growth under the influence 
of bacterial strains, which can be explained by the synthesis of lipopeptide antibiotics, the genes responsible 
for the synthesis of which were detected by PCR, and proteolytic enzymes, the activity of which was shown in 
vitro. Increase of plant resistance to the pathogen under the influence of inoculation with B. subtilis 26D and 
B. velezensis M66 was accompanied by the accumulation of hydrogen peroxide in the first hours after infection 
of plants with A. solani spores and a decrease in this parameter at the late stages of pathogenesis due to an 
increase of the activity of catalase and peroxidases. Limitation of the spread of the fungus was accompanied by 
an increase in the activity of proteinase inhibitors, which probably reduced the negative impact of proteolytic 
enzymes of the necrotrophic pathogen A. solani on plants. It can be assumed that inoculation of plants with 
bacterial cells of the B. velezensis M66 strain contributed to the increase of plant resistance to the early blight 
effectively priming the phytoimmune potential, comparable to the B. subtilis 26D strain, the active component 
of the biopreparation Fitosporin-M, which successfully used under the field conditions, .

Keywords: potato, Bacillus velezensis M66, B. subtilis 26D, endophytes, Alternaria solani, phytoimmunity, pro-/
antioxidant system, proteinase inhibitors
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В связи с растущим спросом на продовольствие 
во всем мире, ключевой задачей ближайших деся-
тилетий является устойчивое развитие сельского 
хозяйства [1]. Картофель является четвертой по 
популярности потребления человеком культурой 
после риса, пшеницы и кукурузы [2]. Однако рас-
тения картофеля часто подвергаются воздействию 
комбинации различных неблагоприятных факто-
ров, которые снижают их урожайность и качество 
клубней, что приводит к экономическим потерям 
и снижению производства продовольствия [3, 4]. 
Рост растений картофеля и урожайность клуб-
ней в значительной степени зависят от влажности 
почвы. Даже короткие периоды водного стрес-
са могут иметь заметные последствия. Проблема 

водоснабжения также возникает в регионах с до-
статочным, но неравномерным количеством осад-
ков в течение вегетационного периода [5]. Суще-
ствуют также свидетельства того, что изменение 
климата влечет расширение ареала обитания пато-
генов [3, 6]. Вирусные заболевания картофеля яв-
ляются одной из основных проблем, вызывающих 
ухудшение качества клубней и снижение урожай-
ности [7]. 

Разрабатываемые экологически безопасные 
приемы борьбы с патогенами с использованием 
биопестицидов рассматриваются как перспектив-
ная альтернатива полной или частичной замены 
химических соединений [8]. Использование бакте-
рий, стимулирующих рост растений (Plant Growth 
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В работе оценивали влияние конъюгата хитозан-кофейная кислота (Хит-КК), отдельно и в смеси 
с Bacillus subtilis 47 на защиту растений от Y-вируса картофеля (YВК) при оптимальном увлажнении и 
в условиях водного дефицита. При обработке Хит-КК и смесью Хит-КК + B. subtilis 47 здоровых рас-
тений картофеля при оптимальных условиях почвенного увлажнения выявлено накопление пролина 
и фенольных соединений, активация полифенолоксидазы, что приводило к повышению неспеци-
фической устойчивости растений. Обработка Хит-КК снижала уровень инфицирования YВК у рас-
тений картофеля в оптимальных условиях и при водном дефиците, увеличивая массу мини-клубней 
картофеля. Обработка смесью Хит-КК + B. subtilis 47 была эффективна только в условиях водного 
дефицита. Выявлено, что решающим фактором в формировании устойчивости растений картофеля 
к Y-вирусу при применении Хит-КК является изменение прооксидантно-антиоксидантного статуса 
клеток растений.
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Promoting Bacteria, PGPB), является одним из эко-
логически безопасных подходов к устойчивому 
развитию сельского хозяйства [1, 9–11]. 

Виды Bacillus являются одними из наиболее 
изученных бактерий, которые способствуют по-
давлению патогенов растений, включая такие ме-
ханизмы, как конкуренция за питательные веще-
ства и пространство, производство антибиотиков, 
гидролитических ферментов, сидерофоров и/или 
индукция системной устойчивости. Bacillus spp. 
также могут выступать в качестве биоудобрений, 
способствуя поглощению определенных элементов 
питания из окружающей среды, либо биостиму-
ляторов, обеспечивая растение биологически ак-
тивными соединениями (биосинтез растительных 
гормонов) [9, 11–13]. Бактериальные препараты 
также могут быть использованы для защиты раз-
личных видов растений от вирусных заболеваний 
[14, 15]. Однако различные вещества и факторы 
окружающей среды могут негативно влиять на рост 
бактерий Bacillus и производство ими спор и мета-
болитов [12–14]. Необходим поиск способов пре-
одоления существующих ограничений, связанных 
с использованием штаммов полезных микроорга-
низмов, например, путем косвенной поддержки 
их жизнедеятельности. Показано, что хитозан мо-
жет выступать в качестве сигнальных молекул для 
связи между PGPR и корнями растений, а в неко-
торых случаях инициировать защиту от вирусной 
инфекции [16]. Противовирусная активность хито-
зана в растениях ранее доказана в работах [17, 18]. 
Также показано, что хитозан может быть исполь-
зован для повышения биологической активности 
микробиологических препаратов на основе штам-
мов рода Bacillus [16, 19, 20]. Существуют и труд-
ности включения хитозана в бактериальные куль-
туральные среды, так как он может ингибировать 
рост бактерий за счет собственной антимикробной 
активности [12, 21]. Одним из способов преодоле-
ния негативных последствий добавления хитозана 
в бактериальные препараты может быть его моди-
фикация. Фенольные соединения участвуют в за-
щите растений от биотических стрессов. Растения 
отвечают на атаку патогенов накоплением таких 
фитоалексинов, как гидроксикумарины и конъю-
гаты гидроксициннамата. Синтез, высвобождение 
и накопление фенольных веществ, в частности 
салициловой кислоты, являются центральными 
звеном многих защитных стратегий от патогенов 
[22]. Было показано, что конъюгация хитозана и 
кофейной кислоты (Хит-КК) позволяет получать 
материалы с улучшенными свойствами: антиок-
сидантными, антимикробными, ростостимулиру-
ющими и др. [23]. Отмечен значительный росто-
стимулирующий эффект обработки семян огурца и 
ячменя конъюгатами на основе хитозана и гидрок-
сикоричных кислот [24, 25]. Совместная обработка 
Bacillus subtilis и конъюгатов хитозана с гидрокси-
коричными кислотами стимулировала защитные 

реакции растений картофеля против возбудителя 
фитофтороза картофеля [20]. Однако роль конъю-
гатов Хит-КК в защите растений от абиотических 
стрессов или подавлении вирусной инфекции оста-
ется неизвестной. Кроме того, нет информации о 
способности смесей конъюгатов Хит-КК и бак-
териальных агентов стимулировать устойчивость 
растений к вирусным заболеваниям. 

Цель работы – изучение потенциала конъюга-
тов Хит-КК в смеси с Bacillus subtilis 47 для защиты 
растений картофеля от Y-вируса при оптимальном 
увлажнении и в условиях водного дефицита в почве.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растения. Для работы использовали размно-
женные in vitro безвирусные растения картофе-
ля (Solanum tuberosum L.) сорта Бриз белорусской 
селекции, полученные из Научно-практического 
центра Национальной академии наук Беларуси по 
картофелеводству и плодоовощеводству (Респу-
блика Беларусь).

Бактерии. Использовали грамположительный 
аэробный штамм Bacillus subtilis 47 BIM B-859D, 
торговая марка “Карфил” из Белорусской коллек-
ции непатогенных микроорганизмов.

Антимикробная активность. Антимикробную ак-
тивность конъюгата Хит-КК определяли в отно-
шении штамма B. subtilis 47 как описано в работе 
[26]. В чашки Петри вносили 15 мл ГМФ-агара 
и 100  мкл тестируемой бактериальной культуры 
B. subtilis 47 с концентрацией клеток 1×109 КОЕ/
мл. На поверхность засеянного агара помещали 
стерильные диски диаметром 6 мм, пропитанные 
растворами коньюгата в концентрациях 0.0125, 
0.025, 0.05 мг/мл (№2–4), хитозана в концентра-
ции 0.1 мг/мл (№5) и нанокомпозитов на основе 
хитозана (№6–8), которые не обсуждаются в дан-
ной статье. Инкубацию вели при температуре 25°C 
в течение суток, после чего наличие антибактери-
ального эффекта исследуемых соединений оцени-
вали по диаметру зон ингибирования роста бакте-
рий вокруг дисков. 

Y-вирус картофеля и инфицирование растений. 
Изолят Y-вируса (YВК) был получен из инфици-
рованных растений картофеля в Научно-практи-
ческом центре Национальной академии наук Бе-
ларуси по картофелеводству и плодоовощеводству 
в 2023 г. Вирус поддерживали путем размножения 
инфицированных растений картофеля с помо-
щью мини-клубней в защищенном от насекомых 
биотехнологическом комплексе при температуре 
20–21°C, освещенности 12000 люкс и фотопериоде 
16/8 ч (день/ночь). 

Искусственное заражение YВК проводили пу-
тем нанесения сока инфицированных растений-до-
норов (200 мкл/ лист) на механически поврежден-
ные с помощью мелкозернистой наждачной бумаги 



	 ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ	 том 60	 № 6	 2024

634	 КАЛАЦКАЯ и др.

листья 3 и 4 уровней экспериментальных расте-
ний. Для получения сока зараженные YВК листья 
растирали в фосфатном буфере (рН 7.8). 

Получение конъюгата хитозана с кофейной кисло-
той. Конъюгат хитозана с кофейной кислотой (Хит-
КК) получали карбодиимидным методом [26]. Для 
синтеза конъюгата использовали 30 кДа олигомеры 
хитозана (степень деацетилирования 98.3%, степень 
полимеризации ~186) производства “Glentham Life 
Sciences” (Великобритания), кофейную кислоту (КК, 

“Chem-Impex, Intl Inc.”, США) и 1-этил-3-(3-диме-
тиламинопропил) карбодиимид гидрохлорид (EDC), 

“Sigma-Aldrich”, (Германия). EDC и КК использова-
ли в соотношении 3 : 1. Конъюгат синтезирован в 
массовом соотношении Хит-КК = 5 : 1. Синтезиро-
ванный конъюгат Хит-КК очищали методом диали-
за с использованием целлюлозной диализной труб-
ки с размером пор 14 кДа (“Sigma D9277-100FT” и 

“Sigma D9652-100FT”, США) против дистиллиро-
ванной воды в течение 1 сут. Конъюгат лиофилизи-
ровали с помощью лиофильной сушки Freezone 1.0 

“Labconco”, (США) при – 47°C и 0.03 мбар в течение 
16 ч и хранили в виде лиофилизата.

