
О
КТ

ЯБ
РЬ

–Д
ЕК

АБ
РЬ

 2
02

5 
ТО

М
 1

7 
№

 4
 (6

7)

ОКТЯБРЬ–ДЕКАБРЬ 2025 ТОМ 17 № 4 (67) ISSN 2075-8243

ПЕРСОНАЛИЗИРОВАННЫЕ мРНК-ВАКЦИНЫ 
В ОНКОЛОГИИ: ВОЗМОЖНОСТИ, 
СЛОЖНОСТИ И ПЕРСПЕКТИВЫ 
СТР. 17

МИТОФАГИЯ  
ПРИ ВОЗРАСТ-ЗАВИСИМОЙ 
НЕЙРОДЕГЕНЕРАЦИИ  
СТР. 64

Таргетная радионуклидная детекция 
злокачественных опухолей 

с использованием аффибоди

АФФИБОДИ

Нанотераностика  
с использованием 
аффибоди

Потенцирование действия 
других препаратов

Таргетные препараты 
на основе аффибоди

Радиотераностика 
с применением аффибоди

Флуоресцирующие 
препараты на основе 
аффибоди

Блокада  
белок-белковых 
взаимодействий



 ТОМ 17 № 4 (67) 2025 | ACTA NATURAE | 1

АНОНСЫ

Радиозащитные свойства препарата «Димефосфон» на модели 
лучевого поражения in vivo
Д. A. Киселёва, M. A. Мельченко, O. И. Яровая, Н. В. Басов, 
A. Д. Рогачев, A. Г. Покровский, Н. Ф. Салахутдинов, T. Г. Толстикова
Поиск эффективных радиозащитных средств остается одной 
из  главных целей радиационной онкологии и  радиобиологии. 
Радиозащитные свойства препарата «Димефосфон», обладающего 
антиацидотическими, противоопухолевыми, антиоксидантными свой-
ствами, изучали на животных с экспериментальным лучевым по-
ражением. Показано, что введение препарата оказывает локальный 
радиозащитный эффект, уменьшая тяжесть радиационно-индуциро-
ванного повреждения кишечного эпителия и капсулы селезенки.

Структурная формула активного 
вещества препарата «Димефосфон»

Рекомбинантная продукция, видоспецифическая активность 
на канале TRPA1 и важная роль N-концевого остатка токсина 
ProTx-I из яда тарантула Thrixopelma pruriens 

М. А. Шулепко, М. Джан, Е. А. Живов, Д. С. Кульбацкий, 
А. С. Парамонов, Ю. Чэ, А. В. Кузнецов, А. В. Попов, 
М. П. Кирпичников, З. О. Шенкарев, Е. Н. Люкманова
Токсин ProTx-I (тарантул Thrixopelma pruriens) инги-
бирует каналы NaV и TRPA1 и может служить моделью 
для создания новых анальгетиков. Мотив ингибиторного 
цистинового узла затрудняет рекомбинантную 
продукцию ProTx-I. Тестирование различных подходов 
к бактериальной продукции дисульфидсодержащих 
белков позволило получить ProTx-I с природной струк-
турой путем ренатурации из  цитоплазматических 
телец включения и при секреции в периплазму слитым 
с мальтозосвязывающим белком. ProTx-I более акти-
вен против TRPA1 крысы, чем человека, а модификация 
N-концевой последовательности ослабляет ProTx-I.

Дизайн генетических конструкций для получения 
ProTx-I в клетках E. coli 

Исследование потенциала пептидного препарата Cемакс 
и его производного для коррекции патологических нарушений 
в животной модели болезни Альцгеймера 
А. И. Радченко, Е. В. Кузубова, А. А. Апостол, 
В. А. Митькевич, Л. А. Андреева, С. А. Лимборская, 
Ю. В. Степенко, В. С. Шмигерева, А. В. Солин, М. В. Корокин, 
М. В. Покровский, Н. Ф. Мясоедов, А. А. Макаров
Болезнь Альцгеймера – одно из самых распространенных 
нейродегенеративных заболеваний. В настоящей работе 
определено действие известного нейропротективного пепти-
да Семакс и его производного на поведенческие характери-
стики и развитие амилоидоза у трансгенных мышей линии 
APPswe/PS1dE9/Blg, являющихся моделью болезни Альц
геймера. Полученные результаты показывают перспектив-
ность использования Семакса и его производных для разра-
ботки методов лечения и коррекции болезни Альцгеймера.
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Таргетная радионуклидная детекция 
злокачественных опухолей 
с использованием аффибоди

О. Д. Брагина1,2, А. А. Несынов1*, Е. Ю. Ситникова3, С. В. Паталяк1,3, С. М. Деев2,4

1Федеральное государственное бюджетное научное учреждение «Томский национальный 
исследовательский медицинский центр Российской академии наук», Томск, 634009 Россия 
2Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего 
образования «Национальный исследовательский Томский политехнический университет», 
Томск, 634050 Россия 
3Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего 
образования «Сибирский государственный медицинский университет» Министерства 
здравоохранения Российской Федерации, Томск, 634050 Россия
4Федеральное государственное бюджетное научное учреждение науки Государственный 
научный центр Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. 
Овчинникова Российской академии наук, Москва, 117997 Россия
*E-mail: nesynov.alex@mail.ru
Поступила в редакцию 22.04.2025 
Принята к печати 06.08.2025
DOI: 10.32607/actanaturae.27677

РЕФЕРАТ В представленном обзоре рассмотрены возможности использования молекул аффибоди в раз-
личных областях биотехнологии и клинической медицины. Показана высокая аффинность и специ­
фичность молекул аффибоди к выбранным молекулярным мишеням, а также возможность визуа-
лизации различных злокачественных опухолей in vivo. Большее внимание уделено доклиническим 
и клиническим исследованиям конъюгатов аффибоди с различными радиоизотопами для проведения 
таргетной радионуклидной визуализации опухолей, что представляет особую актуальность в рамках 
проблем, возникающих на этапах диагностики и лечения данной категории пациентов. В клинических 
испытаниях показана хорошая переносимость радиофармацевтических препаратов и эффективность 
их использования для оценки распространенности опухолевого процесса и определения статуса HER2/
neu у больных раком молочной железы, что обуславливает перспективность проведения дальнейших 
исследований.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА злокачественные образования, тераностика, таргетная радионуклидная диагностика, 
альтернативные каркасные белки, аффибоди.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЗНО – злокачественное новообразование; ИГХ – иммуногистохимия; РФП – 
радиофармпрепарат; АКБ – альтернативные каркасные белки; РФЛП – радиофармацевтический ле-
карственный препарат; ОФЭКТ – однофотонная эмиссионная компьютерная томография; ПЭТ – пози-
тронно-эмиссионная томография; ГЦК – гепатоцеллюлярная карцинома; ФДГ – фтордезоксиглюкоза; 
FISH – флуоресцентная гибридизация in situ. 

ВВЕДЕНИЕ 
По  данным IARC (International Agency For 
Research On Cancer) ежегодно в мире регистриру-
ется около 20 млн новых случаев онкологических 
заболеваний, при этом показатели смертности 
на 2022 год составили 9.7 млн. Отмечается тенден-
ция к ежегодному приросту данных показателей. 
Так, согласно демографическим прогнозам, коли-
чество новых случаев злокачественных новообра-
зований (ЗНО) достигнет 35 млн к 2050 году [1]. 

В Российской Федерации по данным на 2023 год 
зарегистрировано 674 тыс. случаев ЗНО, при этом 
прирост по сравнению с 2022 годом составил 8% 
[2]. Учитывая высокую распространенность и соци-
ально-экономическую значимость онкологических 
заболеваний, актуальными остаются разработка 
более прицельных методов диагностики ЗНО, но-
вых лекарственных препаратов и способов преодо-
ления резистентности к противоопухолевой тера-
пии [3–5].
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В настоящее время основной частью диагности-
ческого поиска в онкологической практике является 
получение опухолевого материала с последующей 
гистологической верификацией. Этот этап во многом 
определяет дальнейшую лечебную тактику, про-
гноз и необходимость применения дополнительных, 
в том числе молекулярно-генетических, исследова-
ний [6]. Опухолевый материал может быть получен 
путем core-биопсии, а также эксцизионной биопсии, 
включающей полное извлечение опухоли во время 
диагностического хирургического вмешательства [7, 
8]. Используемые методики во всех случаях явля-
ются инвазивными и травматичными, а в некоторых 
случаях требуют восстановления и реабилитации 
пациентов, что сопровождается дополнительными 
финансовыми затратами. Так, проведение торако-
скопических и лапароскопических манипуляций 
требует госпитализации больных, выполнение ане-
стезиологического пособия, а также не исключает 
невозможность выполнения процедуры ввиду ана-
томического расположения опухоли, наличия мно-
жественных диссеминированных метастатических 
очагов и отказа пациента от выполнения манипу-
ляции [9, 10]. Нерешенной остается проблема необ-
ходимости иммуногистохимического исследования 
дополнительных опухолевых структур (метастазов 
в регионарные лимфатические узлы и отдаленные 
органы и ткани), что обусловлено возможностью 
различий их рецепторного статуса по сравнению 
с первичной опухолью (межопухолевой гетероген-
ностью) и отсутствием возможности выполнения 
в рутинной практике врача-онколога [11, 12].

Кроме того, существует ряд проблем, связанных 
с гистологическим и иммуногистохимическим (ИГХ) 
исследованиями опухолевой ткани, обусловленными 
сложностями оценки происхождения опухолевых 
клеток в случае низкодифференцированных и ана-
пластических образований [13] и субъективностью 
оценки изучаемых параметров [14]. По данным ста-
тистики, процент расхождений между заключени-
ями патоморфологов может составлять до ~30%, 
что обусловлено сложностями дифференциальной 
диагностики, человеческим фактором, а также воз-
можностью использования дополнительных методов 
окрашивания [15, 16]. 

Несовершенство стандартных лучевых и мор-
фологических методов, необходимость выполне-
ния инвазивных манипуляций, высокие экономи-
ческие затраты, а также возможные трудности 
в интерпретации и воспроизводимости результатов 
диктуют необходимость разработки и внедрения 
дополнительных диагностических процедур, спо-
собствующих расширению диагностических и те-
рапевтических опций у больных злокачественными 

образованиями, что будет способствовать увели-
чению продолжительности жизни и ее качества. 
В этой связи разработка новых подходов, основан-
ных на применении малых молекул, в частности, 
имеющих антителоподобные функции и тропных 
опухолевым антигенам, представляется крайне ак-
туальным.

ТЕРАНОСТИКА ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ ОБРАЗОВАНИЙ
С развитием фундаментальной онкологии важным 
стало определение молекулярно-генетических пара-
метров опухоли, что позволяет выявлять новые точ-
ки приложения лекарственной терапии, вплотную 
подводя к концепции персонифицированной меди-
цины, то есть к назначению лечения, основанного 
на биологических особенностях опухоли каждого 
конкретного пациента с достижением максималь-
ной эффективности [17]. Активно развивающимся 
направлением персонализированной медицины яв-
ляется тераностика, сочетающая диагностический 
этап, включающий определение различных моле-
кулярных мишеней в опухолевой клетке и пока-
зания к терапии, с последующим прицельным те-
рапевтическим воздействием на выявленные ранее 
у пациента маркеры опухолевого роста. Широкое 
использование тераностического подхода позволит 
достичь увеличения частоты ответа на проводимую 
терапию, снизить риск развития нежелательных яв-
лений, улучшить общую и безрецидивную выживае-
мость, качество жизни пациентов, снизить экономи-
ческую нагрузку на здравоохранение [18]. 

Термин «тераностика» был впервые применен 
генеральным директором компании PharmaNetics 
Джоном Фанкхаузером в 1998 году для описания 
бизнес-модели собственной компании, заключав-
шейся в разработке диагностических панелей, пред-
назначенных для последующего назначения специа-
лизированного лекарственного лечения [19]. Однако 
принцип использования одной и той же молекулы 
для диагностики и лечения онкологических заболе-
ваний появился несколькими десятилетиями ранее. 
Важной вехой в формировании тераностического 
подхода стало открытие и широкое распространение 
радиоактивного йода, применяемого в терапии рака 
щитовидной железы [20]. Было показано, что ви-
зуализация опухоли с помощью изотопа йода-123 
перед началом проведения радиойодтерапии спо-
собствовала лучшему планированию тактики ле-
чения. В результате сочетание йода-123 и йода-131 
стало первой парой радиоизотопов, используемых 
в тераностике. Развитие радиохимии и совершен-
ствование инструментальных методов исследования 
привело к значительному прогрессу в этом направ-
лении [21]. Необходимо отметить, что уже более 
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10 лет существует журнал Theranostics, обобщаю-
щий многие современные данные в этом направле-
нии (www.thno.org). В последнее время это направ-
ление получило существенный импульс развития 
в связи с применением радионуклидов.

В зависимости от методов диагностики и тера-
певтического агента выделяют фото-, соно-, химио-, 
нано- и радиотераностику [22]. В рамках терано-
стического подхода большим потенциалом обладает 
таргетная радионуклидная диагностика, являю-
щаяся единственным направлением тераностики, 
интегрированным в клиническую практику. Суть 
метода заключается в использовании меченных ра-
диоизотопами «нацеливающих» молекул, прицель-
но связывающихся с рецепторами на поверхности 
опухолевых клеток. Излучение изотопов при этом 
фиксируется специализированной аппаратурой 
и обеспечивает не только анатомическую оценку 
распространенности опухолевого процесса у боль-
ных злокачественными образованиями, но и моле-
кулярную оценку выявленных очагов без исполь-
зования дополнительных инвазивных процедур 
с возможностью выполнения повторных исследова-
ний на этапах первичной диагностики и на этапах 
лечения [23–25].

В качестве «нацеливающего» модуля в составе ра-
диофармпрепаратов (РФП) применяются различные 
молекулярные структуры, к которым относят пол-
норазмерные моноклональные антитела, фрагменты 
антител, а также синтетические каркасные моле-
кулы или альтернативные каркасные белки (АКБ), 
являющиеся наиболее перспективными для исполь-
зования в таргетной радионуклидной диагностике 
[26–29]. 

Альтернативные каркасные белки
Стремительное развитие технологий для осущест-
вления клонального отбора полипептидов путем их 
связывания из обширных библиотек способствовало 
разработке нового класса связывающих белков с по-
мощью методов белковой инженерии. Для снижения 
иммуногенности эти структуры были созданы на ос-
нове разнообразного набора каркасов, отличающихся 
по размеру и структурной организации от прототи-
па иммуноглобулина. На сегодняшний день описано 
множество различных классов неиммуноглобулино-
вых аффинных белков, основанных на разнообра-
зии поверхностно расположенных аминокислотных 
остатков, локализованных либо в элементах вторич-
ной структуры, либо в неструктурированных петлях, 
с последующей селекцией с использованием различ-
ных платформ отображения [30].