Содержание КК в синтезированном конъюгате 
определяли спектрофотометрически по поглоще-
нию в диапазоне 200–400 нм “Specord-50” (Гер-
мания). Содержание КК рассчитывали по пред-
варительно построенной калибровочной кривой. 
Степень присоединения КК к хитозану составила 
5.0 ± 0.6% или 53.8 ± 7.2 мкг/мг хитозана.

Схема эксперимента. Размножение растений 
картофеля in vitro проводили на агаризованной 
среде MS. Адаптацию полученных пробирочных 
растений к условиям ex vitro проводили в контей-
нерах на 4 л, по три штуки на вариант, по девять 
растений на контейнер, на торфяном почвогрунте 

“Универсальный” (Республика Беларусь) с добав-
лением минеральных удобрений. Растения выра-
щивали в защищенной от насекомых теплице при 
температуре 20–21°C, освещенности 12 000 люкс и 
фотопериоде 16/8 ч (день/ночь) в течение 3 недель. 
Затем опрыскивали поверхность листьев смесью 
B.  subtilis 47 в концентрации 1×107 КОЕ и конъ-
югатом Хит-КК в концентрации 0.025 мг/мл или 
отдельно только конъюгатом Хит-КК в концентра-
ции 0.025 мг/мл. Инфицирование растений YВК 
проводили через 3 дня после обработки исследу-
емыми смесями.

Моделирование водного дефицита. Создание во-
дного дефицита почвы начинали через 3 сут после 
заражения листьев YВК и продолжали в течение 
3 месяцев до появления мини-клубней. Водный 
дефицит создавали за счет сокращения полива 
растений (40–45% влажности почвогрунта от наи-
меньшей влагоемкости, после стекания гравита-
ционной воды). В контроле растения выращивали 
при оптимальной влажности 80–85% от наимень-
шей влагоемкости торфогрунта. Регулирование 

оптимальной влажности торфогрунта и условий 
водного дефицита проводили весовым методом, а 
также с помощью влагомера TR 001 (Китай). 

Оводненность тканей листьев определяли весо-
вым методом: растительные образцы выдерживали 
в термостате до постоянного веса при температуре 
105°C и высчитывали по формуле: (a – b) / a ×·100, 
где а – сырая масса; b – абсолютно сухая масса.

Выявление YВК методом ИФА. Контроль за на-
коплением YВК выполняли с помощью метода 
ИФА “сэндвич-вариант” (методом двойного нас-
лоения антител), тест-системой с пероксидазной 
ферментативной меткой (Всероссийский НИИ 
картофельного хозяйства им. А. Г. Лорха РАСХН) 
в строгом соответствии с прилагаемым протоко-
лом проведения анализа. Оптическую плотность 
продуктов ферментативной реакции измеряли на 
фотометре ИФА-анализатор В-300 “Витязь” (Бела-
русь) при λ = 492 нм. 

Для определения степени инфицирования YВК 
методом ИФА и биохимических исследований че-
рез 14 сут после заражения собирали по 2–3 сфор-
мированных листа без признаков заболевания 
в верхнем ярусе над инфицированными листьями 
с симптомами повреждения. 

Биохимические исследования. Количественную 
оценку биохимических показателей проводили с 
помощью спектрофотометра “Jasko V-630” (Япо-
ния). Содержание белка в экстракте определяли по 
методу Брэдфорда. 

Определение содержания перекиси водорода 
(H2O2). Свежие листья 0.2 г гомогенизировали в 
600 мкл 25 мМ Na-фосфатного буфера (рН 6.2) и 
центрифугировали в течение 10 мин при 12000 g. 
Содержание H2O2 в растениях определяли с помо-
щью ксиленового оранжевого. Оптическую плот-
ность продукта определяли при 560 нм [27]. Кон-
центрацию H2O2 определяли по калибровочной 
кривой и выражали в мкмоль/г сырой массы.

Определение содержания пролина. Общее содер-
жание пролина определяли по методике Бейтса с 
соав. с изменениями [28]. Листья массой 0.3 г го-
могенизировали в 3%-ной сульфосалициловой 
кислоте и центрифугировали 15 мин при 12000g. 
К аликвоте надосадочной жидкости добавляли ле-
дяную уксусную кислоту и нингидриновый реак-
тив в соотношении 1 : 1 : 1 и нагревали 60 мин при 
90°C на термошейкере при постоянном перемеши-
вании (300 об./мин). Оптическую плотность изме-
ряли при длине волны 515 нм. Содержание проли-
на в каждом образце определяли по калибровочной 
кривой и выражали в мг/г сырой массы.

Определение общего содержания фенольных сое-
динений. Общее содержание фенольных соединений 
(ФС) в листьях определяли по методу Фолина-Чо-
кальтеу в модификации Синглетона и Росси [29]. 
Листья массой 0.2 г экстрагировали последовательно 
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дважды в 10 мл 70%-ного этанола в термошейкере 
при постоянном перемешивании (300 об./мин) при 
90°C в течение 45 мин, полученные экстракты объ-
единяли. Для определения содержания ФС к 0.1 мл 
экстракта образца добавляли 0.8 мл раствора кар-
боната натрия и реактив Фолина–Чокальтеу (1 мл), 
перемешивали встряхиванием и инкубировали в те-
чение 2 ч при комнатной температуре. Измеряли аб-
сорбцию при 765 нм по отношению к реакционной 
смеси без образца экстракта. Содержание феноль-
ных соединений выражали в мкг-экв. хлорогеновой 
кислоты в 1 г сырой массы.

Определение активности полифенолоксидазы. Ак-
тивность полифенолоксидазы (ПФО, EC 1.10.3.2) 
определяли спектрофотометрическим методом, 
основанном на измерении оптической плотности 
продуктов реакции, которые образуются при окис-
лении катехола за определенный промежуток вре-
мени согласно Кумар с соавт. [30]. Активность фер-
мента рассчитывали в условных единицах (∆D560) в 
мин/мг белка.

Активность общей пероксидазы (ПО, EC 1.11.1.7). 
Активность определяли по методу [31], основанном 
на окислении субстрата 0.01%-ного уксуснокисло-
го бензидина и 0.3%-ного пероксида водорода. Ак-
тивность фермента рассчитывали в условных еди-
ницах (∆D590) в мин/мг белка.

Активность супероксиддисмутазы (СОД, ЕС 
1.15.1.1) измеряли как описано в работе [32]. Погло-
щение раствора измеряли при 560 нм. За единицу 
активности принимали U = (D15– D0)/D0 × 100%, 
где D0 – оптическая плотность приготовленной сме-
си, D15 – оптическая плотность через 15 мин. За еди-
ницу активности принимали количество фермента, 
способного ингибировать реакцию восстановления 
нитросинего тетразолия на 50%. Активность СОД 
выражали в условных единицах на 1 мг белка.

Активность аскорбатпероксидазы (АПО, EC 
1.11.1.11) определяли, регистрируя снижение абсорб-
ции при 290 нм в результате окисления аскорбата по 
методу, приведенному в [33]. За единицу активно-
сти АПО принимали количество фермента, которое 
окисляло 1 нмоль аскорбата в мин на мг белка. 

Определение активности глутатионредуктазы. Ак-
тивность глутатионредуктазы (ГР, EC 1.8.1.7) опре-
деляли по методике [34]. Кинетику потребления 
НАДФН регистрировали при 340 нм. Активность 
фермента рассчитывали по коэффициенту моляр-
ной экстинкции, который составляет 6.2 мМ–1 × 
см–1. За 1 единицу активности ГР принимали убыль 
1 нмоль НАДФН за 1 ч.

Биохимические исследования проводили в трех 
биологических и трех аналитических повторностях.

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз полученных данных проводили с помощью 
программы Statistics 22. Для оценки распределе-
ния использовали тест Колмогорова–Смирнова. 

Различия между группами оценивали с помо-
щью однофакторного дисперсионного анализа 
(ANOVA). Результаты представлены в виде M ± CI 
(где M – среднее значение, CI – доверительный 
интервал). Критический уровень значимости со-
ставлял p < 0.05. Достоверные различия между ва-
риантами на рисунках и таблицах отмечены разны-
ми буквами латинского алфавита, одинаковые бук-
вы на разных столбцах диаграмм и в надстрочных 
подписях над значениями в таблицах обозначают 
отсутствие достоверных различий. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что многие соединения хитозана об-
ладают антимикробной активностью и при вклю-
чении в бактериальные культуральные среды мо-
гут ингибировать рост бактерий [14, 21]. В связи с 
этим изучена антибактериальная активность конъ-
югата Хит-КК по отношению к штамму B. subtilis 
47 для оценки совместимости компонентов смеси. 
Антибактериальную активность соединения оце-
нивали по образованию зон ингибирования роста 
бактерий. Установлено, что в концентрациях от 
0.0125 мг/мл до 0.05 мг/мл (диски 2, 3, 4) конъюгат 
Хит-КК и отдельно хитозан в концентрации 0.1 мг/
мл (диск 5) не проявляют антимикробной актив-
ности к штамму B. subtilis 47, так как вокруг зон 
нанесения конъюгата и хитозана не наблюдалось 
ингибирования роста бактерий (рис. 1). 

Рис. 1. Результаты оценки антибактериальной ак-
тивности Хит-КК и хитозана в отношении штамма 
Bacillus subtilis 47: К – штамм Bacillus subtilis 47 (Кар-
фил); 2 – Хит-КК 0.0125 мг/мл; 3 – Хит-КК 0.025 мг/
мл; 4 – Хит-КК 0.05 мг/мл; 5 – хитозан 0.1 мг/мл; 6, 
7, 8 – нанокомпозиты на основе хитозана.
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Вирусные заболевания и недостаток влаги в 
почве являются одними из основных проблем, вы-
зывающих потерю урожайности и ухудшение ка-
чества картофеля. Использование бактерий рода 
Bacillus, повышающих засухоустойчивость расте-
ний, и модифицированного хитозана, способного 
усиливать и модулировать иммунный ответ расте-
ний на вирусные инфекции, является возможным 
решением обозначенных проблем.