Структура данных соединений, как правило, со-
стоит из постоянной каркасной части (постоян-

ная область) и вариабельной области (переменная 
область). При этом первый компонент содержит 
в своем составе пару α-спиралей или β-слоев, обра-
зующих жесткую третичную структуру, и поддер-
живает конформационную стабильность, присущую 
белковым каркасам; второй же компонент представ-
лен несколькими открытыми петлями или несколь-
кими остатками в жестких вторичных структурах, 
обеспечивающих специфическую способность свя-
зываться с различными молекулами-мишенями по-
средством структурного спаривания лиганд−рецеп-
тор или химических взаимодействий [31].

Малый размер АКБ (4–15 кДа) играет важную 
роль в биораспределении и способности моле-
кул проникать в ткань опухоли, что проявляется 
в существенном сокращении временного интер-
вала от введения радиофармацевтического ле-
карственного препарата до начала исследования, 
степени накопления препарата в опухоли, а так-
же определяет выбор подходящего под конкрет-
ные цели и время исследования радиоизотопа. 
Еще одной общей характеристикой АКБ является 
хорошая устойчивость к факторам внешней сре-
ды. Отсутствие в структуре АКБ дисульфидных 
мостиков, характерных для антител, а также до-
статочно плотная структура обуславливают вы-
сокую термоустойчивость, стабильность в кислых 
и щелочных условиях, устойчивость к протеоли-
зу. Кроме того, для конъюгации с лекарственны-
ми препаратами или диагностическими реагентами 
в белковые каркасы с помощью химического синте-
за могут быть введены дополнительные структуры. 
Небольшие белковые каркасы обычно растворимы 
и обладают хорошей физико-химической стабиль-
ностью, что благоприятствует их применению in 
vivo. Все перечисленные характеристики делают 
каркасные белки соединениями, универсальными 
для модификации и производства [32].

На текущий момент представителями класса аль-
тернативных каркасных белков являются молекулы 
аффибоди, аффилины, антикалины, атримеры, дар-
пины, домены типа ингибитора Кунитца, альбуминс-
вязывающие домены, имеющие сродство к белку 
(АДАПТы) и др. Каждый из них находится на раз-
личных этапах изучения с обязательным поиском 
точек последующего клинического применения.

АФФИБОДИ В БИОТЕХНОЛОГИИ И КЛИНИЧЕСКОЙ 
МЕДИЦИНЕ
Синтетическая молекула аффибоди является пред-
ставителем класса альтернативных каркасных 
белков, имеющих доменное строение. Молекула 
аффибоди в своей основе имеет Z-домен – пеп-
тидный домен белка А золотистого стафилокок-
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ка (Staphylococcus aureus) [33]. Пространственная 
структура Z-домена, состоящего из 58 аминокис-
лотных остатков (а.о.) и имеющего достаточно низ-
кую молекулярную массу (~6.5 кДа), образована 
тремя альфа-спиралями, формирующими бочонок. 
Молекулы аффибоди обладают хорошей струк-
турной стабильностью, устойчивы к протеолизу, 
действию высоких температур (около 90°С), кис-
лым и щелочным условиям (pH от 2.5 до 11) [34]. 
Комбинаторные библиотеки аффибоди могут быть 
получены путем рандомизации генов, кодирую-
щих 13 а.о. в первой и второй спиралях Z-домена. 
Для этого используются фаговый, клеточный, ри-
босомный и мРНК-дисплеи. Для отбора молекул 
библиотеки смешивают с целевым антигеном, а за-
тем подвергают вымыванию, в результате чего 
остаются только связавшиеся с лигандом пепти-
ды. Полученные таким образом первичные на-
целивающие молекулы в дальнейшем могут быть 
рерандомизированы с целью повышения сродства 
к конкретной выбранной мишени [35]. Варианты, 
представляющие интерес, могут быть экспрессиро-

ваны в бактериальных, дрожжевых, клеточных си-
стемах или, ввиду небольшого размера, аффибоди 
могут быть получены также методами пептидного 
синтеза [36]. Включение функционализирующей 
группы в N- или C-конец пептида позволяет полу-
чить молекулу с требуемыми для конкретной цели 
свойствами – мечения радиоизотопом для радио-
нуклидной диагностики, цитотоксической группы 
для таргетного лечения и др. [37, 38].

Благодаря своим уникальным свойствам моле-
кулы аффибоди представляют большой интерес 
для диагностической и клинической медицины, 
а также перспективны для использования в различ-
ных биомедицинских областях (рис. 1). 

Так, активно изучаются возможности использо-
вания связанных с флуоресцентными фрагментами 
молекул аффибоди для биолюминесцентной визуа-
лизации злокачественных образований, основными 
преимуществами которой являются высокая чув-
ствительность, отсутствие токсичности и необходи-
мости выполнения инвазивных мероприятий, а так-
же низкая стоимость [39].

Рис. 1. Области применения молекул аффибоди в биотехнологии и клинической медицине

АФФИБОДИ
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Таргетные препараты 
на основе аффибоди

Радиотераностика 
с применением аффибоди

Флуоресцирующие препараты 
на основе аффибоди

Блокада белок-белковых 
взаимодействий
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Молекулы аффибоди могут использоваться так-
же в качестве барьера между взаимодействую-
щими белками, обеспечивая новый метод лечения 
заболеваний, вызванных этими взаимодействиями. 
Примером могут служить вирусные заболевания. 
Белки-спайки вируса являются важными мишенями 
для разработки вакцин и противовирусных препа-
ратов. Например, показана высокая специфичность 
и аффинность молекулы аффибоди к белку RBMFP 
(продукт, синтезированный из белка SARS-CoV-2), 
при этом взаимодействие молекулы аффибоди с ре-
цепторсвязывающим фрагментом RBM (Receptor 
Binding Motif) приводит к нейтрализации псевдови-
русной инфекции SARS-CoV-2 [40].

Конъюгаты молекул аффибоди с различными ти-
пами наночастиц рассматривают как перспективные 
агенты для терапии и визуализации злокачествен-
ных образований [41]. Например, конъюгат аффибо-
ди с контрастным агентом nanobullbe используется 
для связывания HER2 и IR783 и разработки мето-
да ультразвуковой детекции HER2-положительного 
рака молочной железы [42]. Изучается возмож-
ность терапевтического воздействия высоко-
аффинных зондов Gd@C-dots-Cys-ZEGFR:1907 
к EGFR в терапии немелкоклеточного рака легко-
го и PFH/AGM-CBA/HSV-TK/липосомы (PAHL)-
аффибоди в терапии HER2-позитивного рака молоч-
ной железы [43, 44]. 

Особое значение имеет разработка таргетных 
препаратов на основе аффибоди. Так, в 2022 году 
была начата III фаза клинического исследования 
препарата Izokibep® – ингибитора IL-17, исполь-
зуемого при некоторых комплемент-зависимых 
заболеваниях: псориатического артрита, увеита, 
болезни Бехтерева, суппуративного гидраденита 
и др. [45, 46].

Аффибоди для таргетной радионуклидной 
диагностики злокачественных образований
Большая часть исследований посвящена возмож-
ности использования аффибоди в качестве основы 
радиофармацевтических препаратов для таргет-
ной визуализации злокачественных образований 
различной локализации. Важным для таргетной 
радионуклидной диагностики злокачественных но-
вообразований является выбор визуализирующего 
метода, что обусловлено уникальными характе-
ристиками каждого радиоизотопа, среди которых 
можно выделить период полураспада (T1/2), тип из-
лучения (позитронное или гамма-излучение), спо-
соб получения (генератор или циклотрон) [47, 48]. 
В настоящее время для детекции излучения ис-
пользуются однофотонная эмиссионная компью-
терная томография (ОФЭКТ) и позитронная эмис-

сионная томография (ПЭТ), выбор которых зависит 
от применяемого в составе РФП изотопа (табл. 1). 
В настоящее время наиболее распространенны-
ми радионуклидами, используемыми с молекула-
ми аффибоди, являются 68Ga (T1/2 = 68 мин), 99mTc 
(T1/2 = 6.02 ч), 18F (T1/2 = 109.8 мин) и т.д., а в ка-
честве долгоживущих радионуклидов исполь-
зуются 66Ga (T1/2 = 9.9 ч), 64Cu (T1/2 = 12.7 ч), 188Re 
(T1/2 = 17 ч), 89Zr (T1/2 = 78.4 ч), 111In (T1/2 = 2.81 дня), 
177Lu (T1/2 = 6.7 дней), 125I (T1/2 = 60 дней), 57Co 
(T1/2 = 271.8 сут) [49].

Радиоконъюгаты синтезируют к рецепторам, ко-
торые сверхэкспрессируются на поверхности опу-
холевых клеток при многих злокачественных па-
тологиях и не только вовлечены в патогенез ЗНО, 
но и являются дополнительной терапевтической 
опцией у онкобольных. Так, в настоящее время про-
водятся доклинические исследования радиоконъю-
гатов к лиганду рецептора программируемой гибели 
клеток PD-L1. Этот рецептор является трансмем-
бранным белком, регулирующим клеточный им-
мунный ответ, а экспрессия PD-L1 опухолевыми 
клетками или клетками микроокружения опухоли 
приводит к ингибированию клеточного иммунного 
ответа. Благодаря этому опухолевые клетки избе-
гают апоптоза, связанного с цитотоксическим дей-
ствием Т-лимфоцитов. Экспрессия PD-L1 обнару-
жена во многих опухолях, в том числе в меланоме, 
раке легкого, молочной железы, мочевого пузыря, 
поджелудочной железы, яичника [50–52].

Так, Liang и соавт. [53] оценивали фармакокине-
тику препарата [99mTc]Tc-PDA-аффибоди, профиль 
его токсичности, а также возможность визуализа-
ции in vivo PD-L1-позитивных опухолей путем про-
ведения ОФЭКТ через 30, 60 и 120 мин после инъ-
екции. Отмечено достаточно быстрое (через 30 мин) 

Таблица 1. Радиоизотопы для радионуклидной диагно-
стики с использованием ПЭТ или ОФЭКТ

Радиоизотоп T1/2
Тип  

излучения
Способ 

получения
68Ga 68 мин β+, γ Генератор
99mTc 6.02 ч γ Генератор

18F 109.8 мин β+ Циклотрон
66Ga 9.9 ч β+, γ Циклотрон
64Cu 12.7 ч β+, β–, γ Циклотрон
188Re 17 ч β–, γ Генератор
89Zr 78.4 ч β+ Циклотрон
111In 2.81 дня γ Циклотрон
177Lu 6.7 дней β–, γ Циклотрон

125I 60 дней γ Циклотрон
57Co 271.8 сут γ Циклотрон
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накопление РФП в опухоли, однако, с учетом обще-
го распределения препарата, оптимальным для ви-
зуализации был интервал 1–2 ч. К недостаткам 
данного препарата относятся низкое разрешение 
ОФЭКТ, высокое накопление препарата в почках, 
а также в щитовидной железе и в желудочно-ки-
шечном тракте, что обусловлено связыванием не-
конъюгированного оксида технеция-99m.

Другой перспективной мишенью для таргет-
ной визуализации является рецептор B7-H3 
(CD276) – трансмембранный белок из семейства мо-
лекул контрольных точек, обладающий коактивиру-
ющим или коингибирующим действием в отношении 
Т-лимфоцитов. В нормальных тканях белок экс-
прессируется на достаточно низком уровне, однако 
в некоторых опухолях отмечена его сверхэкспрес-
сия [54]. К таким опухолям относятся рак предста-
тельной железы, почечно-клеточный и уротериаль-
ный рак, рак яичника и др. В ткани опухоли этот 
белок обладает проонкогенным действием за счет 
ингибирования противоопухолевого иммунного от-
вета. В связи с активным развитием иммунотера-
пии этот рецептор рассматривается как потенци-
альная мишень, что делает актуальной разработку 
специфической диагностики сверхэкспрессии B7-H3 
в ткани опухоли [55].

Oroujeni и соавт. [56] изучали препарат [99mTc]-
Tc-AC12-GGGC на клеточных линиях рака яичника 
и молочной железы. В качестве группы отрицатель-
ного контроля они использовали клеточную ли-
нию лимфомы Ramos, не экспрессирующую B7-H3. 
Накопление препарата B7-H3-позитивными клетка-
ми ксенографтов было в 6 раз выше, чем в группе 
контроля. Однако обнаружено низкое абсолютное 
значение накопления препарата в опухоли. По ре-
зультатам ОФЭКТ через 4 ч после инъекции РФП 
наблюдалась визуализация ксенотрансплантиро-
ванной B7-H3-положительной опухоли, в то вре-
мя как в группе отрицательного контроля опухоль 
не визуализировалась. Высокое накопление [99mTc]-
Tc-AC12-GGGC отмечено также в таких тканях, 
как почки и печень. 

Oroujeni и соавт. [57] изучали также возможность 
улучшения детекции сверхэкспрессии B7-H3 с ра-
диофармацевтическим препаратом [99mTc]Tc-AC12-
GGGC путем повышения аффинности молекулы 
аффибоди. С помощью фагового дисплея получили 
три дочерние молекулы, которые впоследствии по-
метили технецием-99m и наряду с оригинальной 
молекулой AC12 исследовали на мышиных моделях. 
В итоге была выделена молекула SYNT-179, обла-
дающая лучшими характеристиками: более высо-
ким накоплением опухолью, низким – нормальными 
тканями с улучшением соотношения опухоль/орган, 

а также более низким накоплением РФП печенью. 
Показано, что процесс созревания аффинности мо-
лекул приводил к улучшению показателей биора-
спределения и визуализации, а оптимизированный 
белок аффибоди обладал улучшенными характери-
стиками для таргетной диагностики сверхэкспрес-
сии B7-H3.

В доклиническом исследовании Cai и соавт. [58] 
изучали возможность применения тримерной моле-
кулы аффибоди, меченной 68Ga ([68Ga]Ga-DOTA-ZTRI), 
для ПЭТ-диагностики гепатоцеллюлярной карцино-
мы (ГЦК). [68Ga]Ga-DOTA-ZTRI обладает высокой аф-
финностью к рецептору тромбоцитарного фактора 
роста типа бета (PDGFRβ), который экспрессиру-
ется на поверхности перицитов – клеток, располо-
женных в толще стенок мелких кровеносных сосу-
дов. В нормальных кровеносных сосудах перициты 
покрыты интактным эндотелием, однако в опухоли 
архитектоника сосудистых стенок нарушена, вслед-
ствие чего образуются участки перицитов, не по-
крытые эндотелием, что делает PDGFRβ на их по-
верхности доступным для детекции [59]. Поэтому 
предположили, что PDGFRβ может служить по-
тенциальным биомаркером ГЦК, которая относится 
к обильно васкуляризированным новообразованиям, 
соответственно, возможна сверхэкспрессия данного 
рецептора в ГЦК по сравнению с нормальной тка-
нью печени.

На первом этапе валидировали PDGFRβ в каче-
стве биомаркера ГЦК и обнаружили высокую аф-
финность тримера аффибоди ZTRI к PDGFRβ. Также 
по данным ПЭТ накопление [68Ga]Ga-DOTA-ZTRI 
было прямо пропорционально экспрессии PDGFRβ 
опухолевыми клетками, соответственно, препарат 
активно накапливался в PDGFRβ-положительных 
клетках ГЦК лабораторных животных. При этом 
не выявлено накопления [68Ga]Ga-DOTA-ZTRI здо-
ровыми тканями печени. Таким образом, показан 
высокий потенциал радиофармацевтического пре-
парата [68Ga]Ga-DOTA-ZTRI для ПЭТ-диагностики 
ГЦК и перспективность его дальнейшего изучения 
и внедрения в клиническую практику.

Аффибоди для выявления HER2-позитивных 
злокачественных образований
Одной из мишеней для таргетной терапии зло-
качественных заболеваний является рецептор 
эпидермального фактора роста человека типа 2 
(HER2/neu) – тирозинкиназный рецептор, играющий 
важную роль в клеточной дифференцировке, про-
лиферации и апоптозе. Сверхэкспрессия HER2 чаще 
всего обусловлена амплификацией гена ERBB2 
и встречается при раке молочной железы, желудка, 
поджелудочной железы, легкого, эндометрия, яич-
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ника, мочевого пузыря, колоректальном раке и ряде 
других опухолевых локализаций [60].

Современные подходы к определению HER2-
статуса включают методы ИГХ и флуоресцентную 
гибридизацию in situ (FISH). Согласно критериям 
ASCO/CAP от 2023 года, экспрессия HER2/neu счи-
тается отрицательной при отсутствии окрашивания 
или со слабым, прерывистым мембранным окраши-
ванием (0 и 1+); положительной – при перифериче-
ском мембранном полном интенсивном окрашивании 
более 10% опухолевых клеток (3+). В сомнитель-
ных случаях (2+) результат будет подтверждать-
ся амплификацией гена HER2 методом гибриди-
зации in situ (FISH) с использованием ДНК-зонда 
ERBB2(17q12)/SE17 (Kreatech, США) [61].

В настоящее время внимание ученых направ-
лено на изучение возможностей таргетной радио-
нуклидной детекции с использованием аффибоди 
для оценки экспрессии рецептора HER2/neu при та-
ких злокачественных новообразованиях, как рак 
желудка и рак яичников, что обусловлено особен-
ностями их анатомического расположения и по-
исками дополнительных терапевтических опций 
при данных онкологических патологиях. Так, рак 
желудка часто диагностируется на поздних стади-
ях, когда хирургическое лечение не представляется 
возможным, что требует определения молекуляр-
но-биологических параметров опухоли для выбо-
ра варианта системной терапии. Экспрессию HER2 
обнаруживают в 17–20% случаев рака желудка, 
однако при этом наблюдается очень высокий уро-
вень гетерогенности экспрессии HER2 (14–79% ИГХ 
и 23–54% ИГХ + FISH). Кроме того, HER2-статус 
опухоли может меняться в процессе анти-HER2-
терапии, что вызывает трудности при оценке эф-
фективности уже проводимого лечения, так как вы-
полнение нескольких биопсий сопряжено с рисками 
осложнений и не всегда возможно [62, 63].

Han и соавт. [64] изучали возможности таргет-
ной детекции с использованием препарата [18F]
AlF-NOTA-HER2, где HER2-положительной была 
клеточная линия NCI-N87, а HER2-отрицательной – 
MKN74. In vitro показано накопление изучаемого 
РФП в клетках, экспрессирующих HER2. In vivo 
[18F]AlF-NOTA-HER2 быстро накапливался HER2-
положительными ксенографтами и быстро элимини-
ровался из крови преимущественно почками. Среди 
нормальных тканей самое высокое накопление на-
блюдалось в костях и почках, что стало существен-
ным недостатком данной молекулы, так как высо-
кий уровень поглощенной радиоактивности требует 
проведения нефропротекции. При дополнительном 
сравнении препаратов [18F]AlF-NOTA-HER2 и 68Ga-
NOTA-HER2 обнаружено преимущество использо-

вания фтора-18 перед галлием-68, обусловленное 
более длительным периодом распада (109.8 против 
67.7 мин соответственно), что давало больше време-
ни для выполнения исследования. Кроме того, фтор-
18 обладает меньшей длиной диффузии позитрона, 
что обеспечивает более высокое разрешение ПЭТ-
визуализации. 

Если говорить о раке яичников, то с этой пато-
логией связаны многочисленные диагностические 
и терапевтические трудности, обусловленные вы-
сокой частотой рецидивов и отдаленным метаста-
зированием, а также высоким процентом случа-
ев, выявленных на поздней стадии заболевания 
[65, 66]. До недавнего времени анти-HER2-терапия 
при опухолях данной локализации не рассматри-
валась из-за отрицательного опыта использования 
трастузумаба. Однако с появлением конъюгатов 
моноклональных антител с цитостатиками исследо-
вания в этом направлении возобновились. Так, в ис-
следовании DESTINY-PanTumor02, посвященном 
изучению эффективности терапии трастузумабом-
дерукстеканом при различных солидных опухолях, 
сообщалось о частоте объективного ответа (ЧОО) 
у 63–64% пациентов с HER2-позитивным раком 
яичников, что делает перспективным определение 
HER2-статуса при данной онкопатологии [67].

Изучение возможности использования молекул 
аффибоди при раке яичников с применением пре-
парата [99mTc]Tc-(HE)3ZHER2:V2, проведенное Hu и со-
авт. [68], выявило высокую аккумуляцию соедине-
ния в опухолях, сверхэкспрессирующих HER2/neu, 
в то время как опухоли, негативные по экспрессии 
HER2/neu, препарат не накапливали. К недостат-
кам [99mTc]Tc-(HE)3ZHER2:V2, обнаруженным в ходе 
исследования, относится его высокая аккумуляция 
почками, что потенциально может приводить к не-
фротоксичности. Однако предполагается, что в кли-
нической практике этот недостаток может быть 
устранен путем повышенной гидратации пациентов. 

Аффибоди для диагностики HER2-позитивного 
рака молочной железы 
Сверхэкспрессия рецептора HER2 встречается 
в 15–20% случаев рака молочной железы (РМЖ) 
и традиционно ассоциирована с более агрессив-
ным течением и, как следствие, худшим прогнозом. 
Несмотря на это, использование таргетной анти-
HER2-терапии позволило приблизить общую выжи-
ваемость пациентов с HER2-положительным РМЖ 
к прогностически более благоприятным молекуляр-
но-генетическим подтипам [69]. На сегодняшний 
день в клинической практике применяются такие 
препараты, как трастузумаб, пертузумаб, лапати-
ниб, а также препараты нового класса – конъюгаты 
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моноклональных антител с цитостатиками (трасту-
зумаб-эмтанзин и трастузумаб-дерукстекан) [70, 71]. 

К настоящему времени проведен ряд испытаний, 
в которых аффибоди использовали в качестве тар-
гетного агента для радионуклидной диагностики 
статуса HER2/neu у больных с операбельным, мест-
но-распространенным и метастатическим раком мо-
лочной железы.

Первое клиническое исследование молекулы 
аффибоди ABY-002, меченной индием-111 и гал-
лием-68, было проведено Baum и соавт. [72] в 2005 
году с целью изучения безопасности, фармакоки-
нетики и возможности визуализации опухолевых 
очагов у больных раком молочной железы. Было 
установлено, что препараты [111In]In-ABY-002 и [68Ga]-
Ga-ABY-002 быстро элиминировались из кровотока, 
что позволяло проводить ОФЭКТ и ПЭТ уже через 
2–3 ч после инъекции. Выявлена также эффектив-
ность радионуклидной визуализации опухоли с ис-
пользованием этих препаратов: у всех пациенток 
отмечалось накопление исследуемых соединений 
в HER2-положительных опухолях. Кроме того, в од-
ном случае с помощью [68Ga]Ga-ABY-002 обнару-
жен метастаз опухоли в мышцу (квадрицепс), тогда 
как при ПЭТ с 18F-ФДГ данное образование не обна-
ружили. Несмотря на полученные положительные 
результаты, препараты [111In]In-ABY-002 и [68Ga]Ga-
ABY-002 имеют и недостатки, такие как высокое на-
копление в печени и почках, что существенно огра-
ничивает визуализацию тканей в соответствующих 
областях; так, не удалось обнаружить метастатиче-

ское поражение печени у одной из пациенток и ме-
тастаз в надпочечник у другой. 

Следующим этапом стало изучение молекулы 
аффибоди второго поколения (ABY-025). В иссле-
дование Sörensen и соавт. [73] вошли семь паци-
енток с метастатическим раком молочной железы: 
пять – с HER2-положительным и две – с HER2-
отрицательным. Как и в исследовании с ABY-
002, введение [111In]In-ABY-025 было безопасным 
и не сопровождалось нежелательными явлениями. 
По данным ОФЭКТ, помимо четкой визуализа-
ции HER2-положительных опухолей, наблюдалось 
слабое накопление изучаемого препарата в HER2-
отрицательных очагах, что объяснялось присут-
ствием определенного количества рецептора HER2 
на поверхности опухолевых клеток. В ходе иссле-
дования были визуализированы метастатические 
очаги в печени, не выявленные при использовании 
молекулы ABY-002. Интересной особенностью про-
веденного анализа стало обнаружение метастаза 
опухоли в головной мозг, ранее не определяемо-
го с помощью ПЭТ с 18F-ФДГ, а также выявление 
HER2-отрицательного метастаза опухоли у больной 
с положительным HER2-статусом первичной опу-
холи молочной железы. Основным же выявленным 
недостатком стала невозможность определения ме-
тастатических узлов размером менее 1 см. 

Поскольку причиной низкой визуализации малых 
опухолевых очагов могла быть низкая разрешаю-
щая способность ОФЭКТ, проведено исследование 
препарата [68Ga]Ga-ABY-025 с использованием ПЭТ. 

Таблица 2. Радиофармпрепараты на основе аффибоди, находящиеся на разных стадиях клинических и доклини-
ческих испытаний

РФП Метод  
визуализации

Таргетный  
рецептор

Этап
исследования Авторы, год

[99mTc]Tc-PDA-аффибоди ОФЭКТ PD-L1 Доклинический Liang et al., 2022 [53]
[99mTc]Tc-AC12-GGGC ОФЭКТ B7-H3 Доклинический Oroujeni et al., 2022 [56]
[99mTc]Tc-SYNT-179 ОФЭКТ B7-H3 Доклинический Oroujeni et al., 2023 [57]
[68Ga]Ga-DOTA-ZTRI ПЭТ PDGFRβ Доклинический Cai et al., 2023 [58]

[18F]AlF-NOTA-HER2 ПЭТ HER2 Доклинический Han et al., 2022 [64]
[99mTc]Tc-(HE)3ZHER2:V2 ОФЭКТ HER2 Доклинический Hu et al., 2024 [68]

[111In]In-ABY-002 ОФЭКТ HER2 Клинический (I фаза) Baum et al., 2010 [72]
[68Ga]Ga-ABY-002 ПЭТ HER2 Клинический (I фаза) Baum et al., 2010 [72]
[111In]In-ABY-025 ОФЭКТ HER2 Клинический (I фаза) Sörensen et al., 2014 [73]
[68Ga]Ga-ABY-025 ПЭТ HER2 Клинический (I фаза) Sörensen et al., 2016 [74]

[68Ga]Ga-NOTA-Mal-Cys-MZHer342 ПЭТ HER2 Клинический (I фаза) Miao et al., 2022 [75]

[68Ga]Ga-ABY-025 ПЭТ HER2 Клинический (II фаза) Alhuseinalkhudhur et al., 2023 
[76]

[68Ga]Ga-ABY-025 ПЭТ HER2 Клинический (II фаза) Altena et al., 2024 [77]
[99mTc]Tc-ZHER2:41071 ОФЭКТ HER2 Клинический (I фаза) Bragina et al., 2023 [78]
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Анализ 16 пациенток с метастатическим РМЖ, про-
веденный Sörensen и соавт. [74], показал хорошую 
визуализацию очагов небольшого размера, что по-
зволяло обнаружить метастазы опухоли молочной 
железы в печени, костях, лимфоузлах, головном 
мозге и других органах. Кроме того, у двух пациен-
ток после исследования с [68Ga]Ga-ABY-025 статус 
HER2 в первичной опухоли молочной железы изме-
нили с отрицательного на положительный. При этом 
в большинстве случаев обнаружены различия в экс-
прессии HER2 в первичной опухоли и в метастати-
ческих очагах.

Miao и соавт. [75] изучали применение меченной 
галлием-68 молекулы аффибоди NOTA-Mal-Cys-
MZHer342 в клиническом исследовании, в которое 
вошли 24 больные РМЖ. Важная особенность ана-
лиза состояла в проведении ПЭТ/КТ «по требова-
нию» врачей-онкологов для решения трудных диа-
гностических случаев: у шести пациенток с целью 
дифференцировки метастазов из двух синхронных 
РМЖ либо синхронного ЗНО другой локализации; 
у 13 пациенток – для определения HER2-статуса 
образований, недоступных для биопсии; у шести – 
для оценки HER2-статуса первичной опухоли и ме-
тастазов и у четырех – для оценки HER2-статуса 
в разных метастатических очагах. Во всех случаях 
сопоставляли SUVmax препарата [68Ga]Ga-NOTA-
Mal-Cys-MZHer342 в опухолевых очагах с резуль-
татами иммуногистохимического исследования. 
Проведенный анализ показал, что использование 
препарата [68Ga]Ga-NOTA-Mal-Cys-MZHer342 по-
зволяло определять сверхэкспрессию HER2 в опу-
холевой ткани со специфичностью 91.7% и отри-
цательную экспрессию HER2 со специфичностью 
84.6%, изменение статуса HER2/neu с положитель-
ного на отрицательный отмечено у семи пациенток. 