Результаты ИФА продемонстрировали, что об-
работка растений конъюгатом Хит-КК снижа-
ла степень инфицирования листьев картофеля на 
24 ± 2,0% и 17 ± 0,9% в условиях оптимального и 
недостаточного увлажнения почвы соответственно. 
Совместная обработка Хит-КК и B. subtilis 47 не вли-
яла на степень инфицирования растений YВК при 
оптимальном увлажнении, но в условиях дефицита 
влаги применение Хит-КК совместно с B. subtilis 47 
снижало уровень заражения на 9.1% (рис. 2).

Влияние вирусного заражения и водного стрес-
са на водный обмен было оценено по показателю 
оводненности тканей. Содержание воды в листьях 
незначительно снижалось при водном почвенном 
дефиците или заражении растений YВК. Комбини-
рованный стресс вызвал уменьшение содержания 
воды в тканях листьев картофеля на 6% по сравне-
нию с контрольными растениями в оптимальных 
условиях увлажнения. У растений, обработанных 
Хит-КК, содержание воды не отличалось от кон-
трольных во всех условиях опыта. Обработка сме-
сью Хит-КК + B. subtilis 47 в условиях водного де-
фицита, особенно при инфицировании, приводила 
к максимальному в эксперименте (на 9% по отно-
шению к оптимальному контролю) снижению ово-
дненности в тканях (табл. 1).

Накопление пролина – важный показатель со-
стояния растений при действии осмотического 
стресса. Дополнительный синтез этой аминокис-
лоты повышает общую устойчивость растений к 
абиотическим стрессам. Существуют свидетель-
ства, что пролин может выступать в качестве мета-
болического сигнала, регулирующего окислитель-
но-восстановительный гомеостаз и экспрессию 
некоторых генов стрессового ответа [35]. Показано, 
что инокуляция растений эндофитными штаммами 
B. subtilis приводила к накоплению пролина [20]. 

Как показали эксперименты, применение Хит-
КК и Хит-КК + B. subtilis 47 увеличивало содержа-
ние пролина в среднем на 14 ± 0.7% по отношению 
к контрольным растениям в оптимальных условиях 
увлажнения и на 25.4 ± 1.4% и 62.6 ± 5% соответ-
ственно при дефиците почвенной влаги. Зараже-
ние растений YВК при нормальной влажности по-
чвы приводило к увеличению содержания проли-
на, но в обработанных Хит-КК и инфицированных 
растениях его количество оставалось на уровне 
здоровых растений. На фоне дефицита почвенной 
влаги инфицирование YВК увеличивало накопле-
ние пролина в 2.1 раза. При этом выявлено сниже-
ние содержания пролина в обработанных Хит-КК 
и Хит-КК + B. subtilis 47 растениях при инфици-
ровании YВК на 15.5% и 11.5% соответственно по 
сравнению с контрольными растениями (рис. 3а).

Обработки Хит-КК и Хит-КК + B. subtilis 47 по-
вышали содержание фенольных соединений (ФС) 
в здоровых растениях на 13.2–13.6% и увеличивали 
активность ПФО на 9.2% и 17.9% по сравнению с 
контролем в оптимальных условиях увлажнения. 
При недостатке влаги содержание ФС в обрабо-
танных Хит-КК оставалось на уровне контрольных 

Таблица 1. Влияние YВК и смеси Хит-КК+B. subtilis 47 на оводненность (%) тканей листьев картофеля при 
оптимальных условиях увлажнения и водном дефиците в почве

Показатель
Здоровые растения Инфицированные YВК растения

оптимальное 
увлажнение водный дефицит оптимальное 

увлажнение водный дефицит

Контроль 88.6 ± 0.75a 86.3 ± 0.72b 86.2 ± 1.14b 83.3 ± 1.05d

Хит-КК 88.3 ± 0.57a 86.5 ± 0.98bc 86.3 ± 0.49b 81.9 ± 1.12de

Хит-КК+B.subtilis 47 87.8 ± 0.72ac 84.0 ± 1.01d 85.7 ± 0.43b 80.7 ± 1.44e

Рис. 2. Степень инфицирования YВК листьев кар-
тофеля без обработки (II), после обработки Хит-КК 
(III) и смесью Хит-КК и B. subtilis 47 (IV): I – кон-
троль – незараженные растения.
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Рис. 3. Влияние обработок (I‒III) на содержание пролина (а), содержание фенольных соединений (б) и активность 
ПФО (в) в листьях здоровых и зараженных YВК растений картофеля в оптимальных условиях увлажнения и при 
водном дефиците в почве: I – контроль; II – обработка Хит-КК; III – обработка Хит-КК + B. subtilis 47. 
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растений с оптимальным увлажнением, а в вари-
анте Хит-КК + B. subtilis 47 содержание ФС увели-
чились на 9.5 ± 0.6% и отмечен рост активности 
ПФО по сравнению необработанными растения-
ми. Заражение YВК как при оптимальном увлаж-
нении, так и в условиях водного дефицита, приве-
ло к значительному увеличению содержания ФС 
и активации ПФО, но под влиянием Хит-КК и 
Хит-КК + B. subtilis 47 содержание ФС снижалось. 
Так, на фоне водного стресса в обработанных Хит-
КК и Хит-КК + B. subtilis 47 и зараженных YВК ли-
стьях, уровень ФС был на 7,8 и 15,4% ниже по срав-
нению с необработанным контролем (рис. 3б), а 
активность ПФО снизилась на 23–28% при приме-
нении Хит-КК и 30–32% при использовании смеси 
(рис. 3в). 

Накопление низкомолекулярных полифункцио-
нальных соединений, таких как пролин и феноль-
ные соединения, активация ПФО при обработке 
здоровых растений картофеля при оптимальных 
условиях почвенного увлажнения позволяет пред-
положить, что Хит-КК и смесь Хит-КК + B. subtilis 
47 могут играть роль сигнальных соединений, мо-
билизующих защитные системы и повышающих 
неспецифическую устойчивость. Индукция у рас-
тений реакций устойчивости, вызванная Хит-КК 
и Хит-КК + B. subtilis 47, обусловливает впослед-
ствии антистрессовый эффект и снижение нега-
тивного влияния совместного воздействии пато-
гена и засухи, что отражается в снижении активи-
рованных стрессом синтеза пролина и фенольных 
соединений в обработанных растениях.

Учитывая, что формирование защитного от-
вета на инфицирование определяется на ранних 
этапах патогенеза, важно выяснить влияние про-
изводных хитозана в комплексе с бактериями 
B. subtilis 47 на состояние про-/ антиоксидантной 
системы растений. Известно, что хитин, хитозан и 
их олигомеры являются активными элиситорами 
иммунитета растений, в том числе, за счет регуля-
ции редокс-статуса растительных клеток [36, 37]. 
Производные гидроксикоричной кислоты облада-
ют ярко выраженными антиоксидантными свой-
ствами [30], снижая образование активных форм 
кислорода за счет нейтрализации свободных ра-
дикалов [38] и активации антиоксидантных фер-
ментов [39]. Ранее было показано, что пришивка 
фенольной кислоты усиливает антиоксидантную 
и антибактериальную активность в конъюгации с 
хитозаном [40]. Способность B. subtilis самостоя-
тельно активировать некоторые антиоксидантные 
ферменты, снижать содержание малонового диаль-
дегида (МДА) и H2O2 показана в работе [41]. 

Обработка конъюгатом Хит-КК и Хит-КК + 
+ B. subtilis 47 в оптимальных условиях увлажнения 
приводила к снижению содержания пероксида во-
дорода на 9% в здоровых растениях картофеля. Об-
работка смесью бактерий с конъюгатом Хит-КК в 

условиях дефицита влаги в почве приводила к до-
стоверному снижению содержания Н2О2 на 17.5%. 
Заражение растений YВК вызывало снижение уров-
ня Н2О2 у растений, выращенных при оптимальной 
(на 24%) и недостаточной влажности почвы (на 
38%), по сравнению с контрольными растениями. 
Конъюгат Хит-КК не изменял содержание перок-
сида, а смесь вызывала его снижение на 23.7% по 
сравнению с инфицированным контролем. У рас-
тений, испытывающих водный стресс и заражение 
YВК, обработка конъюгатом Хит-КК увеличивала 
содержание Н2О2 на 20,2%, а обработка Хит-КК + 
+ B. subtilis 47 не вызвала изменений по сравнению с 
инфицированным контролем (рис. 4а).

Изменение концентрации H2O2 в тканях рас-
тений в процессе патогенеза может происходить в 
результате многих метаболических процессов, но в 
большей степени это происходит в результате изме-
нения активности антиоксидантных ферментов [42].

Одним из важных ферментов антиоксидантной 
системы растений, участвующих в утилизации АФК, 
является СОД. Эффективное функционирование 
СОД во многом определяется функционированием 
других компонентов защитных систем, в частности, 
утилизирующих пероксид водорода (каталазы, перок-
сидазы, ферментов аскорбат-глутатионового цикла).

Применение Хит-КК не изменило активность 
СОД, но активность фермента снизилась у здоро-
вых растений, обработанных Хит-КК + B. subtilis 47 
в оптимальных условиях влажности почвы. Водный 
дефицит вызывал снижение активности СОД у не-
обработанных растений, однако обработка Хит-КК 
и особенно Хит-КК + B. subtilis 47 активировали 
СОД у здоровых растений. Заражение растений 
YВК при оптимальном увлажнении и при водном 
дефиците незначительно снижало активность СОД 
у растений, обработанных Хит-КК по сравнению 
с соответствующим контролем. Смесь Хит-КК + 
+ B. subtilis 47 значительно снижала активность 
СОД по сравнению с инфицированными кон-
трольными растениями при оптимальном увлажне-
нии и не изменяла активности СОД в сравнении с 
применением Хит-КК и инфицированными расте-
ниями в условиях водного дефицита (рис. 4б). 

При применении Хит-КК и Хит-КК + B. subtilis 
47 активность ПО снизилась у здоровых растений 
в оптимальных условиях увлажнения. Водный де-
фицит вызывал снижение активности у необрабо-
танных растений, но Хит-КК и особенно Хит-КК +  
+ B. subtilis 47 активировали ПО у здоровых расте-
ний в данных условиях выращивания. 