В   ис следование  I I  фазы ,  проведенном 
Alhuseinalkhudhur и соавт. [76], вошли 19 пациенток 
с первичным РМЖ II–III стадии, которым заплани-
ровано проведение неоадъювантной терапии с двой-
ной таргетной анти-HER2-блокадой, а также 21 па-
циентка с метастатическим раком молочной железы 
на фоне системной терапии. Предпосылкой к про-
ведению этого анализа послужило предположение 
о том, что накопление [68Ga]Ga-ABY-025 может быть 
предиктором раннего ответа опухоли молочной же-
лезы на проводимую анти-HER2-терапию. Согласно 
дизайну исследования, пациенткам для оценки ран-
него метаболического ответа проводили ПЭТ/КТ 
с 18F-ФДГ до и после двух курсов химио/таргетной 
терапии и ПЭТ/КТ с [68Ga]Ga-ABY-025 до лечения.

Во  всех случаях для  оценки HER2-статуса 
на фоне проводимого лечения выполняли повторную 
биопсию одного из опухолевых очагов. Сравнение 

результатов ПЭТ с [68Ga]Ga-ABY-025 и данных би-
опсии у 12 пациенток выявили несоответствие ста-
туса HER2/neu, что было объяснено рядом причин. 
В число таких причин вошли трудности забора 
опухолевого материала (отрицательная экспрес-
сия HER2 при положительном ПЭТ-исследовании 
чаще встречалась при заборе материала из печени 
или костей), межопухолевая гетерогенность, про-
блемы связывания препарата с HER2-рецепторами, 
что представляло особый интерес, так как положи-
тельный результат биопсии при низком накоплении 
[68Ga]Ga-ABY-025 был ассоциирован с худшим про-
гнозом в группе метастатического РМЖ. Кроме того, 
в ходе исследования выявлена обратная корреляция 
между числом предыдущих линий лечения и мета-
болическим ответом на текущую линию терапии: 
чем больше линий лечения получено, тем больший 
уровень накопления РФП требовался для метабо-
лического ответа. Тем не менее, учитывая, что дан-
ная корреляция наблюдалась только в 30% случаев, 
а также то, что не обнаружено значимого соответ-
ствия ПЭТ с аффибоди и результатами биопсии, ис-
следование III фазы с препаратом [68Ga]Ga-ABY-025 
решили не проводить. 

Altena и соавт. [77] провели первое клиниче-
ское исследование [68Ga]Ga-ABY-025, направленное 
на возможность визуализации метастатического 
РМЖ с HER2-low-опухолями. В исследование вош-
ли восемь пациенток с отрицательным (ИГХ 1+) 
и неопределенным (ИГХ 2+, FISH отрицательный) 
HER2-статусом, а также две пациентки с отсут-
ствием экспрессии HER2 (ИГХ 0), ранее определен-
ным по результатам биопсии первичной опухоли 
молочной железы. У одной пациентки отсутствие 
экспрессии HER2 сопровождалось минимальным 
накоплением [68Ga]Ga-ABY-025, что коррелирова-
ло с результатами ИГХ-исследования. В другом 
случае накопление препарата было выше и не со-
ответствовало статусу, определенному по данным 
биопсии HER2. Детальное изучение опухолевого 
очага выявило гетерогенность экспрессии HER2 
с более высоким накоплением РФП по периферии 
и низким в центре. Таким образом, вероятнее все-
го, биопсийный материал был взят из «холодного» 
центрального участка, тогда как основной массив 
опухоли имел HER2-low-статус. Еще в двух случа-
ях наблюдалось высокое накопление в ранее не ве-
рифицированных очагах, что могло бы свидетель-
ствовать о сверхэкспрессии HER2 и потенциальной 
возможности назначения первой линии анти-HER2-
терапии. В остальных восьми случаях отмечено 
пропорциональное HER2-статусу накопление [68Ga]-
Ga-ABY-025, что соответствовало результатам мно-
гочисленных исследований данного РФП. Таким 
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образом, ПЭТ с применением [68Ga]Ga-ABY-025 мо-
жет служить дополнительным методом диагностики 
для отбора пациентов, которым показана терапия 
конъюгатами моноклональных антител с цитостати-
ками. 

Первое клиническое исследование молекул аф-
фибоди для таргетной радионуклидной диагностики 
HER2-позитивного рака молочной железы на тер-
ритории Российской Федерации было проведено 
Bragina и соавт. [78] с использованием радиофар-
мацевтического препарата [99mTc]Tc-ZHER2:41071. 
В исследование вошла 31 больная РМЖ, не полу-
чавшая какого-либо локального/системного лечения. 
У всех больных оценивали безопасность, переноси-
мость, фармакокинетику препарата, а также сопо-
ставляли накопление РФП опухолью с результа-
тами ИГХ/FISH. Пациентки были поделены на три 
когорты в зависимости от введенной дозы [99mTc]-
Tc-ZHER2:41071: 500, 1000 и 1500 мкг. У всех боль-
ных отмечена хорошая переносимость РФП на всех 
этапах динамического наблюдения. При этом пре-
парат в дозе 1000 мкг показал не только лучшие 
фармакокинетические параметры спустя 2 ч после 
введения, но и лучшие показатели разделения опу-
холей молочной железы в зависимости от статуса 
HER2/neu. Отличительной особенностью препарата 
[99mTc]Tc-ZHER2:41071 стало достаточно низкое его 
накопление нормальной тканью печени, что позво-
лило визуализировать у одной из пациенток мета-
стаз в печень, позднее подтвержденный данными 
компьютерной томографии с контрастированием. 
Клинический пример использования РФП представ-
лен на рис. 2. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Злокачественные опухоли уверенно занимают одни 
из лидирующих позиций по показателям заболева-
емости и смертности по всему миру. В связи с этим 

для определения оптимальной тактики локального 
и системного лечения особую роль играет диагно-
стический этап, включающий изучение клинико-ин-
струментальных, морфологических и молекулярных 
параметров [6]. Учитывая объективные сложности, 
обусловленные невозможностью одномоментной 
оценки распространенности опухолевого процесса, 
необходимостью многочисленных инвазивных ма-
нипуляций, дополнительными финансовыми затра-
тами и порой субъективной оценкой полученных 
результатов, особенно актуальным представляет-
ся внедрение дополнительных методов обследова-
ния больных со злокачественными заболеваниями 
[7–10]. Многообещающим представляется развитие 
таргетной радионуклидной визуализации, совме-
щающей не только возможность анатомического 
стадирования, но и оценки молекулярного профи-
ля опухолевых узлов, что в совокупности приводит 
к оптимизации обследования и сокращает количе-
ство инвазивных вмешательств [23, 24].

Как показано в данном обзоре, аффибоди явля-
ются перспективными агентами для использования 
в различных областях биотехнологии и клинической 
медицины, в частности, для применения в биолюми-
несцентной ультразвуковой визуализации и созда-
нии противовирусных и таргетных терапевтических 
препаратов [38–40]. При этом к настоящему време-
ни основное количество исследований посвящено 
изучению радиоконъюгатов аффибоди с различны-
ми изотопами для таргетной визуализации злока-
чественных образований различной локализации. 
Проведенные доклинические испытания во всех 
случаях показали высокую аффинность аффибоди 
к таким молекулярным мишеням, как рецептор эпи-
дермального фактора роста типа 2 (HER2/neu) [59], 
лиганд рецептора программируемой гибели клеток 
(PD-L1) [52], рецептора B7-H3 (CD276) [58], рецеп-
тора тромбоцитарного фактора роста типа бета 

Рис. 2. Накопление препарата 
[99mTc]Tc-ZHER2:41071 у больных 
раком молочной железы через 
2 ч после его введения в дозе 
1000 мкг: А – пациентка с HER2-
отрицательным раком молочной 
железы (синей стрелкой указана 
опухоль молочной железы, крас-
ной – метастатический аксиллярный 
лимфатический узел); Б – пациент-
ка с HER2-положительным раком 
молочной железы (синей стрелкой 
указана опухоль молочной железы, 
красной – метастазы в печень)

А  � Б

HER2–    � HER2+



14 | ACTA NATURAE | ТОМ 17 № 4 (67) 2025

ОБЗОРЫ

(PDGFRβ) и пр., а также возможность их опухоле-
вой визуализации с использованием методов ПЭТ 
и ОФЭКТ.

Убедительно выглядят результаты многочислен-
ных клинических испытаний аффибоди для HER2-
позитивного рака молочной железы у человека, 
которые показали хорошую переносимость радио-
фармацевтических препаратов и отсутствие неже-
лательных явлений на всех этапах динамического 
наблюдения [71–75]. С клинических позиций особую 
важность имеет возможность анатомической визу-
ализации опухолевых структур в молочной желе-
зе, регионарных лимфатических узлах, отдаленных 

органах и тканях, а также молекулярная визуали-
зация экспрессии HER2/neu в выявленных структу-
рах, сопоставимая с данными иммуногистохимиче-
ского и FISH-анализа [76, 77]. Проведенный анализ 
однозначно свидетельствует о высокой перспектив-
ности использования альтернативных каркасных 
белков неиммуноглобулиновой природы, к которым 
относятся молекулы аффибоди, для клинической 
медицины. 

Работы поддержаны грантом 
Министерства науки и высшего образования 

РФ № 075-15-2024-536.
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РЕФЕРАТ Противоопухолевые вакцины на основе мРНК представляют собой инновационный подход 
к лечению онкологических заболеваний. Противоопухолевые мРНК-вакцины структурно основаны 
на специфических опухолевых антигенах, что позволяет активировать иммунную систему пациента 
для борьбы с раковыми клетками. На сегодняшний день проводятся клинические испытания мРНК-
вакцин против различных типов опухолей, включая меланому, рак легкого, рак поджелудочной же-
лезы, рак молочной железы и другие. Благодаря безопасности и гибкости применения, эти препараты 
имеют значительный потенциал для повышения эффективности лечения злокачественных новооб-
разований и увеличения продолжительности жизни пациентов. В обзоре представлена информация 
о развитии технологии производства препаратов на основе мРНК, алгоритме создания персонализиро-
ванных противоопухолевых мРНК-вакцин, практических аспектах их применения, а также рассмотре-
ны актуальные клинические исследования персонализированных мРНК-вакцин в онкологии. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА мРНК-вакцина, рак, иммунотерапия, неоантигены, липосомы, клинические исследо-
вания. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЗНО – злокачественные новообразования; АПК – антигенпрезентирующие клет-
ки; ЛНЧ – липидные наночастицы; ЛПП – липополиплексы; ПЭГ – полиэтиленгликоль; CpG-ОДН – 
CpG-олигодезоксинуклеотиды; БТЛП – биотехнологические лекарственные препараты; CTLA-4 – ци-
тотоксический T-лимфоцитарный антиген-4; PD-1 – рецептор программируемой клеточной гибели; 
PD-L1 – лиганд рецептора программируемой клеточной гибели.
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ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день онкологические заболевания 
остаются одной из важнейших медико-социальных 
проблем. Актуальность проблемы злокачественных 
новообразований (ЗНО) обусловлена их высокой 
распространенностью, а также сложностью про-
филактики и лечения [1]. Несмотря на значитель-
ный прогресс в разработке и оптимизации методов 
лечения ЗНО, показатели общей и безрецидивной 
выживаемости пациентов остаются неудовлетвори-
тельными [1]. Так, продолжительность жизни более 
50% пациентов в одном из наиболее распространен-
ных типов ЗНО – рак легкого − не превышает 3.5 
лет после установления диагноза [2]. 

Для повышения эффективности лечения и уве-
личения продолжительности и качества жизни па-

циентов необходимы разработка и внедрение новых 
терапевтических подходов. В этом контексте особый 
интерес представляет модуляция противоопухоле-
вого иммунного ответа. Так, включение иммуноте-
рапии ингибиторами иммунных контрольных точек 
в клинические рекомендации значительно повыси-
ло эффективность лечения меланомы, рака легкого, 
рака молочной железы, рака яичников и других ти-
пов ЗНО [3, 4]. Одним из перспективных направле-
ний иммунотерапии является применение противо-
опухолевых вакцин на основе нуклеиновых кислот 
(ДНК и мРНК). 

Использование мРНК в качестве привлекатель-
ной платформы для создания противоопухолевых 
вакцин основано на ее способности доставлять 
специфические транскрипты, несущие информацию 
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об опухолевых антигенах, в цитоплазму антиген-
презентирующих клеток (АПК) пациента для по-
следующей экспрессии целевого антигена. После 
процессинга ассоциированные с целевым антигеном 
белки (эпитопы) могут быть представлены на по-
верхности АПК путем связывания с молекулами 
главного комплекса гистосовместимости 1 и 2 клас-
сов – MHC I и MHC II соответственно (рис. 1). Это 
запускает активацию иммунной системы, включая 
реакцию CD4+ Т-хелперов, гуморальный ответ 
В-клеток и CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов 
[5]. Вакцинные платформы на основе мРНК имеют 
такие преимущества, как:
1) �Улучшенная стабильность и  трансляция. 

Современные методы модификации нуклеотид-
ных последовательностей и совершенствования 
систем доставки делают мРНК более устойчивой 
к деградации и обеспечивают высокий уровень 
трансляции в клетках [6].

2) �Иммуностимулирующие свойства мРНК. Сама 
молекула мРНК обладает способностью активиро-
вать врожденный иммунный ответ, что усиливает 
эффективность вакцины [7].

3) �Безопасность. В отличие от ДНК-вакцин и вирус-
ных векторов, мРНК не интегрируется в геном 
клетки-хозяина, что исключает риск инсерцион-
ного мутагенеза [8].

4) �Относительная доступность производства персона-
лизированных препаратов. На основании информа-
ции о целевой последовательности мРНК необхо-
димо синтезировать только ДНК-матрицу, которая 
обеспечивает получение многих копий мРНК с по-
мощью транскрипции in vitro. Это делает создание 
мРНК-вакцины значительно более дешевым, чем 
вакцин на основе ДНК или вирусных векторов. 
В обзоре рассмотрены возможности терапевти-

ческих мРНК-вакцин в случае солидных опухолей, 
акцентируя внимание на синтез мРНК, системы до-
ставки мРНК к антигенпрезентирующим клеткам 
и текущее состояние клинических исследований. 

КЛЮЧЕВЫЕ ЭТАПЫ В РАЗВИТИИ мРНК-ТЕХНОЛОГИЙ
Несмотря на то, что мРНК и процесс транскрип-
ции были открыты в 60-х годах ХХ века, мало 
кто воспринимал возможность создания медицин-
ских препаратов на их основе. Ситуация измени-

мРНК-
вакцина

мРНК

мРНК

мРНК

мРНК

Т-лимфоцит

рибосома

протеасома

эпитопы

белок

белок

белок

цепочка 
аминокислот

АГ-
белок

B-лимфоцит

Т-лимфоцит
MHC I

MHC I

M
HC II

MHC II

B-лимфоцит

Лимфатический 
узел

опухоль

опухоль

АПК

АПК

Рис. 1. Механизм действия противоопухолевой мРНК-вакцины. мРНК – матричная РНК, АПК – антигенпрезенти-
рующая клетка, АГ-белок – антигенный белок
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лась в 1984 году с получением биологически актив-
ной синтетической мРНК, которую в дальнейшем 
смогли использовать для регуляции экспрессии 
целевых генов с целью лечения заболеваний [9] 
(рис. 2). Дальнейшему изучению мРНК в качестве 
терапевтического агента препятствовала ее физи-
ческая нестабильность, а также плохое проникнове-
ние в клетки [10]. Однако в 1989 году была описа-
на первая успешная трансфекция синтезированной 
мРНК люциферазы Photinus pyralis в клетки мыши 
с использованием катионного липида N-[1-(2,3-
диолейлокси)пропил]-N,N,N-триметиламмония хло-
рида, встроенного в липосому [11]. В 90-е годы почти 
все компании, занимающиеся разработкой мРНК-
вакцин, предпочитали вкладывать ресурсы в дру-
гие направления, поскольку производство стабиль-
ной липосомной мРНК обходилось слишком дорого. 
Тем не менее исследования продолжались, и в 1990 
году введение мРНК мышам показало возможность 
экспрессии синтетической мРНК в условиях in vivo 

[12, 13]. А через три года была получена первая 
профилактическая мРНК-вакцина, кодирующая ну-
клеопротеин вируса гриппа для активации цитоток-
сических Т-клеток мышей [14].

Первый опыт формирования противоопухолево-
го иммунитета у мышей после внутримышечного 
введения мРНК, кодирующей ген эмбрионально-
го опухолевого антигена (CEA), был описан в 1995 
году [15]. Позднее, в 1999 году на модели меланомы 
мыши показали, что введение в селезенку мРНК 
gp100, кодирующей гликопротеин матрикса мелано-
сомы, тормозит опухолевый рост [16]. В это же вре-
мя было инициировано клиническое исследование 
1 фазы по активации антигенной презентации ау-
тологичных дендритных клеток пациентов с раком 
предстательной железы с помощью синтетической 
мРНК, кодирующей простатспецифический анти-
ген (PSA) [17]. В 2000 году Ингмар Хоэрр и соавт. 
установили, что прямые инъекции мРНК могут вы-
зывать иммунный ответ у мышей [18], а затем, учи-
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тывая перспективность разработки мРНК-вакцин, 
была создана компания CureVAC (Германия), кото-
рая по сей день входит в перечень ведущих компа-
ний-разработчиков мРНК-вакцин [19].

Значительная часть фундаментальных идей 
по разработке мРНК-вакцин принадлежит Каталин 
Карико и Дрю Вайсману. В 1997 году, разрабатывая 
вакцину от ВИЧ на основе мРНК, исследователи 
отметили воспалительные реакции при введении 
вакцины мышам, когда мРНК связывалась в орга-
низме с Toll-подобными рецепторами, отвечающими 
за обнаружение чужеродных молекул [20]. Ученым 
удалось найти решение, которое легло в основу 
разработки следующего поколения мРНК-вакцин. 
Так, в 2005 году была опубликована ключевая ра-
бота и запатентован способ модификации одного 
из компонентов мРНК – уридина в псевдоуридин – 
вследствие чего иммунная система переставала вос-
принимать мРНК как чужеродную, и синтез белка 
в клетке шел гораздо эффективнее [21, 22]. Кроме 
того, такая мРНК была стабильнее немодифициро-
ванной. В 2023 году Карико и Вайсман были удосто-
ены Нобелевской премии по физиологии и медици-
не за открытие, касающееся способа модификации 
нуклеозидных оснований [23].

Совершенствование технологий на основе мРНК 
позволило разработать эффективные мРНК-
вакцины против COVID-19 таким фармацевтиче-
ским компаниям, как Moderna и Pfizer-BioNTech [6]. 
Успешное и широкое применение таких препаратов 
привело к быстрому развитию и оптимизации про-
изводственной цепочки мРНК-вакцин [24]. При этом 
мРНК-технологии подходят для создания препара-
тов не только против инфекционных заболеваний 
(вирусов бешенства, гриппа, Эпштейна−Барр, Зика, 
Нипах и др.), но и против онкологических заболе-
ваний, например, рака предстательной железы, ге-
патоцеллюлярной карциномы, меланомы и немел-
коклеточного рака легкого, привлекая внимание 
ученых и биотехнологических и фармацевтических 
компаний России, США, Германии, Китая и дру-
гих стран [24]. В связи с этим в 2013 году было 
начато первое клиническое исследование персо-
нализированной мРНК-вакцины против меланомы 
(NCT02035956) [25]. 

Перспективой современной противоопухоле-
вой терапии является индивидуализация лечения. 
Показана высокая эффективность противоопухо-
левых мРНК-вакцин, направленных против опу-
холевых неоантигенов, которые образуются в зло-
качественных клетках в результате различных 
мутационных событий. Неоантигены можно раз-
делить на две категории: общие и персонализиро-
ванные [26, 27]. Первые являются общими у раз-

ных онкобольных, отсутствуют в нормальном геноме 
и потенциально могут использоваться в качестве те-
рапевтических противоопухолевых вакцин широко-
го спектра действия [28, 29]. Персонализированные 
неоантигены уникальны для опухоли каждого от-
дельного пациента, они показали большую те-
рапевтическую эффективность [30–32]. Процесс 
изготовления персонализированной противоопу-
холевой мРНК-вакцины начинается с определе-
ния спектра неоантигенов опухоли с последующим 
расчетом конструкции молекулы мРНК, синтезом 
ДНК-матрицы и самой молекулы мРНК, а также 
упаковки молекулы в систему доставки. 

Определение неоантигенов опухоли
Одним из ключевых этапов в создании персона-
лизированных мРНК-вакцин является определе-
ние неоантигенов, то есть уникальных антигенов, 
возникающих вследствие соматических мутаций 
в клетках опухоли. Неоантигены идентифицируют 
с использованием комплекса методов, включающего 
полногеномное или полноэкзомное секвенирование, 
РНК-секвенирование и специализированные биоин-
форматические пайплайны, позволяющие отобрать 
наиболее перспективные мишени для иммуноте-
рапии [33, 34]. При этом ДНК-секвенирование дает 
возможность выявлять соматические мутации (мис-
сенс, нонсенс, делеции, инсерции и др.), потенциаль-
но кодирующие неоэпитопы, а РНК-секвенирование 
подтверждает факт их экспрессии, что служит 
важным критерием отбора неоантигенов [35]. 
Кроме того, использование РНК-секвенирования 
позволяет исключить ложноположительные ва-
рианты, обнаруженные при анализе результатов 
ДНК-секвенирования, но не экспрессирующиеся 
в действительности [35]. Именно сопоставление дан-
ных ДНК- и РНК-секвенирования на практике дает 
более надежные результаты при формировании 
пула потенциальных неоантигенов [34].

После получения «сырых» данных проводится их 
предварительная обработка, включающая контроль 
качества (с помощью FastQC1), фильтрацию и трим-
мирование некорректных участков (Trimmomatic 
или Cutadapt) и выравнивание прочтений на ре-
ференсный геном (Bowtie 2) [36–38]. Следующим 
шагом является детекция соматических мутаций 
в опухоли по сравнению с нормальными образцами, 
где применяются такие инструменты, как MuTect2 
(из пайплайна GATK), Strelka или VarScan2 [39–41]. 
При этом рассчитывают частоту аллельных вари-

1 Andrews S. FastQC: A Quality Control Tool for High Throughput 
Sequence Data. In: Babraham Bioinformatics [Internet]. Cambridge: 
Babraham Institute; 2004-. [cited 2024 Dec 15]. Available at: 
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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антов (VAF), отражающую долю мутаций в гено-
ме опухолевых клеток [42]. Параллельно данные 
РНК-секвенирования анализируют при помощи 
пайплайнов STAR+RSEM, Salmon или Kallisto [43–
46], что позволяет получить количественные пока-
затели экспрессии – TPM (Transcripts Per Million) 
и FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript per 
Million mapped reads). Последние учитывают длину 
транскрипта и глубину секвенирования и применя-
ются для корректного сравнения уровня экспрес-
сии между транскриптами и образцами, что важно 
для оценки потенциальной иммуногенности [34].

На следующем этапе предсказывают неоэпито-
пы и оценивают их иммуногенность. Большое зна-
чение имеет определение HLA-генотипа пациента 
с использованием, например, алгоритма OptiType 
[47]. Также оценивается аффинность связыва-
ния мутантных пептидов с молекулами MHC I/II 
с помощью различных инструментов, среди кото-
рых наиболее популярны NetMHC и NetMHCpan, 
MHCflurry и IEDB [48–50]. Эти инструменты вы-
числяют IC50, или процентильный ранг, позволя-
ющий отобрать эпитопы с высокой предсказанной 
аффинностью (IC50 <500 нМ). Для более точной 
приоритизации учитывают уровень экспрессии му-
тантного транскрипта, частоту аллельных вариантов 
(VAF), уникальность мутантного пептида по сравне-
нию с нативным белком и стабильность комплекса 
пептид–MHC [34]. В ряде случаев для валидации 
найденных неоантигенов применяют иммунопеп-
тидомику: прямое выделение комплексов пептид–
MHC из опухолевых клеток с последующей масс-
спектрометрией [51]. Этот подход более трудоемок, 
однако подтверждает реальное представление пеп-

тида на поверхности клеток. На практике же чаще 
используют in silico анализ, поскольку он дешевле 
и быстрее, что особенно важно в контексте персо-
нализированных мРНК-вакцин [52]. Включение 
данных иммунопептидомики и интеграция функ-
циональных тестов (таких, как активация Т-клеток 
in vitro) позволяет повысить объективность оценки 
иммуногенности [51].

Несмотря на сохраняющиеся сложности с пред-
сказанием неоэпитопов, интеграция данных ДНК- 
и РНК-секвенирования с современными биоинфор-
матическими и машинными алгоритмами создает 
надежную основу для их выявления и разработки 
эффективных персонализированных мРНК-вакцин 
[34].

Структура молекулы мРНК
Современные мРНК-вакцины разрабатываются 
с учетом оптимизации структуры молекулы мРНК, 
что обеспечивает ее высокую стабильность, эф-
фективность и минимизацию нежелательных им-
мунных реакций [53]. При этом молекула мРНК 
имеет несколько обязательных элементов (5’-кэп, 
5’-UTR, кодирующая последовательность, 3’-UTR 
и поли(А)-хвост), каждый из которых играет клю-
чевую роль (рис. 3А) [53].

Для рационального проектирования структуры 
мРНК все шире применяются специальные вычис-
лительные программы. Эти инструменты позволя-
ют учитывать вторичную и третичную структуры 
мРНК, которые влияют на ее стабильность, имму-
ногенность и эффективность трансляции целевого 
антигена в АПК. Среди таких программ можно от-
метить RNAfold, NUPACK и mfold, обеспечивающие 

Рис. 3. Структурные компоненты мРНК-вакцины. А – композиция молекулы мРНК; Б – строение липосомы;  
В – строение липидной наночастицы; Г – строение липополиплекса. 5’ сap – кэп, 5’-UTR и 3’-UTR – нетранслиру-
ющие участки, CDS – кодирующая последовательность
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модифицированный нуклеозид
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фосфолипид
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ПЭГ-липид

протамин
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прогнозирование энергетически стабильных струк-
тур и подбор оптимальных участков для включения 
модифицированных нуклеозидов [54–56].

Важнейшим элементом мРНК служит 5’-конец, 
снабженный кэпом (Cap), который защищает ее 
от деградации и способствует инициации трансля-
ции (рис. 3А). Различают несколько типов кэпов: 
Cap0, Cap1, Cap2, m6Am Cap. Современные техно-
логии, например, CleanCap, позволяют достичь сте-
пени кэпирования до 99%, что критически важно 
для синтеза целевого белка в АПК [53]. При про-
изводстве мРНК часто используют модифициро-
ванные нуклеозиды (псевдоуридин, 5-метилцити-
дин, N1-метилпсевдоуридин), которые повышают 
уровень экспрессии и снижают врожденную имму-
ногенность. За кэпом следует 5’-нетранслируемый 
регион (5’-UTR), влияющий на стабильность и эф-
фективность трансляции.

Кодирующая последовательность (CDS), располо-
женная в центральной части молекулы, содержит 
информацию о целевом антигене. В противорако-
вых мРНК-вакцинах это могут быть опухолеас-
социированные антигены (TAA) или неоантигены 
(TSA). Возможно кодирование сразу нескольких 
антигенов, что усиливает иммунный ответ [57, 58]. 
Оптимизация кодонов позволяет повысить ско-
рость и точность трансляции, тем самым усиливая 
эффективность вакцины [57]. Заключительной ча-
стью структуры мРНК является 3’-нетранслируе-
мая область (3’-UTR), регулирующая время «жизни» 
мРНК, и поли(А)-хвост, способствующий стабильно-
сти и продлению периода трансляции (рис. 3А) [53].

В дополнение к линейным молекулам мРНК раз-
рабатывают самореплицирующиеся мРНК, кото-
рые включают элементы репликации вирусов, по-
вышающие их копийность в клетках и тем самым 
уменьшающие необходимую дозу препарата мРНК 
[53]. Альтернативой являются кольцевые мРНК 
с замкнутой структурой, позволяющей мРНК доль-
ше сохраняться в организме и обеспечивать более 
продолжительную экспрессию антигена [58]. Оба на-
правления активно разрабатывают, учитывая воз-
можность повышения эффективности и безопасно-
сти мРНК-вакцин [53, 58].

Системы доставки противоопухолевых 
мРНК-вакцин
Введенная в организм пациента молекула мРНК 
должна быть доставлена к АПК без потери своей 
целостности. Выбор оптимальной системы достав-
ки мРНК является важным этапом производства 
мРНК-вакцин. К наиболее распространенным си-
стемам доставки мРНК относятся липидные плат-
формы, которые включают липосомы, липидные 

наночастицы (ЛНЧ) и липополиплексы (ЛПП), от-
личающиеся по структуре и функциональным осо-
бенностям (рис. 3Б–Г).