Заражение растений YВК при оптимальном ув-
лажнении снизило активность ПО по сравнению 
со здоровыми растениями. Применение Хит-КК 
активировало ПО на 26,5%, Хит-КК + B. subtilis 
47 значительно снижали активность ПО как по 
сравнению с инфицированными контрольными, 
так и здоровыми растениями. Активность ПО не 
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Рис. 4. Влияние обработок (I‒IV) на содержание пероксида водорода (а), активность СОД (б) и активность перок-
сидазы (в) в листьях здоровых и зараженных YВК растений картофеля в оптимальных условиях увлажнения и при 
водном дефиците в почве: I – контроль; II – обработка Хит-КК; III – обработка Хит-КК + B. subtilis 47. 
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изменилась у инфицированных необработанных 
растений в условиях водного дефицита, но уве-
личивалась при воздействии Хит-КК на инфици-
рованные растения. Применение смеси бактерий 
и Хит-КК снижало активность ПО в сравнении с 
применением Хит-КК и инфицированными расте-
ниями в условиях водного дефицита (рис. 4в).

Обработка Хит-КК снижала активность АПО и 
ГР у здоровых растений в оптимальных условиях ув-
лажнения, а смесь Хит-КК + B. subtilis 47, напротив, 
повышала активность ГР и АПО. Недостаточное 
почвенное влагообеспечение вызывало повышение 
активности ГР и снижение активности АПО у неин-
фицированных растений. Обе обработки снижали 

активность АПО, Хит-КК повышал активность ГР, 
а Хит-КК + B. subtilis 47 не оказывали существенно-
го влияния на эти показатели при водном дефиците. 
Инфицирование растений значительно повышало 
активность АПО и ГР по сравнению со здоровы-
ми растениями как в оптимальных, так и в стрес-
совых условиях. Применение Хит-КК повышало 
активность АПО и ГР на 27,2% и в 2,3 раза соответ-
ственно относительно инфицированного контроля, 
но Хит-КК + B. subtilis 47 значительно снижали эти 
показатели. В условиях вирусного заражения и во-
дного дефицита в случае применения Хит-КК вы-
явлена тенденция к снижению АПО и ГР, а смесь 
Хит-КК + B. subtilis 47 снижала АПО, но увеличива-
ла ГР (рис. 5а, б).
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Рис. 5. Влияние обработок (I‒III) на активность АПО (а) и ГР (б) в листьях здоровых и зараженных YВК растений 
картофеля в оптимальных условиях увлажнения и при водном дефиците в почве: I – контроль; II – обработка Хит-
КК; III – обработка Хит-КК + B. subtilis 47.
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Таким образом, в условиях водного дефицита 
уровень пероксида водорода не изменился у здоро-
вых растений, обработанных конъюгатом Хит-КК, 
но был заметно ниже у растений, обработанных 
Хит-КК + B. subtilis 47 (рис. 4а), что сопровождалось 
накоплением пролина и ФС, активацией СОД, ПО, 
ПФО, но снижением активность АПО. 

Через 14 дней после заражения в ярусе листьев 
растений, расположенном над инокулированными 
YВК листьями, была установлена положительная 
реакция на вирус. В листьях регистрировали сни-
жение уровня пероксида водорода по сравнению со 
здоровыми растениями. Максимальное снижение 
наблюдалось у растений, подвергшихся комбини-
рованному стрессу, но отмечено значительное на-
копление низкомолекулярных антиоксидантов и 
повышение активности ПФО, АПО и ГР было по-
казано как при оптимальном почвенном увлажне-
нии, так и в условиях водного дефицита (рис. 3–5). 

Обнаруженное сниженное содержание титра ви-
руса при обработке растений Хит-КК в инфициро-
ванных листьях картофеля на 23.7 и 16.3% (рис. 2) 
в условиях оптимального увлажнения и дефицита 
влаги в почве соответственно сопровождалось под-
держанием пероксида водорода на уровне заражен-
ного контроля в оптимальных условиях или повы-
шением на 20,2% при комбинированном стрессе 
(рис. 4а). При этом активность СОД оставалась на 
уровне контроля (рис. 4б), но определяемая актив-
ность ПО была выше значений соответствующе-
го контроля (рис. 4в). Авторы [43, 44] указывают, 
что мобильные формы пероксидаз могут функци-
онировать не только как H2O2-скавенджеры, но и 
могут катализировать образование АФК, способ-
ствующих запуску окислительного стресса при 
формировании СПУ на воздействие неблагопри-
ятного фактора. Активность АПО и ГР увеличива-
лась (рис. 5а, б) в зараженных листьях при обра-
ботке Хит-КК в оптимальных условиях увлажне-
ния, но в случае комбинированного стресса АПО 

и ГР оставались на уровне соответствующего кон-
троля (рис. 5а, б).

В настоящем исследовании смесь Хит-КК +  
+ B. subtilis 47 была менее эффективна по сравне-
нию с Хит-КК и снижала степень заражения только 
при дефиците влаги в почве. Обработка Хит-КК + 
+ B. subtilis 47 снижала уровень пероксида водоро-
да в зараженных листьях в оптимальных условиях 
увлажнения, но его значения оставались на уровне 
соответствующего контроля у обработанных расте-
ний, подвергшихся водному дефициту. Смесь Хит-
КК + B. subtilis 47 в отличие от контроля и обра-
ботки только Хит-КК значительно ингибировала 
активность антиоксидантных ферментов в зара-
женных растениях при оптимальном увлажнении. 
Вероятно, низкое содержание пероксида водорода 
и, вероятно, связанное с этим уменьшение актив-
ности СОД, ПО и ферментов аскорбат-глутатио-
ногово цикла при воздействии Хит-КК+B. subtilis 
47 вызвано синергетическим антистрессовым эф-
фектом смеси, ингибирующим образование АФК. 
Однако снижение Н2О2 и активности ферментов 
коррелировало с отсутствием устойчивости у таких 
растений к вирусному патогену. 

Продуктивность обработанных растений кар-
тофеля определяли по массе и количеству ми-
ни-клубней, полученных в 1 контейнере (табл. 2).

Максимальное количество мини-клубней и их 
общей массы были получены при обработке рас-
тений конъюгатом Хит-КК: увеличение составило 
24.1–24.5% и 13.3–13.8% по сравнению с контро-
лем в оптимальных условиях увлажнения и при 
водном дефиците соответственно. При приме-
нении смеси Хит-КК с B. subtilis 47 наблюдалась 
тенденция к увеличению продуктивности, но до-
стоверных различий не установлено. Примене-
ние конъюгата Хит-КК на зараженных растениях 
в оптимальных условиях увлажнения увеличива-
ло массу мини-клубней, но не их количество. На-
против, смесь конъюгата Хит-КК с бактериями 

Таблица 2. Влияние YВК и смеси Хит-КК+B. subtilis 47на массу и количество мини-клубней, полученных при 
оптимальном увлажнении почвы и водном дефиците 

Вариант опыта
Здоровые растения Инфицированные YВК растения

оптимальное 
увлажнение

водный 
дефицит

оптимальное 
увлажнение

водный 
дефицит

Масса мини-клубней, г/ контейнер
Контроль 151.9 ± 8,9a 62.1 ± 0,9c 138.8 ± 2,7e 64.8 ± 2,61c

Хит-КК 188.5 ± 10,4b 73.4 ± 1,8d 155.5 ± 2,4a 55.1 ± 3,03g

Хит-КК+B.subtilis 47 161.8 ± 9,9a 69.6 ± 4,0d 110.4 ± 7,1f 57.5 ± 3,71g

Количество мини-клубней, шт./ контейнер
Контроль 37.5 ± 1.5a 39.0 ± 0.60a 35.0 ± 2.0ad 32.7 ± 0.9d

Хит-КК 42.5 ± 1.5bc 44.0 ± 0.6c 37.7 ± 1.2a 31.3 ± 0.9d

Хит-КК+B.subtilis 47 39.0 ± 1.6a 36.3 ± 1.9a 40.7 ± 1.5ab 28.7 ± 1.3e
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увеличивала количество мини-клубней, но сни-
жала их массу. При комбинированном стрессе об-
работка конъюгатом Хит-КК как отдельно, так и в 
смеси с B. subtilis 47 снижала продуктивность ми-
ни-клубней картофеля.

Таким образом, обнаружено, что применение 
Хит-КК значительно снижало уровень инфициро-
ванности YВК растений картофеля, выращенных в 
оптимальных условиях увлажнения и условиях де-
фицита влаги в почве и способствовало увеличению 
массы мини-клубней картофеля при оптимальном 
увлажнения. Поддержание выработки пероксида 
водорода, изменение уровня пролина и фенольных 
соединений и активация пероксидазы и ферментов 
аскорбат-глутатионового цикла под действием Хит-
КК может быть решающим фактором поддержания 
устойчивости растений картофеля к Y вирусу. Смесь 
Хит-КК + B. subtilis 47 в исследуемой концентрации 
не обеспечивала эффективного подавления Y-ви-
русной инфекции в листьях картофеля в условиях 
оптимальной влажности почвы, что, вероятно, обу-
словлено низкой активностью компонентов антиок-
сидантной системы. Она вызывала снижение про-
дуктивности мини-клубней в изучаемых условиях 
выращивания. Выращивание зараженных растений 
в условиях водного дефицита приводило к снижению 
уровня АФК, в то время как обработка Хит-КК + 
+ B. subtilis 47 минимизировала развитие YВК, вызы-
вая адаптационные изменения в прооксидантно-ан-
тиоксидантном равновесии растительной клетки.
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Effect of Chitosan-Caffeic Acid Conjugate and Bacillus subtilis Bacteria  
on the Protective Reactions in PVY-Infected Plants Under Soil Water Deficit 

J. N. Kalatskajaа, *, L. G. Yarullinab, N. A. Yalouskayaa, G. F. Burkhanovab,  
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The effect of chitosan-caffeic acid (Ch-CA) conjugate separately and in combination with a mixture of Bacillus 
subtilis 47 on the plant defense against PVY under optimal hydration and water deficit in soil was evaluated. The 
treatments of Ch-CA and Ch-CA+B. subtilis 47 on healthy potato plants under optimal soil moisture conditions 
demonstrated the accumulation of proline and phenolic compounds, as well as the activation of PPO, which 
collectively led to an increase in the nonspecific plant defenses. The application of Ch-CA resulted in a reduction 
of PVY infection in potato plants grown under both optimal and soil moisture-deficient conditions and led to an 
increase the potato mini-tuber’s mass. The combination of B. subtilis 47 and Ch-CA proved effective in reducing 
the infection level exclusively under conditions of soil water deficit. It has been demonstrated that the primary 
factor influencing the development of resistance in potato plants to PVY under moisture-limiting conditions is 
associated with an elevated peroxidase activity and alterations in antioxidant activity within plant tissues.

Keywords: Solanum tuberosum L., Potato virus Y (PVY), Bacillus subtilis 47, conjugate, caffeic acid, soil water 
deficiency, pro-/antioxidant system, productivity of mini-tubers
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Нейродегенеративные заболевания представ-
ляют собой третью по распространенности груп-
пу патологий человека в мире [1]. Одной из ча-
стых причин возникновений данных нарушений 
нервной деятельности является повышенная ак-
тивность митохондриальных моноаминоксидаз 
(МАО), участвующих в процессах окислительного 
дезаминирования биогенных аминов (серотонина, 
адреналина, допамина и других), что может при-
водить к депрессии, тревожным расстройствам, а 
также болезни Альцгеймера и Паркинсона [2]. Для 
коррекции данного типа нарушений применяются 
ингибиторы МАО, предотвращающие разрушение 
моноаминных нейротрансмиттеров и повышаю-
щие тем самым их доступность. В настоящее вре-
мя для этой цели применяются различные синтети-
ческие ингибиторы МАО (коргилин, L-депренил, 
разагинил), которые, несмотря на свою эффектив-
ность, обладают побочными эффектами, включая 
гипертензию, расстройства пищеварения, бессон-
ницу, сонливость, головокружение и головные 
боли [3]. В ходе поисковых исследований было 
выявлено, что природные флавоноиды обладают 

способностью ингибировать МАО изоформ А 
(МАО-А) и В (МАО-В), не обладая негативны-
ми эффектами синтетических лекарств [4]. Среди 
множества известных флавоноидов, наибольший 
интерес представляют флавоны, широко представ-
ленные в растениях семейства Lamiaceae, в част-
ности производные акацетина, обнаруженные в 
Agastache rugosa (Fisch. & C.A. Mey.) Kuntze и оха-
рактеризованные как эффективные ингибиторы 
МАО-А и МАО-В [5]. 

В России наиболее распространенным видом 
рода Agastache является Agastache foeniculum (Pursh) 
Kuntze (син. Lophanthus anisatus (Nutt.) Benth.), для 
которого известно около 10 сортов, зарегистриро-
ванных в Государственном реестре селекционных 
достижений, широко применяемых с лекарствен-
ной и пищевой целью [6]. Сведения о химическом 
составе A. foeniculum ограничены данными о при-
сутствии некоторых флавоноидов в сырье из Румы-
нии [7]. Ранее было показано, что данный вид со-
держит акацетин 7-О-глюкозид и некоторые другие 
флавоны [8], однако  углубленных исследований 
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метаболитов не проводились. В этой связи пред-
ставляло интерес изучить состав фенольных соеди-
нений A. foeniculum сорта Франт, который наиболее 
распространен в России в качестве высокопродук-
тивного медоносного растения [9]. 

Цель работы – изучить фенольные соединения 
надземной части A. foeniculum, культивируемого в 
России, выделить основные флавоноиды, опреде-
лить их количественное содержание и изучить их 
влияние на МАО-А и МАО-В.

МЕТОДИКА

Общие экспериментальные условия. Цветки и ли-
стья A. foeniculum (сорт Франт; ООО “Селекцион-
ная фирма Гавриш”, Россия) были собраны в экс-
периментальном тепличном хозяйстве Института 
общей и экспериментальной биологии СО РАН 
(Республика Бурятия, Россия) и высушены при 
40°С до влажности <5% в конвекционном сушиль-
ном шкафу ПРО ШСП-У 35/150-120 (ООО “Но-
вые технологии”, Россия). Для колоночной хро-
матографии использовали полиамид, нормально- 
(SiO2) и обращено-фазовый силикагель (ОФ-SiO2) 
Сефадекс LH-20 (“Sigma-Aldrich”, США). Спектры 
поглощения в ультрафиолетовой области (УФ) ре-
гистрировали для растворов в метаноле на спек-
трофотометре СФ-2000 (“ОКБ Спектр”, Россия), 
масс-спектры – на TQ-масс-спектрометре LCMS-
8050 (“Shimadzu”, Япония) [10], спектры ЯМР – на 
спектрометре VXR 500S (“Varian”, США). Препара-
тивную высокоэффективную жидкостную хрома-
тографию (ПВЭЖХ) осуществляли на жидкостном 
хроматографе LC-20 Prominence (“Shimadzu”, Япо-
ния), снабженном колонкой Shim-pak PREP-ODS 
(20 мм × 250 мм × 15 мкм, “Shimadzu”, Япония) и 
фотодиодным детектором SPD-M30A (“Shimadzu”, 
Япония), при скорости – 1.0 мл/мин и температуре 
колонки 20°С. 

Экстракты из высушенных цветков и листьев 
A. foeniculum получали в аппарате Сокслета после 
исчерпывающей экстракции изопропанолом. Вы-
ход изопропанольных экстрактов, от массы воз-
душно-сухого сырья: цветки 35.2%, листья – 22.6%.

Выделение соединений из A. foeniculum. Изо-
пропанольный экстракт из цветков A. foeniculum 
экстрагировали хлороформом в аппарате Соксле-
та. После этого остаток экстракта переносили на 
полиамид для колоночной хроматографии (10 кг), 
промывали водой, 70%-ным этанолом и 0.5%-ным 
раствором аммиака в 90%-ном этаноле и после 
удаления растворителей были получены фракции 
ТФЭ-1, фракция ТФЭ-2 и фракция ТФЭ-3, со-
ответственно [11]. Для выделения индивидуаль-
ных соединений фракции ТФЭ-2 (500 г) и ТФЭ-3 
(550 г) хроматографировали методом флэш-хрома-
тографии на Сефадексе LH-20 (2 × 90 см, элюент 

– этанол–вода 90 : 10 → 50 : 50), ОФ-SiO2 (2 × 40 см, 

элюент вода–ацетонитрил 80 : 20 → 20 : 80) и SiO2 
(3 × 40 см, элюент этилацетат–этанол 100 : 0 → 60 : 
40). Соединения с близкими временами удержива-
ния разделяли, используя ПВЭЖХ в градиентном 
режиме. Элюент I – вода, элюент II – ацетонитрил; 
программа элюирования: 0–15 мин 10–30% I в II, 
15–80 мин 30–70% I в II, 80–120 мин 70–100% I в II. 

Гидролиз. Кислотный гидролиз соединений I–
VI в 2 М ТФУ и последующий анализ продуктов 
гидролиза проводили как описано ранее [12]. Де-
зацилирование соединений I–VI осуществляли в 
среде 0.3%-ного NaOH по известной методике [13].

Биологическая активность. Исследование влия-
ния экстрактов листьев и цветков A. foeniculum и 
индивидуальных соединений на активность мо-
ноаминооксидаз (рекомбинантная моноаминоок-
сидаза А и В человека, КФ 1.4.3.4, “Sigma-Aldrich” 
США) осуществляли с использованием флуори-
метрического метода [14]. Толоксатон и паргилин 
применялись в качестве веществ сравнения (“Sig-
maAldrich”, США). Ингибиторная активность вы-
ражалась величиной IC50 (концентрация, вызыва-
ющая 50% ингибирование активности фермента) 
в мкг/мл, которую определяли графически после 
построения зависимости ингибиторной активно-
сти от концентрации.

Высокоэффективная хроматография с диодно-ма-
тричным и масс-спектрометрическим детектировани-
ем с ионизацией электрораспылением (ВЭЖХ-ДМД-
ИЭР-МС). Анализ осуществляли на жидкостном 
хроматографе LCMS-8050 (“Shimadzu”, Япония), 
соединенном с диодно-матричным детектором 
(ДМД) и 3Q-детектором с ионизацией электро-
распылением (ИЭР/МС), используя колонку Re-
proSil-Pur 120 C18-AQ (250 мм × 4,6 мм × 5 мм; 

“Dr. Maisch GmbH”, Германия). Условия ВЭЖХ: 
подвижная фаза, элюент A – вода, элюент В – 
ацетонитрил. Программа градиента – 0–20 мин 
2–80% B, 20–30 мин 80–100% B, 30–35 мин 100% 
B, 35–40 мин 100–2% B; инжектируемый объем – 
1 мкл; скорость потока – 1 мл/мин, температура 
колонки  – 30°C; диапазон сканирования спек-
тров поглощения – 200–600 нм. Условия ИЭР/
МС: режим ионизации – электрораспыление, по-
ложительная ионизация; температура интерфейса 
ИЭР – 300°C; температура линии десольватации – 
250°C; температура нагревательного блока – 400°C; 
скорость газа-распылителя (N2) – 3 л/мин; скорость 
газа-нагревателя (воздух) – 10 л/мин; давление 
газа, используемого для диссоциации, индуцируе-
мой соударением (CID газ, Ar) – 270 кПa; скорость 
Ar – 0.3 мл/мин; напряжение на капилляре – 3 кВ; 
диапазон сканирования масс (m/z) 100–1900. Для 
построения градуировочных графиков серию раз-
ведений веществ сравнения (1–100 мкг/мл) хрома-
тографировали в описанных выше условиях триж-
ды для каждой концентрации вещества. По полу-
ченным данным строили градуировочные графики 
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в координатах “концентрация, мкг/мл – площадь 
пика” с применением пакета программ Advanced 
Grapher ver. 2.2 (“Alentum Software, Inc.”, США).