Липосомы состоят из билипидного слоя, фор-
мирующего внешнюю оболочку, внутри которой 
инкапсулируется мРНК. На поверхности липосом 
могут находиться молекулы полиэтиленгликоля 
(ПЭГ), обеспечивающие стерическую стабилизацию 
и увеличение времени циркуляции в крови. ЛНЧ 
представляют собой более сложные и оптимизи-
рованные структуры, включающие ионизируемые 
липиды, фосфолипиды, холестерин и ПЭГ-липиды, 
что позволяет не только эффективно инкапсулиро-
вать мРНК, но и защищать ее от деградации и обе-
спечивать доставку в цитоплазму клеток [59]. ЛНЧ 
успешно применяются в противораковых мРНК-
вакцинах, демонстрируя высокую стабильность 
и эффективность доставки [53, 60].

Эффективность липидных платформ доставки за-
висит от ряда факторов, таких как размер, заряд, 
липидный состав, фазовое состояние мембраны, спо-
соб локализации антигена и наличие иммуномоду-
лирующих компонентов.

Размер частиц влияет на характер транспорта 
в лимфоузлы и тип иммунного ответа: мелкие ча-
стицы (<200 нм для липосом и до 100 нм для ЛНЧ) 
быстрее проникают в лимфоидные органы и активи-
руют резидентные дендритные клетки, способствуя 
Th2-ответу, тогда как крупные (>500 нм для липо-
сом и >100 нм для ЛНЧ) дольше задерживаются 
в месте инъекции, формируя депо и стимулируя 
Th1-ответ [60–63]. 

Заряд частиц также играет важную роль: ка-
тионные частицы, например, на основе диоктаде-
цилдиметиламмония бромида (DDA), активно по-
глощаются АПК, способствуют кросс-презентации 
и активации CD8+ Т-лимфоцитов, тогда как нейт
ральные и анионные липосомы преимуществен-
но индуцируют гуморальный иммунитет [64, 65]. 
В ЛНЧ ионизируемые липиды при низких значе-
ниях pH в эндосомах приобретают положительный 
заряд, облегчая выход мРНК в цитоплазму [66].

Фазовое состояние билипидного слоя определяет 
способность липосом к слиянию с клеточными мем-
бранами и внутриклеточному высвобождению анти-
гена. Жидкокристаллические липосомы облегчают 
кросс-презентацию через MHC I, тогда как более 
жесткие липосомы вызывают выраженный Th1-
ответ in vivo [66–68]. Холестерин, входящий в со-
став мембраны, повышает стабильность липосом 
и может усиливать или снижать активацию компле-
мента в зависимости от заряда и размера [66, 69].

Добавление в  состав частиц иммуномоду-
лирующих компонентов ,  таких как  лиган-
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ды Toll-подобных рецепторов, например, CpG-
олигодезоксинуклеотиды (CpG-ОДН), поли(I:C), 
синтетические гликолипиды и цитокины, позволя-
ет направить иммунный ответ по нужному типу 
воспаления. Так, CpG-ОДН, распознаваемые TLR9 
и трегалоза-6,6’-дибехенатом (TDB), способствуют 
индукции Th1-ответа, сопровождающегося про-
дукцией IFN-γ [70–73]. Поли(I:C), имитирующий 
вирусную двухцепочечную РНК и активирующий 
TLR3, усиливает перекрестную презентацию анти-
гена и стимулирует развитие ответа цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов [74, 75]. Кроме того, комбинация 
TDB с липидами, такими как DDA, может приво-
дить к активации Th17-ответа и продукции IL-17 
[67, 76–78].

Показано, что  инкапсулированные антиге-
ны эффективно поступают во внутриклеточные 
компартменты АПК, где подвергаются обработ-
ке и представлению через молекулы MHC как 
класса I, так и класса II, обеспечивая активацию 
CD8+ и CD4+ Т-лимфоцитов [68]. В то же время 
антигены, ассоциированные с поверхностью ли-
посом, обладают меньшей способностью к вну-
триклеточной обработке, но могут быть доступны 
для прямого распознавания В-лимфоцитами через 
BCR-рецепторы, способствуя формированию гумо-
рального ответа [68, 79].

Липополиплексы (ЛПП) представляют со-
бой гибридные системы, комбинирующие кати-
онные липиды, такие как DOTAP (1,2-диолеоил-
3-триметиламмонийпропан), и полимеры, такие 
как протамин, для формирования стабильных ком-
плексов с мРНК [80]. Липиды обеспечивают защиту 
мРНК и способствуют ее доставке через клеточные 
мембраны, а полимеры усиливают компактизацию 
мРНК, повышая стабильность комплекса. ЛПП об-
ладают высокой стабильностью in vitro и эффек-
тивно доставляют мРНК, включая самореплициру-
ющиеся, к дендритным клеткам, вызывая сильный 
иммунный ответ. Показано, что ЛПП, используемые 
для доставки мРНК, кодирующих неоантигены, ин-
дуцируют мощные Т-клеточные ответы и проявля-
ют противоопухолевую активность в мышиных мо-
делях [80].

Помимо липидных платформ, для доставки мРНК 
в АПК применяют полимерные наночастицы, ден-
дримеры, пептидные комплексы, струйную инжек-
цию, электропорацию и вирусные векторы.

Полимерные наночастицы, такие как поли(β-
аминоэфиры), представляют собой биодеградиру-
емые полимеры, содержащие амино- и эфирные 
группы в своей структуре, что обеспечивает их спо-
собность связывать мРНК через электростатические 
взаимодействия. Гибкость в модификации полимер-

ных наночастиц позволяет варьировать молекуляр-
ную массу, степень разветвленности и химический 
состав полимера, оптимизируя заряд, размер частиц 
и их способность защищать мРНК от ферментатив-
ной деградации [53]. 

Дендримеры – это высокоразветвленные по-
лимерные молекулы с древовидной структурой. 
В центре дендримера находится небольшое ядро, 
представляющее собой небольшую молекулу 
или ион, от которого начинают отходить повторя-
ющиеся мономерные звенья, формируя несколько 
слоев ветвления. На наружной поверхности ден-
дримера расположены функциональные группы, 
такие как амины или гидроксильные группы, ко-
торые обеспечивают возможность связывать и за-
щищать мРНК [53]. Пептидные комплексы состо-
ят из мРНК, связанной с катионными пептидами, 
такими как протамин, которые образуют плотные 
наночастицы за счет электростатического взаимо-
действия между положительно заряженными пеп-
тидами и отрицательно заряженной мРНК, защи-
щая ее от деградации и способствуя проникновению 
в клетки [53]. 

Струйная инжекция позволяет доставлять 
«голую» мРНК без носителей, используя такие 
струйные инжекторы, как PharmaJet или Bioject. 
Устройства лишены игл и под высоким давлением 
(до 1000 бар) пропускают мРНК через кожу в под-
кожно-жировую клетчатку или мышечную ткань. 
Механизм проникновения мРНК в клетки основан 
на временном нарушении целостности клеточных 
мембран за счет механического стресса, вызванно-
го высокоскоростной струей, что позволяет мРНК 
достигать цитоплазмы АПК [81]. Исследования по-
казывают, что введение мРНК этим методом может 
вызывать врожденный иммунный ответ, сопостави-
мый с тем, что индуцируют ЛНЧ [81]. 

Электропорация используется преимущественно 
для ex vivo доставки мРНК в дендритные клет-
ки или другие иммунные клетки, которые затем 
вводятся в организм. Этот метод предполагает 
применение электрических импульсов для вре-
менного повышения проницаемости клеточных 
мембран, что облегчает проникновение мРНК. 
Электропорация эффективна для активации иммун-
ного ответа, но ее применение in vivo ограничено 
из-за риска повреждения тканей и сложности реа-
лизации [53]. 

Вирусные векторы, чаще используемые для до-
ставки самореплицирующейся мРНК, состоят из мо-
дифицированного вирусного генома, содержащего 
мРНК или самореплицирующуюся мРНК, а также 
белкового капсида или липидной оболочки, кото-
рые обеспечивают проникновение в клетки. Часто 
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используются аденовирусы, лентивирусы или аль-
фавирусы, модифицированные для экспрессии опу-
холевых антигенов. Самореплицирующаяся мРНК 
включает элементы вирусной репликации, усили-
вающие трансляцию антигенов в клетках, снижая 
необходимую дозу мРНК-вакцины и повышая им-
мунный ответ. Вакцины на основе вирусных векто-
ров разрабатываются для лечения различных видов 
рака, включая HPV-ассоциированные опухоли, и по-
казывают высокую эффективность в доклинических 
исследованиях [82].

Хранение и транспортировка препаратов с мРНК
Иммунобиологические лекарственные препараты, 
к которым относятся все известные вакцины, хра-
нят при температуре от +2°C до +8°C1. Исключение 
составляют вакцины на основе мРНК, которые от-
носятся к биотехнологическим лекарственным пре-
паратам (БТЛП), имеющим свои особенности хране-
ния и транспортировки2. К примеру, мРНК-вакцина 
компании Pfizer стабильна в течение 6 месяцев 
при температуре −80°C и только 5 дней при темпе-
ратуре +2… +8°C. Вакцина компании Moderna мо-
жет храниться на протяжении 6 месяцев при тем-
пературе −20°C и 30 дней при 2−8°C [83]. 

Для хранения и транспортировки мРНК-вакцин 
необходим строгий контроль температуры, установ-
ленный производителем, и специальное оборудова-
ние, такое как холодильные и морозильные камеры, 
холодильные боксы и переноски вакцин, способ-
ные держать температуру −80°C и соответству-
ющие стандартам эффективности, определенным 
Всемирной организацией здравоохранения (ВОЗ) [84]. 

Одним из новейших вариантов доставки мРНК 
в организм пациента является использование чипов 
с микроиглами [84]. Этот способ позволяет хранить 
и транспортировать препарат с мРНК при комнатной 
температуре в течение нескольких месяцев. Однако 
такой способ пока апробирован только для противо-
инфекционных мРНК-вакцин, а сложность техноло-
гии производства чипов создаст трудности при раз-
работке индивидуальных противоопухолевых вакцин. 

1 Общая фармакопейная статья (ОФС) 1.7.1.0018.18, утвержденная 
Приказом Минздрава России № 749 от 31.10.2018. Режим доступа: 
https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-14/1/1-7/1-7-1/ 
Дата обращения: 25.02.2024.
2 Постановление Правительства РФ № 213 от 24.02.2025 г. «О био-
технологических лекарственных препаратах, предназначенных 
для применения в соответствии с индивидуальным медицинским 
назначением и специально изготовленных для конкретного паци-
ента непосредственно в медицинской организации, в которой при-
меняется такой биотехнологический лекарственный препарат, 
имеющих в своем составе соединения, синтезированные по резуль-
татам генетических исследований материала, полученного от па-
циента, для которого изготовлен такой биотехнологический ле-
карственный препарат». Режим доступа: http://government.ru/docs/
all/157884/ Дата обращения: 25.02.2025.

Все перечисленные особенности транспортиров-
ки приводят к определенным сложностям дальней-
шей реализации мРНК-вакцин, однако не делают их 
применение невозможным в клинической практике. 
Одним из путей разрешения может стать производ-
ство и применение препарата на территории одного 
учреждения, что в настоящее время регламентиру-
ется на территории Российской Федерации поста-
новлением о БТЛП, предназначенных для примене-
ния в соответствии с индивидуальным медицинским 
назначением, от 24 февраля 2025 года № 213. 

Способы введения противоопухолевых 
мРНК-вакцин
Выбор способа введения важен для терапевтиче-
ской эффективности и безопасности мРНК-вакцины 
для организма в целом. Пути введения имеют раз-
ные характеристики и влияют на распределение 
вакцины в организме, тип активируемых иммунных 
клеток и, как следствие, на силу и продолжитель-
ность ответа. Введение мРНК-вакцин может быть 
внутрикожным, подкожным, интраназальным, ин-
транодальным, внутрибрюшинным, внутримышеч-
ным и внутривенным. В современных клинических 
испытаниях наиболее часто применяют внутривен-
ное, внутримышечное и подкожное введение мРНК-
вакцин. 

При внутривенном введении препарат попадает 
в системный кровоток, распространяясь по орга-
нам и тканям, быстро достигая АПК. Этот способ 
обеспечивает возможность введения значительных 
объемов вакцины и допускает повторные процеду-
ры для поддержания высокого уровня противоопу-
холевого иммунитета [58]. Данные клинических ис-
следований вакцины цевумеран компании BioNTech 
SE, вводимой внутривенно, подтвердили безопас-
ность, хорошую переносимость и эффективность 
стимуляции иммунного ответа, направленного про-
тив раковых клеток [32, 85]. Тем не менее при этом 
способе введения возможно развитие лихорадочного 
генерализованного синдрома и гриппоподобных яв-
лений, а также существует риск системной токсич-
ности, который важно учитывать при планировании 
исследований. В силу специфического строения со-
судистой сети печени и механизма рецепторопос-
редованного захвата гепатоцитами мРНК-вакцины 
обладают повышенной тропностью к этому органу, 
что может привести к иммуноопосредованному ге-
патиту или гепатотоксичности [86]. При таком спо-
собе введения препарата необходимо учитывать со-
отношение вред−польза лечения, что накладывает 
ограничения на применение мРНК-вакцин. 

Внутримышечное введение вакцин переносит-
ся легче, чем при внутривенном способе введения. 
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Благодаря хорошей васкуляризации мышечной 
ткани и наличию мигрировавших в ходе онтогенеза 
и привлеченных в место инъекции предшествен-
ников АПК, внутримышечного введения достаточ-
но для индукции противоопухолевого иммунного 
ответа. К другим плюсам этого способа относятся 
гибкость в подборе вводимой дозы, возможность 
повторного введения для поддержания активно-
сти противоопухолевого иммунитета и сниженный 
риск побочных реакций в месте инъекции [87]. 
Единственными побочными эффектами при этом 
способе могут быть лихорадочные и гриппоподоб-
ные явления, которые корректируются противовос-
палительными препаратами. Инкапсулированную 
в липидные наночастицы вакцину мРНК-4157 ком-
пании Moderna во всех клинических испытаниях 
вводили внутримышечно, показав при этом доста-
точную безопасность, а также вызвав клинические 
ответы у пациентов с меланомой и солидными опу-
холями [88, 89]. Внутримышечный путь, учитывая 
его многочисленные достоинства, широко использу-
ется для введения уже одобренных противоинфек-
ционных мРНК-вакцин, в том числе и профилакти-
ческих препаратов против SARS-CoV-2 [90–93]. 