Статистический анализ проводили с использо-
ванием однофакторного дисперсионного анализа 
(ANOVA). Значимость различий средних определя-
ли с помощью многорангового теста Дункана. От-
личия при р < 0.05 считались статистически зна-
чимыми. Данные представлены в виде среднего из 
трех (количественный анализ) и пяти (биологиче-
ская активность) определений ± среднеквадратич-
ное отклонение (S.D.).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для определения биологически активных ком-
понентов цветков A. foenicilum изопропанольный 
экстракт (2.64 кг) предварительно обезжиривали 
хлороформом, после чего фракционировали на по-
лиамиде, что позволило получить фракции, в кото-
рых сконцентрированы нефенольные гидрофиль-
ные компоненты (фракция ТФЭ-1, 810 г), неацили-
рованные фенольные соединения (фракция ТФЭ-2, 
550 г) и фенольные кислоты и ацилированные 
флавоноиды (фракция ТФЭ-3, 570 г). Фракции, 
содержание фенольные компоненты подвергали 
хроматографическому разделению на Сефадексе 
LH-20, обращено- и нормально-фазовом силика-
геле, и очистке с применением ПВЭЖХ. В резуль-
тате были выделены флавоноиды i–xiv – акацетин 
7-О-глюкозид (25 г; i) и акацетин (7 г; ii), лютеолин 
7-О-(6''-О-ацетил)-глюкозид (10 мг; iii), апигенин 
7-О-(2''-О-ацетил)-глюкозид (25 мг; iv), диосметин 
7-О-(6''-О-ацетил)-глюкозид (7.5 г; v), апигенин 
7-О-(6''-О-ацетил)-глюкозид (18 г; vi), апигенин 

7-О-(3''-О-ацетил)-глюкозид (30 мг; vii), апигенин 
7-О-(4''-О-ацетил)-глюкозид (45 мг; viii), акаце-
тин 7-О-(6''-О-малонил)-глюкозид (21 г; ix), ака-
цетин 7-О-(2''-О-ацетил)-глюкозид (40 мг; x), ака-
цетин 7-О-(6''-О-ацетил)-глюкозид (20 г; xi), ака-
цетин 7-О-(2''-О-ацетил-6''-О-малонил)-глюкозид 
(125 г; xii), акацетин 7-О-(3''-О-ацетил-6''-О-мало-
нил)-глюкозид (1 г; xiii) и лютеолин 7,4'-диметило-
вый эфир (520 мг; xiv) (рис. 1), а также 6 новых сое-
динений – I (220 г), II (50 мг), III (3.5 г), IV (35 мг), 
V (5 г) и VI (14 г), идентифицированные по данным 
спектроскопии УФ, масс-спектрометрии (табл. 1) и 
ЯМР 1Н (табл. 2) и 13С (табл. 3) [15, 16]. 

В масс-спектрах соединений I–VI были отме-
чены ионы, указывающие на присутствие одного 
(m/z 531 → 445; у I и II) или двух фрагментов мало-
новой кислоты (m/z 617 → 531, 445; у III и IV), ук-
сусной и малоновой кислот (m/z 573 → 531, 487, 445; 
у V и VI), а также фрагмента гексозы (m/z 445 → 283; 
у I–VI) (табл. 1, рис. 2) [18]. Для определения при-
роды агликона и углеводного остатка соединения 
I–VI подвергали гидролизу в среде 2 М ТФУ, по-
сле чего были идентифицированы акацетин (4'-ме-
токси-апигенин) и D-глюкоза в соотношении 1 : 1. 
Форма УФ-спектров всех соединений указывала на 
замещение агликона по положению С-7, что харак-
терно для производных акацетин 7-О-глюкозида 
(тилианина) (табл. 1) [17]. Это было подтверждено 
результатами щелочного дезацилирования соеди-
нений, приводившему к образованию тилианина. 
Данные спектроскопии ЯМР для всех изученных 
соединений были близки к таковым тилианина [19], 
но содержали сигналы, обусловленные влиянием 
фрагментов малоновой (δН 2.52–2.57; δС 42.0–42.4, 

Рис. 1. Строение известных флавоноидов i–xiv, выделенных из A. foenicilum: Ac – ацетил, Mal – малонил.
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167.5–168.2, 168.7–170.5) и уксусной кислот (δН 
2.09–2.11; δС 20.3–20.4, 169.4–169.6) [20] (табл. 2, 3). 

Локализацию ацильных групп определяли по 
данным одно- и двумерной спектроскопии ЯМР 
(табл. 2, 3, рис. 3). Сравнительный анализ спек-
тров тилианина и I выявил наличие сдвига в сла-
бое поле сигнала С-2'' глюкозы (δС 72.8 → 72.5) и 
сильнопольные сдвиги сигналов соседних атомов 
С-1'' (δС 100.2 → 96.8) и С-3'' (δС 77.3 → 73.8) [15]. 
В спектре HMBC выявлены корреляции между 

сигналами Н-2'' (δН 4.89) и малонильным карбо-
нилом (δС 168.2), что указывало на наличие заме-
щения по положению С-2'' глюкозы и позволило 
описать строение I, как акацетин 7-О-(2''-О-ма-
лонил)-β-D-глюкопиранозида. У флавона II отме-
чены сдвиги в слабое поле сигнала С-4'' глюкозы 
(δС 70.2 → 72.7), а в спектре HMBC присутствовали 
корреляции между Н-4'' (δН 4.73) и малонильным 
карбонилом (δС 168.0), что возможно для акацетин 
7-О-(4''-О-малонил)-β-D-глюкопиранозида. Ра-
нее имелись сведения только об одном малонате 

Таблица 1. Молекулярная формула, данные УФ и масс-спектров соединений I–VI

№ соед. Показатель Значение

I Формула C25H24O13

УФ-спектр, λmax, нм 268, 332

HR-ESI-MS, m/z 531.431 [M–Н]– (расч. 531.446 для C25H23O13 [M–Н]–)

ESI-MS, m/z (%) 531 (61) [M–Н]–, 445 (100) [(M–Н)–малонил]–,  
283 (5) [(M–Н)–малонил–глюкоза]–

II Формула C25H24O13

УФ-спектр, λmax, нм 267, 332

HR-ESI-MS, m/z 531.362 [M–Н]– (расч. 531.446 для C25H23O13 [M–Н]–)

ESI-MS, m/z (%) 531 (60) [M–Н]–, 445 (100) [(M–Н)–малонил]–,  
283 (2) [(M–Н)–малонил–глюкоза]–

III Формула C28H26O16

УФ-спектр, λmax, нм 270, 330

HR-ESI-MS, m/z 617.301 [M–Н]– (расч. 617.492 для C28H25O16 [M–Н]–)

ESI-MS, m/z (%) 617 (72) [M–Н]–, 531 (23) [(M–Н)–малонил]–, 445 (100)  
[(M–Н)–2×малонил]–, 283 (4) [(M–Н)–2×малонил–глюкоза]–

IV Формула C27H26O14

УФ-спектр, λmax, нм 269, 333

HR-ESI-MS, m/z 573.196 [M–Н]– (расч. 573.483 для C27H25O14 [M–Н]–)

ESI-MS, m/z (%)
573 (52) [M–Н]–, 531 (14) [(M–Н)–ацетил]–,  
487 (9) [(M–Н)–малонил]–, 445 (100) [(M–Н)–ацетил–малонил]–,  
283 (4) [(M–Н)–ацетил–малонил–глюкоза]–

V Формула C28H26O16

УФ-спектр, λmax, нм 270, 331

HR-ESI-MS, m/z 617.254 [M–Н]– (расч. 617.492 для C28H25O16 [M–Н]–)

ESI-MS, m/z (%) 617 (70) [M–Н]–, 531 (20) [(M–Н)–малонил]–, 445 (100)  
[(M–Н) –2×малонил]–, 283 (5) [(M–Н)–2×малонил–глюкоза]–

VI Формула C27H26O14

УФ-спектр, λmax, нм 269, 332

HR-ESI-MS, m/z 573.207 [M–Н]– (расч. 573.483 для C27H25O14 [M–Н]–)

ESI-MS, m/z (%)
573 (50) [M–Н]–, 531 (12) [(M–Н)–ацетил]–,  
487 (5) [(M–Н)–малонил]–, 445 (100) [(M–Н)–ацетил–малонил]–,  
283 (2) [(M–Н)–ацетил–малонил–глюкоза]–
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тилианина – акацетин 7-О-(6''-О-малонил)-глюко-
зиде, выделенном из травы A. rugosa полностью [15].

Дималонильные эфиры тилианина III и IV 
представляли собой акацетин 7-О-(2'',6''-ди-О-ма-
лонил)-β-D-глюкопиранозид и акацетин 
7-О-(4'',6''-ди-О-малонил)-β-D-глюкопиранозид 
соответственно. На это указывали сдвиги в слабое 
поле сигналов С-2'' (δС 72.8 → 73.4) и С-6'' (δС 60.2 → 
64.6) у III и С-4'' (δС 70.2 → 72.9) и С-6'' (δС 60.2 → 
64.5) у IV [21], а также взаимные корреляции в 
спектрах HMBC. Данные о природных или синте-
тических дималонатах тилианина отсутствуют. 

Два ацетат-малоната тилианина были иден-
тифицированы как акацетин 7-О-(2''-О-мало-
нил-6''-О-ацетил)-β-D-глюкопиранозид (V) и ака-
цетин 7-О-(4''-О-ацетил-6''-О-малонил)-β-D-глю-
копиранозид (VI) на основании сдвигов в 
слабое поле сигналов С-2'' (δС 72.8 → 73.2) и С-6'' 
(δС 60.2 → 65.3) у V и С-4'' (δС 70.2 → 73.2) и С-6'' 
(δС 60.2 → 64.3) у VI и данных спектров HMBC. Из-
вестные ацетил-малонил тилианины – акацетин 
7-О-(2''-О-ацетил-6''-О-малонил)-глюкозид и ака-
цетин 7-О-(3''-О-ацетил-6''-О-малонил)-глюкозид, 
были обнаружены ранее только в A. rugosa [15]. Но-
вым соединениям были даны названия агастозид А 
(I), В (II), C (III), D (IV), E (V) и F (VI).

Рис. 2. Масс-спектры соединений I (а), II (б) и III (в): Ac – ацетил, Mal – малонил.

(а)

(б)

(в)
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Дополнительные сведения о компонентах A. foe-
nicilum были получены в ходе ВЭЖХ-ДМД-ИЭР-
МС профилирования экстрактов из цветков и 
листьев данного растения (рис. 4). В результате 
было установлено присутствие 40 соединений, в 
том числе 35 – в цветках и 34 – в листьях (табл. 4). 
Кроме выделенных флавоноидов в цветках A. foe-
nicilum после сравнения спектральных данных с 
таковыми известных веществ было установлено 
присутствие 8 производных кофейной кислоты, 
включая 3-О- (5), 4-О- (1), 5-О- (4), 3,4-ди-О- (14), 
3,5-ди-О- (17), 4,5-ди-О-кофеилхинные кислоты 
(20), розмариновую кислоту (12) и литоспермовую 
кислоту В (18), а также апигенин 7-О-глюкозида 
(7) и нарингенин 7-О-глюкозида (9). 

Природа пяти соединений (26, 31, 32, 36, 39) 
была установлена предварительно на основании 
УФ- и масс-спектральных данных в виде аци-
лированных гликозидов тилианина. Соедине-
ние 26 давало депротонированный ион с m/z 531, 

последовательно распадавшийся до ионов с m/z 
445 и 283, что характерно для моно-малонатов ти-
лианина [15]. Из четырех возможных эфиров ти-
лианина с замещением по положениям С-2'', С-3'', 
С-4'' и С-6'', присутствие трех уже установлено в 
A. foenicilum (2''-О-малонил 23, 4''-О-малонил 27, 
6''-О-малонил 24), что указывало на наиболее ве-
роятное строение 26 в виде пока не охарактеризо-
ванного 3''-О-малонильного эфира тилианина. 

Четыре изомерных флавона 31, 32, 36 и 39 были 
идентифицированы как тилианин ди-О-малона-
ты, так как масс-спектры содержали набор ио-
нов с m/z 617, 531, 445 и 283, сходный с таковым у 
соединений 28 и 33. Из шести возможных соеди-
нений, замещенных по С-2'',3''; С-2'',4''; С-2'',6''; 
С-3'',4''; С-3'',6'' и С-4'',6'', известны лишь акацетин 
7-О-(2'',6''-ди-О-малонил)-глюкозид (28) и акаце-
тин 7-О-(4'',6''-ди-О-малонил)-глюкозид (33), опи-
санные в данной работе, что указывает на существо-
вание еще четырех новых изомерных флавоноидов. 

Таблица 2. Сигналы спектров ЯМР 1Н (500 МГц, ДМСО-d6, 333 K, dH, м.д., J/Гц) соединений I–VI

№ 
соединения dH

I

Акацетин – 6.98 (1H, с; H-3), 6.42 (1H, д, J = 2.0 Гц; H-6), 6.83 (1H, д, J = 2.0 Гц; H-8), 8.11 (2H, д,  
J = 9.0 Гц; H-2′, H-6′), 7.10 (2H, д, J = 9.0 Гц; H-3′, H-5′), 3.82 (3H, с; 4′-CH3O); 7-O-β-D-

-глюкопираноза – 5.43 (1H, д, J = 7.6 Гц; H-1′′), 4.89 (1H, м; H-2′′), 3.58 (1H, м; H-3′′), 3.47 (1H, 
м; H-4′′), 3.53 (1H, м; H-5′′), 3.73 (1H, дд, J = 11.8, 5.2 Гц; H-6′′A), 3.90 (1H, д, J = 11.8 Гц; H-6′′B); 
2′′-O-малонил – 2.52 (2H, с; OC-CH2-COOH)

II

Акацетин – 6.99 (1H, с; H-3), 6.10 (1H, д, J = 1.8 Гц; H-6), 6.80 (1H, д, J = 1.8 Гц; H-8), 8.09 (2H, д,  
J = 8.9 Гц; H-2′, H-6′), 7.11 (2H, д, J = 8.9 Гц; H-3′, H-5′), 3.85 (3H, с; 4′-CH3O); 7-O-β-D-

-глюкопираноза – 5.25 (1H, д, J = 7.8 Гц; H-1′′), 3.72 (1H, м; H-2′′), 3.62 (1H, м; H-3′′), 4.73 (1H, 
м; H-4′′), 3.58 (1H, м; H-5′′), 3.75 (1H, дд, J = 12.0, 5.0 Гц; H-6′′A), 3.94 (1H, д, J = 12.0 Гц; H-6′′B); 
4′′-O-малонил– 2.54 (2H, с; OC-CH2-COOH)

III

Акацетин – 6.96 (1H, с; H-3), 6.40 (1H, д, J = 2.0 Гц; H-6), 6.82 (1H, д, J = 2.0 Гц; H-8), 8.09 (2H, д,  
J = 9.0 Гц; H-2′, H-6′), 7.08 (2H, д, J = 9.0 Гц; H-3′, H-5′), 3.81 (3H, с; 4′-CH3O); 7-O-β-D-

-глюкопираноза – 5.45 (1H, д, J = 7.6 Гц; H-1′′), 4.92 (1H, м; H-2′′), 3.57 (1H, м; H-3′′), 3.50 (1H, 
м; H-4′′), 3.72 (1H, м; H-5′′), 4.35 (1H, дд, J = 11.9, 5.8 Гц; H-6′′A), 4.62 (1H, д, J = 11.9 Гц; H-6′′B); 
2′′-O-малонил – 2.52 (2H, с; OC-CH2-COOH); 6′′-O-малонил – 2.57 (2H, с; OC-CH2-COOH)

IV

Акацетин – 6.95 (1H, с; H-3), 6.42 (1H, д, J = 1.9 Гц; H-6), 6.84 (1H, д, J = 1.9 Гц; H-8), 8.10 (2H, д,  
J = 9.1 Гц; H-2′, H-6′), 7.12 (2H, д, J = 9.1 Гц; H-3′, H-5′), 3.83 (3H, с; 4′-CH3O); 7-O-β-D-

-глюкопираноза– 5.47 (1H, д, J = 7.6 Гц; H-1′′), 4.93 (1H, м; H-2′′), 3.55 (1H, м; H-3′′), 3.50 (1H, 
м; H-4′′), 3.73 (1H, м; H-5′′), 4.30 (1H, дд, J = 12.0, 5.6 Гц; H-6′′A), 4.58 (1H, д, J = 12.0 Гц; H-6′′B); 
2′′-O-малонил – 2.52 (2H, с; OC-CH2-COOH); 6′′-O-ацетил – 2.11 (3H, с; OC-CH3)

V

Акацетин – 6.95 (1H, с; H-3), 6.42 (1H, д, J = 2.1 Гц; H-6), 6.79 (1H, д, J = 2.1 Гц; H-8), 8.12 (2H, д,  
J = 8.8 Гц; H-2′, H-6′), 7.10 (2H, д, J = 8.8 Гц; H-3′, H-5′), 3.83 (3H, с; 4′-CH3O); 7-O-β-D-

-глюкопираноза – 5.25 (1H, д, J = 7.5 Гц; H-1′′), 3.70 (1H, м; H-2′′), 3.65 (1H, м; H-3′′), 4.82 (1H, 
м; H-4′′), 3.76 (1H, м; H-5′′), 4.38 (1H, дд, J = 11.8, 5.7 Гц; H-6′′A), 4.65 (1H, д, J = 11.8 Гц; H-6′′B); 
4′′-O-малонил – 2.54 (2H, с; OC-CH2-COOH); 6′′-O-малонил – 2.57 (2H, с; OC-CH2-COOH)

VI

Акацетин – 6.93 (1H, с; H-3), 6.40 (1H, д, J = 1.9 Гц; H-6), 6.82 (1H, д, J = 1.9 Гц; H-8), 8.14 (2H, д,  
J = 9.1 Гц; H-2′, H-6′), 7.09 (2H, д, J = 9.1 Гц; H-3′, H-5′), 3.81 (3H, с; 4′-CH3O); 7-O-β-D-

-глюкопираноза – 5.23 (1H, д, J = 7.8 Гц; H-1′′), 3.69 (1H, м; H-2′′), 3.62 (1H, м; H-3′′), 4.78 (1H, 
м; H-4′′), 3.79 (1H, м; H-5′′), 4.40 (1H, дд, J = 12.0, 5.7 Гц; H-6′′A), 4.69 (1H, д, J = 12.0 Гц; H-6′′B); 
4′′-O-ацетил – 2.09 (3H, с; OC-CH3); 6′′-O-малонил – 2.57 (2H, с; OC-CH2-COOH)
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Рис. 3. Строение углеводных фрагментов новых гликозидов акацетина I–VI. Стрелками указаны ключевые корре-
ляции в спектрах HMBC.

Хроматографический профиль листьев A. foeni-
cilum был близок к таковому цветков, но отличал-
ся присутствием 2-О- (2) и 3-О-кофеилтреоновых 
кислот (3), лютеолин 7-О-глюкозида (6) и двух его 
моноацетатов 10 и 11, а также отсутствием минор-
ных флавонов 7, 9, 31, 32, 36 и 39. Ранее в экстрак-
тах травы A. foenicilum, культивируемой в Румынии, 
были обнаружены 5-О-кофеилхинная кислота (4), 
лютеолин 7-О-глюкозид (6), апигенин 7-О-глю-
козид (7) и розмариновая кислота (12) [21], сле-
довательно 36 соединений (1–3, 5, 8–11, 13–40) 

обнаружены впервые у этого вида. Флавоноиды 15, 
22, 24, 25, 29, 34 и 35 были описаны как компонен-
ты A. rugosa и A. mexicana первый раз полностью, 
т.к. другой вид [7] в отличие от 29 оставшихся фе-
нольных соединений (1–3, 5, 8–11, 13, 14, 16–22, 
23, 26–28, 30–33, 36–40), впервые выявленных у 
представителей рода Agastache.