Внутрикожный и подкожный способы введения 
мРНК могут быть реализованы как с помощью клас-
сического способа с помощью шприца, так и с ис-
пользованием микрочипов или струйной инжекции 
[81, 84]. Введение мРНК-вакцин внутрикожно сти-
мулирует иммунный ответ типа Th1, что объясня-
ется высокой концентрацией АПК в слоях дермы 
и эпидермиса и благоприятным микроокружением 
для переноса антигенов [94]. Хотя данный способ 
позволяет использовать меньшие объемы препара-
та, он нередко приводит к местным нежелательным 
реакциям, таким как припухлость, болезненность, 
гиперемия и зуд [95, 96]. В отличие от этого, под-
кожный метод введения характеризуется меньшим 
количеством АПК в подкожной жировой клетчатке, 
что требует увеличения дозировки и использова-
ния нескольких точек инъекции. Однако медлен-
ная скорость всасывания при подкожном введении 
может способствовать разрушению молекул мРНК, 
снижая эффективность лечения [97]. Тем не менее 
данный путь введения применялся в испытаниях 
вакцин на основе мРНК ранее и активно исполь-
зуется в клинических исследованиях, проводимых 
в Китае (NCT03908671, NCT05949775, NCT05761717) 
[80, 98, 99]. 

Интраназальный путь доставляет молекулу 
мРНК в АПК периферических лимфатических со-
судов, а внутринодальный – в лимфатические АПК. 
При этом реализация этих методов сложна и имеет 
ограничения по объемам вводимого препарата [100]. 

Внутрибрюшинный способ имеет аналогичные огра-
ничения и чаще используется для доставки мРНК-
вакцин, кодирующих костимулирующие молекулы 
иммунитета [101].

При выборе способа введения необходимо прини-
мать во внимание тип мРНК-вакцины. К примеру, 
для обеспечения эффективности доставки натив-
ной мРНК in vivo чаще используют внутрикожный 
или интранодальный пути из-за предположения 
о способности незрелых дендритных клеток, лока-
лизованных в дерме и лимфатических узлах, погло-
щать мРНК путем микропиноцитоза [102]. 

Липидные наночастицы как популярный инстру-
мент доставки совместимы практически со все-
ми известными способами введения. Тем не менее 
при внутримышечном и внутрикожном введении 
трансляция мРНК продолжается дольше всего – 
период полураспада превышает 20 ч, а при вну-
тривенном составляет 7 ч [103]. Для определения 
наилучшего способа доставки вакцины Фан и соавт. 
сравнили противоопухолевый эффект и иммуно-
генность внутримышечного, внутрикожного и под-
кожного введения препарата LPP-CT26 на мышах 
CT26-luc с метастазами в легкие [80]. Мыши, по-
лучавшие препарат подкожно, имели меньше мета-
статических очагов в легких, повышенный уровень 
секреции IFN-γ и большую противоопухолевую 
эффективность при увеличении мест введения 
без изменения дозы по сравнению с двумя другими 
группами. Это еще раз доказывает влияние оптими-
зации способа введения мРНК-вакцины на противо-
опухолевый ответ.

Таким образом, способ введения мРНК-вакцины 
является одним из ключевых факторов, определя-
ющих ее эффективность и безопасность. Каждый 
путь введения обладает своими преимуществами 
и недостатками, влияя на распределение препа-
рата в организме, активацию иммунных клеток и, 
как следствие, силу и продолжительность иммун-
ного ответа. Внутривенное введение обеспечива-
ет системное распределение, но сопряжено с ри-
ском токсичности и высокой тропностью к печени. 
Внутримышечное введение, благодаря своей про-
стоте и безопасности, остается наиболее популяр-
ным, обеспечивая гибкость в дозировании и возмож-
ность повторных инъекций. Внутрикожное введение 
стимулирует мощный иммунный ответ типа Th1, 
но может вызывать местные реакции. Подкожный 
путь, напротив, требует увеличения дозы из-за 
медленной абсорбции. Оптимизация способа, дозы 
и кратности введения с учетом типа мРНК-вакцины 
и системы доставки является необходимым услови-
ем для достижения максимального противоопухо-
левого эффекта и минимизации побочных реакций. 
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Дальнейшие исследования в этой области позволят 
разработать персонализированные стратегии вак-
цинации, направленные на получение клинического 
ответа и сведение к минимуму побочных реакций.

СОВРЕМЕННОЕ СОСТОЯНИЕ КЛИНИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ ПРОТИВООПУХОЛЕВЫХ 
мРНК-ВАКЦИН
Противоопухолевые мРНК-вакцины разрабатывают 
в настоящее время во многих странах и большин-
ство исследований успешно перешли от доклиниче-
ских испытаний к клиническим (табл. 1). Для ре-
гистрации противоопухолевой мРНК-вакцины 
в качестве препарата для лечения рака необходимо 
успешно пройти три фазы клинических испыта-
ний, последняя из которых самая продолжительная 
(рис. 4). 

Доклинические испытания мРНК-вакцин вклю-
чают оценку безопасности и иммунологических 
свойств в условиях in vitro и/или ex vivo и in vivo 
на животных моделях. Успех доклинических иссле-
дований позволяет перейти к I фазе клинических 
испытаний, где определяется терапевтическая доза 
и оценивается предварительная эффективность 
препарата при лечении пациентов. Эта фаза обычно 
проводится на здоровых добровольцах, но в случае 

противоопухолевых мРНК-вакцин исследования 
начинают сразу с целевых пациентов, что при-
водит к объединению фаз I и IIa (NCT06307431, 
NCT06305767), а также к появлению стадий увели-
чения и расширения дозы [104, 105]. В фазе II мож-
но выделить пилотную IIa фазу, в рамках которой 
оценивают краткосрочную безопасность, устанавли-
вают режим дозирования, выясняют зависимость 
эффекта от дозы и определяют критерии оценки 
эффективности, и контролируемую более обширную 
IIb фазу, нужную для определения эффективности, 
безопасности и оптимального уровня доз препара-
та, а также принятия решения о переходе на сле-
дующую фазу. На втором этапе необходима груп-
па сравнения, получающая стандартную терапию. 
Самая длительная и дорогостоящая III фаза пред-
ставляет собой рандомизированное контролируемое 
двойное слепое многоцентровое исследование с обя-
зательным наличием контрольной группы, что по-
зволяет оценивать эффективность и безопасность 
на большом числе пациентов. Успешное завершение 
этого этапа позволяет направить досье препарата 
в уполномоченный орган для регистрации. При этом 
в случае персонализированных мРНК-вакцин реги-
стрируют не каждый конкретный препарат, а тех-
нологии его производства. Более того, в Российской 

Доклинические испытания Регистрация 
препарата

Клинические испытания

Фаза I Фаза III

Фаза IV

Фаза II: a и b

Общая продолжительность: 10–15 лет

Оценка безопасности и иммунологических свойств на клеточных 
культурах, животных моделях и при помощи компьютерного 
моделирования.

до 100 человек

Определение безопасности 
и переносимости препарата, 
лимитирующей дозы, проведе-
ние исследования с многократ-
ными нарастающими дозами. 
Предварительная оценка 
эффективности.

Несколько групп пациентов 
с разными типами рака.

100–800 человек 

Фазы I и IIа часто 
объединяют

a: краткосрочная безопасность, фарма-
кокинетика и фармакодинамика, под-
бор режима дозирования, определение 
зависимости «доза–ответ» и критериев 
оценки эффективности.
b: определение эффективности, долго-
срочной безопасности, рандомизация и 
«двойное ослепление».

2 группы пациентов с одним типом рака: 
контрольная (стандартное лечение) и 
экспериментальная (исследуемый пре-
парат в монотерапии или в комбинации). 

Свыше 1000 
человек

Рандомизированное контролируемое – 
случайное распределение участников группы 
с различным лечением и сравнение  
результатов лечения;
двойное слепое – отсутствие информации 
о варианте терапии как у врача, так и 
у пациента;
многоцентровое исследование – клиническое 
исследование, в котором участвует более чем 
одно независимое медицинское учреждение.

2 группы пациентов с одним типом рака: 
контрольная (стандартное лечение)  
и экспериментальная (исследуемый  
препарат в монотерапии или в комбинации).

Дополнительная 
проверка безопасности  
и эффективности 
зарегистрированных 
препаратов.

Рис. 4. Этапы испытаний противоопухолевой мРНК-вакцины, необходимые для регистрации препарата
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Федерации допустимо клиническое испытание 
персонализированных противоопухолевых мРНК-
вакцин, относящихся к БТЛП, после доказательства 
их эффективности и безопасности и без проведения 
доклинических исследований1. 

Персонализированные мРНК-вакцины в совре-
менных исследованиях применяют в комбинации 
с ингибиторами контрольных точек иммунитета 
(ИКТ), поскольку они помогают активированным 
Т-лимфоцитам распознавать неоантигены опу-
холевых клеток и реализовывать полноценный 
противоопухолевый иммунный ответ. Сегодня 
класс препаратов ИКТ, достаточно распростра-
ненный в практике онкологов, включает моно-
клональные антитела против цитотоксического 
T-лимфоцитарного антигена-4 (CTLA-4), рецептора 
программируемой клеточной гибели (PD-1) и его ли-
ганда (PD-L1) (табл. 2). CTLA-4, PD-1 и PD-L1 – 
это поверхностные рецепторы Т-клеток, необходи-
мые для их негативной регуляции [106]. Опухолевые 
клетки используют эти молекулы для истощения 
Т-клеток и «ускользания» от иммунного ответа. 
ИКТ направлены на блокировку этого механизма 
и восстановления подавленного опухолью иммунно-
го ответа [107, 108]. 

1Постановление Правительства РФ № 213 от 24.02.2025 г. «О био-
технологических лекарственных препаратах, предназначенных 
для применения в соответствии с индивидуальным медицинским 
назначением и специально изготовленных для конкретного паци-
ента непосредственно в медицинской организации, в которой при-
меняется такой биотехнологический лекарственный препарат, 
имеющих в своем составе соединения, синтезированные по резуль-
татам генетических исследований материала, полученного от па-
циента, для которого изготовлен такой биотехнологический ле-
карственный препарат». Режим доступа: http://government.ru/docs/
all/157884/ Дата обращения: 25.02.2025.

Монотерапия ИКТ выступает в качестве груп-
пы сравнения при исследованиях комбинации 
мРНК-вакцин с ИКТ (NCT03897881, NCT05933577, 
NCT03289962, NCT03815058) или монотерапии 
мРНК-вакциной (NCT03289962, NCT05192460, 
NCT05359354, NCT06541639). Существует также 
сравнение монотерапии мРНК-вакциной с груп-
пами, где пациенты получают стандартную кон-
венциональную терапию, соответствующую вы-
бранному типу рака (NCT06295809, NCT04486378, 
NCT06026800). Потенциальный успех комбинации 
ИКТ с мРНК-вакцинами ожидают в клинических 
исследованиях, проводящихся на пациентах с тер-
минальной стадией заболевания, у которых тради-
ционные методы лечения оказались неэффектив-
ными (NCT03815058, NCT03289962, NCT05949775, 
NCT05192460, NCT05359354, NCT06541639).

Исследования, проводимые в странах Евросоюза 
и США

Вакцина мРНК-4157 .  В  2017 году компания 
Moderna (США) запустила фазу I клинического ис-
пытания персонализированной вакцины мРНК-4157 
(NCT03313778) (рис. 2). На первом этапе пациенты 
с резецированными (часть А) и неоперабельными 
(часть B) солидными опухолями получали четы-
ре дозы монотерапии мРНК-4157 внутримышечно 
или комбинированной терапии с пембролизумабом 
по схемам постепенного повышения дозы с 0.04 до 1 
мг. В ходе этапа расширения дозы группа была по-
делена на три части: участники с неоперабельными, 
местнораспространенными или метастатическими 
солидными опухолями (части В и С) и резецирован-

Таблица 2. Ингибиторы иммунных контрольных точек, применяемые в клинической практике

Молекула, 
на которую 
направлен 
препарат

Международное 
название  
препарата

Торговое название 
препарата Онкологические заболевания

CTLA-4

Ипилимумаб Ервой Неоперабельная или метастатическая меланома, почечно-
клеточный рак, колоректальный рак, гепатоцеллюлярный рак, 

немелкоклеточный рак легкого
Тремелимумаб Имджудо

Нурулимаб Нурдати

PD-1

Пролголимаб Фортека
Меланома, немелкоклеточный рак легкого, рак поджелудочной 
железы, рак пищевода, рак желудка, рак молочной железы, рак 
предстательной железы, опухоли головы и шеи, рак яичников

Пембролизумаб Китруда, Пемброриа

Ниволумаб Опдиво

Камрелизумаб Арейма

PD-L1

Атезолизумаб Тецентрик Рак мочевого пузыря, немелкоклеточный рак легкого, рак молоч-
ной железы, гепатоцеллюлярный рак, метастатическая меланома, 
карцинома Меркеля, уротелиальный и почечно-клеточный рак

Авелумаб Бавенсио

Дурвалумаб Имфинзи
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ной меланомой кожи (часть D). Им было рекомен-
довано применение 1 мг мРНК-4157 в комбинации 
с пембролизумабом и/или химиотерапией. В 2019 
году были опубликованы первые результаты, соглас-
но которым безопасность препарата подтвержда-
лась отсутствием у всех 33 пациентов краткосроч-
ных тяжелых побочных реакций (≥ 3-й степени), 
а иммуногенность – наличием у каждого пациента 
полифункциональных неоантиген-специфических 
Т-клеток в ответ на целевые неоантигены. Из 13 
пациентов, получавших адъювантную монотерапию 
мРНК-4157, 92.3% не имели признаков заболевания 
при медиане наблюдения 8 месяцев. Оставшиеся 
20 пациентов получали комбинированное лечение, 
состоящее из мРНК-вакцины и пембролизумаба, 
и 14 из них ответили на комбинированную терапию: 
в половине случаев регистрировалась частичная 
ремиссия или стабилизация заболевания, в другой 
половине наблюдали прогрессирование заболевания 
или иммуносупрессию. Таким образом, мРНК-4157 
была безопасна и хорошо переносилась при всех 
протестированных уровнях дозы. Представленные 
результаты показали эффективность алгоритма 
подбора целевых неоантигенов и акцентировали 
внимание на перспективности клинического исполь-
зования стратегии индивидуализированной терапии 
неоантигенной мРНК-вакциной, что подтвердило 
возможность перехода мРНК-4157 ко II фазе кли-
нических испытаний [109].