Данные количественного анализа свидетель-
ствовали о том, что содержание флавоноидов в 
цветках A. foenicilum (102.18 мг/г) в 4.7 раза выше 
такового в листьях (21.58 мг/г) (табл. 4). На долю 

Рис. 4. Хроматограмма (ВЭЖХ-ДМД, λ = 330 нм) экстракта цветков A. foenicilum и спектр поглощения гликозидов 
акацетина (на врезке). Номера соединений указаны как в табл. 4.
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Таблица 3. Сигналы спектров ЯМР 13C (125 МГц, ДМСО-d6, 330 K, δС, м.д.) соединений I–VI и акацетин 
7-О-глюкозида (AG)

С-атом I II III IV V VI AG

Акацетин

2 163.3 163.4 163.2 163.1 163.5 163.4 163.2
3 103.0 103.2 103.2 103.0 103.1 103.3 103.1
4 181.9 182.0 181.8 181.8 182.1 181.8 181.8
5 158.5 158.2 158.6 158.2 158.1 158.2 158.3
6 99.4 99.1 99.2 99.2 99.4 99.2 99.3
7 161.9 162.0 162.1 162.0 162.2 162.1 162.0
8 95.4 95.2 95.6 95.3 95.3 95.4 95.2
9 156.8 156.4 156.7 156.7 156.2 156.4 156.7

10 105.4 105.1 105.2 105.4 105.4 105.3 105.2
1' 122.4 122.5 122.0 122.2 122.4 122.0 122.5

2', 6' 128.4 128.4 128.2 128.5 128.4 128.1 128.3
3', 5' 114.4 114.2 114.4 114.6 114.5 114.4 114.0

4' 162.6 162.4 162.7 162.7 162.8 162.9 162.5
4'-CH3O 55.2 55.2 55.4 55.5 55.4 55.3 55.4

7-О-β-D-Глюкопираноза
1'' 96.8 100.1 96.5 100.2 96.4 100.1 100.2
2'' 73.5 72.7 73.4 72.5 73.2 72.4 72.8
3'' 73.8 76.2 73.9 76.0 73.8 75.8 77.3
4'' 70.3 72.7 70.7 72.9 70.9 73.2 70.2
5'' 76.2 75.1 75.3 74.8 75.0 74.7 76.4
6'' 60.3 60.3 64.6 64.5 65.3 64.3 60.2

Малонил
COO 168.2 168.0 167.5, 168.1 168.0, 168.2 168.3 167.5
CH2 42.0 42.2 42.0, 42.3 42.0, 42.3 42.1 42.4

COOH 170.6 170.3 168.7, 170.5 170.2, 170.5 170.5 168.7
Ацетил

CH3 20.4 20.3
COO 169.4 169.6

производных акацетина приходилось 94% от иден-
тифицированных флавоноидов цветков (96.32 
мг/г) и 82% от флавоноидов листьев (21.58 мг/г). 
Основными флавонами цветков были агастозид А 
(39.26 мг/г) и акацетин 7-О-(2''-О-ацетил-6''-О-ма-
лонил)-глюкозид (38.20 мг/г), а в листьях – ага-
стозид А (10.49 мг/г). Концентрация производных 
кофейной кислоты составила 57.62 и 33.43 мг/г со-
ответственно в цветках и листьях, в то время как 
общее содержание идентифицированных феноль-
ных соединений было 159.80 мг/г в цветках и 55.01 
мг/г в листьях, что значительно выше такового для 
Европейских сортов A. foenicilum (2.2–2.8 мг/г) [22].

Анализ биологической активности препара-
тов из A. foenicilum выявил, что экстракт цветков 
оказывал выраженное ингибиторное действие на 

МАО-А и МАО-В в дозе 50 мкг/мл (63.7% и 75.4% 
соответственно), в то время как экстракт листьев 
демонстрировал меньшую эффективность ингиби-
рования ферментов (10.3% и 15.8%).

Исследование влияния различных флавоноидов 
A. foenicilum на активность МАО-А и МАО-В показа-
ло, что неацилированные 7-О-глюкозиды флавоно-
идов демонстрировали либо слабую выраженность 
действия на ферменты (лютеолин 7-О-глюкозид) 
либо были неэффективны (гликозиды акацетина, 
апигенина, нарингенина и диосметина) (табл. 5). 
Наличие ацетильной группы в составе углеводно-
го фрагмента молекулы по положениям С-4'' и С-6'' 
приводило к значительному возрастанию способ-
ности соединений ингибировать ферменты (МА-
О-А/МАО-В: гликозиды акацетина 3.89/3.44 мкМ, 
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гликозиды апигенина 3.52–3.87/3.31–3.53 мкМ, 
гликозиды лютеолина 2.83/2.97 мкМ). Присутствие 
заместителя у С-2'' и С-3'' глюкозы не влияло на 
активность соединения. Сходный паттерн в про-
явлении активности был отмечен при введении с 
молекулу флавонов фрагмента малоновой кислоты, 
причем 4''-О-малонаты были более эффективны-
ми ингибиторами, чем 6''-О-малонаты. Агастозид В 
(акацетин 7-О-(4''-О-малонил)-глюкозид; 1.53 мкМ) 
оказывал большее ингибиторное влияние на актив-
ность МАО-А, чем вещество сравнения толоксатон 
(1.78 мкМ). Диацилированные гликозиды также 
ингибировали МАО-А и МАО-В, причем 2'',6''- и 
3'',6''-дизамещенные гликозиды были менее эффек-
тивными, чем соединения с 4'',6''-типом замещения. 
Так активность агастозида F (акацетин 7-О-(4''-О-а-
цетил-6''-О-малонил)-глюкозид) и D (акацетин 
7-О-(4'',6''-ди-О-малонил)-глюкозид) в отношении 
МАО-А/МАО-В составила 1.95/1.63 и 1.58/1.30 мкМ 
соответственно. Ранее было показано, что присут-
ствие малонильной группы у О-гликозилфлавонов 
по положению С-6'' может приводить к образова-
нию водородных связей между ацильным фраг-
ментом и участками молекулы ферментов (Cys172 и 
Ile477 у МАО-В) [5]. В настоящей работе впервые 
показано, что 4''-О-малонаты флавоноидов явля-
ются более активными ингибиторами МАО-А и 
МАО-В, чем их 6''-О-замещенные аналоги.

Учитывая высокое содержание ацилирован-
ных производных тилианина у A. foenicilum можно 

высказать предположение, что присутствие имен-
но этой группы соединений в экстрактах расте-
ния объясняет их способность ингибировать МАО. 
Дополнительно было изучено влияние некоторых 
нефлавоноидных соединений, обнаруженных в вы-
соких концентрациях в A. foenicilum, на активность 
МАО-А и МАО-В и установлено, что розмарино-
вая кислота, литоспермовая кислота В и 5-О-ко-
феилхинная кислота проявляли низкую выражен-
ность действия (IC50 > 50 мкМ).

Таким образом, проведенные исследования пока-
зали, что A. foenicilum является источником различ-
ных фенольных соединений, включая производные 
кофейной кислоты и флавоноиды. Среди последних 
особое внимание заслуживают ацилированные гли-
козиды акацетина, которые обладают способностью 
ингибировать активность МАО-А и МАО-В и могут 
рассматриваться как перспективные кандидаты для 
создания новых лекарственных средств. 

ФИНАНСИРОВАНИЕ. Исследование вы-
полнено при поддержке Министерства науки 
и высшего образования Российской Федера-
ции в рамках научного проекта FWSM-2021-0005 
(№121030100227-7).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ. 
В данной работе отсутствуют исследования челове-
ка или животных.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ. Авторы данной ра-
боты заявляют, что у них нет конфликта интересов.

Таблица 5. Показатель 50%-ого ингибирования МАО-А и МАО-В флавоноидами (гликозидами акацетина, 
апигенина, лютеолина) из A. foeniculum, IC50 ± S.D., мкМ*

Углеводный фрагмент

Агликон

акацетин апигенин лютеолин

МАО-А МАО-В МАО-А МАО-В МАО-А МАО-В
7-О-Glc > 50 > 50 > 50 > 50 12.8 ± 0.9† 10.7 ± 0.8††

7-О-(2''-O-Ac)-Glc > 50 > 50 > 50 > 50 – –
7-О-(3''-O-Ac)-Glc – – > 50 > 50 – –
7-О-(4''-O-Ac)-Glc – – 3.87 ± 0.24† 3.53 ± 0.23†† – –
7-О-(6''-O-Ac)-Glc 3.89 ± 0.29† 3.44 ± 0.25†† 3.52 ± 0.21† 3.31 ± 0.22†† 2.83 ± 0.22† 2.97 ± 0.21††

7-О-(2''-O-Mal)-Glc > 50 > 50 – – – –
7-О-(4''-O-Mal)-Glc 1.53 ± 0.11† 1.48 ± 0.10†† – – – –
7-О-(6''-O-Mal)-Glc 2.30 ± 0.17† 1.75 ± 0.12†† – – – –
7-О-(2''-O-Ac-6''-O-Mal)-Glc 2.35 ± 0.18† 1.96 ± 0.15†† – – – –
7-О-(3''-O-Ac-6''-O-Mal)-Glc 2.37 ± 0.18† 1.90 ± 0.15†† – – – –
7-О-(4''-O-Ac-6''-O-Mal)-Glc 1.95 ± 0.14 1.63 ± 0.11†† – – – –
7-О-(2''-O-Mal-6''-O-Ac)-Glc 3.95 ± 0.31† 3.59 ± 0.27†† – – – –
7-О-(2'',6''-O-Mal2)-Glc 2.79 ± 0.19 2.56 ± 0.21†† – – – –
7-О-(4'',6''-O-Mal2)-Glc 1.58 ± 0.09† 1.30 ± 0.09†† – – – –

* Вещества сравнения: толоксатон – IC50 МАО-А 1.78 ± 0.08 мкМ; паргилин – IC50МАО-В 0.15 ± 0.01 мкМ. Отличия 
достоверны в сравнении с показателями веществ сравнения († – толоксазон, †† – паргилин). 
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New Acacetin Glycosides and Other Phenolics from Agastache foeniculum  
and Their Influence on Monoamine Oxidase A and B

D. N. Olennikovа, * and N. I. Kashchenkoа

aInstitute of General and Experimental Biology SB RAS, Ulan-Ude, 670047 Russia 
*e-mail: olennikovdn@mail.ru

Monoamine oxidase (MAO) inhibitors are effective therapeutic agents for the treatment 
of  neurodegenerative diseases, and natural flavonoids found in Agastache species belong to them. 
In  the present study, six new acylated flavone-O-glycosides were isolated from A. foeniculum and 
identified using UV, NMR spectroscopy and mass spectrometry as agastoside A (acacetin 7-O- 
(2′′-O-malonyl)-β-D-glucopyranoside), B (acacetin 7-O-(4′′-O-malonyl)-β-D-glucopyranoside), 
C (acacetin 7-O-(2′′,6′′-di-O-malonyl)-β-D-glucopyranoside), D (acacetin 7-O-(4′′,6′′-di-O-malonyl)-
β-D-glucopyranoside), E (acacetin 7-O-(2′′-O-malonyl-6′′-O-acetyl)-β-D-glucopyranoside), and F 
(acacetin 7-O-(4′′-O-acetyl-6′′-O-malonyl)-β-D-glucopyranoside). Using flash chromatography and 
liquid chromatography-mass spectrometry, an additional 34 known phenolic compounds were detected. 
A study of biological activity showed that A. foeniculum flavonoids had an inhibitory effect on MAO-A 
and MAO-B, with the greatest effect noted for acacetin 7-O-glucoside acetate and malonate esters, 
which may be promising compounds for the development new drugs.

Keywords: Agastache foeniculum, monoamine oxidase, inhibitors, acacetin glycosides, tilianin
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