На конференции Общества иммунотерапии опу-
холей (Сан-Диего, Калифорния, США), прошедшей 
в ноябре 2023 года, результаты применения мРНК-
4157 были дополнены. При оценке безопасности 
и переносимости у всех пациентов наблюдалось ≥1 
нежелательное явление, возникшее в процессе ле-
чения; нежелательных явлений четвертой или пя-
той степени тяжести, ограничивающих дозу, за-
фиксировано не было. Самыми частыми побочными 
явлениями были усталость (67%), лихорадка (60%) 
и боль в месте инъекции (40%). У всех пациентов 
были зарегистрированы Т-клеточные ответы, 85% 
которых идентифицированы как ответы de novo. 
Причем наибольшая амплитуда таких ответов на-
блюдалась после начала комбинированной терапии 
с пембролизумабом. Также отметили, что высокий 
процент иммунных ответов на комбинацию мРНК-
4157 с пембролизумабом у пациентов ассоциирован 
с активированным фенотипом Т-клеток, а низкий – 
с распространенностью фенотипа наивных Т-клеток 
[89]. Исследование мРНК-4157 продолжается и яв-
ляется основой для этапов, включающих группы 
больных с опухолями других локализаций. 

В  2019 году было запущено исследование 
KEYNOTE-942 (фаза II) эффективности индиви-

дуализированной вакцины мРНК-4157 у пациен-
тов с меланомой стадий IIIB-D и IV после полной 
хирургической резекции с высоким риском реци-
дива (NCT03897881). Пациенты получали комби-
нированную терапию мРНК-4157 с пембролизума-
бом (n = 107) или монотерапию пембролизумабом 
(n = 50). Вакцину мРНК-4157 (1 мг) вводили вну-
тримышечно 9 раз с периодичностью в 3 недели, 
а пембролизумаб (200 мг) – внутривенно каждые 3 
недели на протяжении 18 циклов. При минималь-
ном сроке наблюдения 14 месяцев в группе па-
циентов, прошедших полный курс лечения, у 22% 
(24/107) пациентов в группе комбинированного ле-
чения и у 40% (20/50) пациентов на монотерапии 
зафиксированы неблагоприятные исходы (реци-
дивы или смерть). Безрецидивная выживаемость 
в группе комбинированной терапии была лучше, 
чем в группе, получавшей монотерапию (83 против 
77% в течение 12 месяцев и 79 против 62% в те-
чение 18 месяцев). Случаи отдаленного рецидива 
или смерти через 24 месяца отмечены у 8% паци-
ентов после комбинированной терапии и 24% паци-
ентов на монотерапии [110].

Обнадеживающие результаты применения вак-
цины мРНК-4157 компаний Moderna и Merck & 
Co (США) позволили перейти к исследованиям 
NCT06307431 и NCT06305767, начатым в 2024 году. 
Предполагается, что терапия мРНК-4157 в ком-
бинации с пембролизумабом будет эффективнее 
монотерапии пембролизумабом при почечно-кле-
точном раке (NCT06307431) и стандартного лече-
ния при мышечно-инвазионном уротелиальном раке 
(NCT06305767). Эти испытания охватывают от 8 
до 15 стран и продлятся до 2031−2032 годов. Кроме 
того, в начале 2025 года компания Moderna в пар-
тнерстве с Merck & Co (США) начала проведение 
III фазы клинических испытаний вакцины мРНК-
4157 в комбинации с пембролизумабом для лечения 
плоскоклеточного рака кожи (NCT06295809), ме-
ланомы (NCT05933577) и немелкоклеточного рака 
легкого (NCT06077760). В каждом исследовании 
принимает участие от 20 до 33 стран, а количество 
пациентов составляет от 868 до 1089 человек. 

Цевумеран. Компаниями BioNTech (Германия) 
и Genentech (США) в 2017 году были запущены 
клинические испытания фазы I мРНК-препарата 
цевумеран (NCT03289962) для лечения пациентов 
с меланомой, раком головы и шеи, колоректальным 
раком, немелкоклеточным раком легкого, раком мо-
чевого пузыря и другими прогрессирующими солид-
ными опухолями (рис. 2). Оценивали безопасность, 
иммуногенность и предварительную эффективность 
монотерапии (n = 30) и комбинации с атезолизума-
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бом (n = 183) у пациентов, получавших предше-
ствующую терапию. Согласно данным по безопас-
ности, 9 из 30 пациентов, получавших монотерапию 
цевумераном, и 47 из 183 пациентов, получавших 
комбинированную терапию с атезолизумабом, пре-
кратили лечение в связи с прогрессированием за-
болевания. У 90% пациентов, получавших моно-
терапию цевумераном, зафиксированы побочные 
эффекты: у 3 пациентов они были классифициро-
ваны как 3-я степень, у остальных 24 – 1-я или 2-я 
степень. Отмечено одно явление дозолимитирующей 
токсичности 3 степени при монотерапии 100 мкг це-
вумерана, однако пациент после устранения побоч-
ных эффектов продолжил участие в исследовании 
на условии сниженной дозы до прогрессирования 
заболевания на 82 день. При сочетанном примене-
нии цевумерана и атезолизумаба зарегистрированы 
три нежелательных явления 4-й или 5-й степени, 
позднее 11 пациентов прекратили лечение из-за 
нежелательных иммуноопосредованных реакций, 
преимущественно в группе монотерапии атезолизу-
мабом. У остальных участников лечение проходило 
с минимальными побочными эффектами, самыми 
распространенными из которых были инфузионные 
реакции (56.7 и 59.6% при монотерапии и комбини-
рованной терапии соответственно), синдром высво-
бождения цитокинов (30 и 20.8%) и гриппоподобные 
явления (3.3 и 12.6%). При оценке предварительной 
эффективности у 71% пациентов были зафиксиро-
ваны полиэпитопные неоантиген-специфические 
реакции, охватывающие CD4+ и/или CD8+ Т-клетки 
и  сохранявшиеся до  23 месяцев. При  этом, 
CD8+ Т-клетки, специфичные для нескольких нео
антигенов, составляли в среднем 7.3% циркулирую-
щего пула CD8+ Т-клеток, а также обнаруживались 
в опухолевых очагах, составляя до 7.2% от общего 
числа опухоль-инфильтрирующих Т-клеток. Из-за 
ограниченного объема и неоднородности выборок 
по каждому типу опухоли получить статистически 
значимые результаты о взаимосвязи между кли-
ническим эффектом и иммунным ответом не уда-
лось. У пациента с микросателлитно-стабильным 
раком прямой кишки (низкий уровень PD-L1) до-
стигнут полный ответ на комбинированную тера-
пию аутологичным цевумераном (9 доз по 38 мкг) 
и атезолизумабом продолжительностью 8.2 месяца. 
Пациентка с высокодифференцированным раком 
молочной железы (высокий уровень PD-L1) по при-
чине прогрессирования опухоли на фоне экспери-
ментального лечения ниволумабом была переведена 
на аутологичный цевумеран в дозе 38 мкг и атезо-
лизумаб, что привело к частичному ответу с умень-
шением размеров метастазов в легких на протяже-
нии 9.9 месяца. Полученные результаты позволили 

обосновать целесообразность дальнейшего изучения 
цевумерана и инициировали новые клинические ис-
пытания I−II фаз [111]. 

В 2019 году BioNTech (Германия) совместно 
с Genentech (США) запустили I фазу клиниче-
ских испытаний цевумерана против резециро-
ванной аденокарциномы поджелудочной железы 
(NCT04161755). В исследование вошли 16 паци-
ентов, получавших после операции атезолизумаб 
и цевумеран, 15 из которых затем прошли курс 
химиотерапии по схеме mFOLFIRINOX. Профиль 
безопасности оценивали по количеству и степе-
ни нежелательных реакций, а предварительную 
эффективность – по Т-клеткам, специфичным 
к неоантигенам вакцины, безрецидивной и общей 
выживаемости в течение 18 месяцев. У 15 из 16 
пациентов аутогенный цевумеран переносился 
без нежелательных реакций 3−5 степени, у одно-
го пациента наблюдались лихорадка и артериаль-
ная гипертензия, оцененные как нежелательная 
реакция 3-й степени. Появление специфичных 
к неоантигенам Т-клеток было зафиксировано у 8 
из 16 пациентов, причем они составляли до 10% 
всех Т-клеток крови, сохраняли функциональность 
и вырабатывали IFN-γ даже после проведенной 
химиотерапии, нарабатывались повторно при вве-
дении бустерной дозы вакцины и включали до 2.5% 
сохранившихся в течение 2 лет после операции по-
лифункциональных неоантиген-специфических эф-
фекторных CD8+ Т-клеток. При наблюдении в те-
чение 18 месяцев медиана общей и безрецидивной 
выживаемости у восьми пациентов с Т-клеточным 
ответом на  вакцину превысила 18 месяцев, 
в то время как у восьми не ответивших пациентов 
медиана безрецидивной выживаемости равнялась 
13.4 месяца. Поскольку активность Т-клеток у па-
циентов с резецированной аденокарциномой под-
желудочной железы коррелировала с отсроченным 
рецидивом, было начато глобальное рандомизиро-
ванное исследование фазы II [30].

Несмотря на опубликованные в 2023 году ре-
зультаты, наблюдение за пациентами фазы I про-
должалось и в 2025 году результаты NCT04161755 
были дополнены. При медиане наблюдения 3.2 года 
(2.3−4.0 года) у всех восьми ответивших на тера-
пию пациентов отсутствовал рецидив. Таким об-
разом, шесть из восьми респондеров оставались 
в ремиссии, в то время как у семи из восьми, 
не ответивших на терапию, зафиксирован реци-
див. Дополнительно изучали происхождение и про-
должительность жизни специфических клонов 
Т-клеток. Установлено, что цевумеран индуцирует 
клоны CD8+ Т-клеток со средней продолжительно-
стью жизни 7 лет. При этом индуцированные вак-
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циной клоны не обнаруживаются в тканях до вак-
цинации, а 86% из них сохраняют цитотоксическое, 
тканерезидентное состояние Т-клеток памяти 
на протяжении 3 лет после вакцинации с сохра-
нением неоантиген-специфической эффекторной 
функции. Результатом этого наблюдения стал вы-
вод об устойчивой корреляции между ответом на 
вакцину и выживаемостью без прогрессии в тече-
ние 3.6 лет [32]. 

В 2023 году началось рандомизированное ис-
следование II  фазы препарата цевумеран 
(NCT05968326). Схема лечения пациентов с про-
токовой аденокарциномой поджелудочной железы 
после хирургической резекции включает комбина-
цию цевумерана, атезолизумаба и химиотерапии 
mFOLFIRINOX против одиночной химиотерапии. 
Также в рамках II фазы исследований препарат 
цевумеран в комбинации с ИКТ получают паци-
енты с меланомой (NCT03815058) и мышечно-ин-
вазивным уротелиальным раком (NCT06534983), 
а в качестве монотерапии – больные раком пря-
мой или толстой кишки (NCT04486378). В январе 
2025 года завершилось исследование NCT03815058, 
но результаты пока не доступны. Окончания дру-
гих исследований следует ожидать не ранее 2029 
года. 

Исследования, проводимые в Китае
На  январь 2025 года в Китае проводятся 14 
из представленных на сайте clinicaltrials.gov испы-
таний ранней I и I фаз, пять – в США (табл. 1). 
Разработкой мРНК-вакцин занимаются такие ки-
тайские компании, как Stemirna Therapeutics, 
NeoCura, Everest Medicines, Hangzhou Neoantigen 
Therapeutics, Jiangsu Synthgene Biotechnology, 
Shanghai Regenelead Therapies и Shanghai Xinpu 
BioTechnology.

В октябре 2024 года были опубликованы резуль-
таты доклинических исследований китайской про-
тивоопухолевой вакцины SW1115C3 [112]. Препарат 
показал эффективность на мышиных моделях 
опухолей CT26, MC38 и B16F10, активируя неоан-
тиген-специфические цитотоксические Т-клетки 
и вызывая секрецию цитотоксических цитокинов. 
Это позволило перейти к I фазе клинических ис-
пытаний на двух пациентках. Первая пациентка 
с распространенным раком желудка, множествен-
ными метастазами и низкой мутационной нагрузкой 
достигла безрецидивной выживаемости 8.4 месяца 
и частичной ремиссии после комбинированного при-
ема SW1115C3 с ведолизумабом и пембролизумабом. 
Вторая пациентка с люминальным раком молочной 
железы типа В после неоадъювантной терапии 
и иммунизации мРНК-вакциной показала устойчи-

вый Т-клеточный ответ на 11 из 20 неоантигенов. 
Через год после операции у нее не выявлено реци-
дива или метастазирования, продолжается монито-
ринг. 

Компания Stemirna Therapeutics начала иссле-
дования эффективности монотерапии вакциной 
STZD-1801 у пациентов с раком пищевода и немел-
коклеточным раком легкого (NCT03908671) и ком-
бинированной терапии мРНК-вакциной и стинти-
лимабом распространенных солидных опухолей 
(NCT05949775) и гепатоцеллюлярной карциномы 
(NCT05761717) [80]. Компания NeoCura запусти-
ла исследование эффективности монотерапии 
мРНК-вакцины и в комбинации с ИКТ у пациен-
тов с распространенными солидными опухолями 
(NCT05359354), выделяя в отдельное исследова-
ние больных раком желудка, пищевода или печени 
(NCT05192460). Противоопухолевая мРНК-вакцина 
iNeo-Vac-R01 от компании Hangzhou Neoantigen 
Therapeutics (Китай) направлена на распростра-
ненные новообразования пищеварительной си-
стемы и изучается в рамках трех параллельных 
исследований с целью выбора наиболее эффектив-
ной тактики лечения (NCT06019702, NCT06026800, 
NCT06026774). На фазе I клинических испытаний 
находится мРНК-вакцина EVM16 от компании 
Everest Medicines с включением пациентов с реци-
дивирующими или распространенными солидными 
опухолями, получающими монотерапию вакциной 
или комбинированную терапию с тислелизумабом 
(NCT06541639). Эффективность различных ком-
бинаций противоопухолевой мРНК-вакцины с хи-
миотерапией и ИКТ оценивают в исследованиях, 
инициированных компаниями Jiangsu Synthgene 
Biotechnology, Shanghai Regenelead Therapies 
и Shanghai Xinpu BioTechnology Company Limited. 
В группы исследований вошли пациенты с ра-
ком поджелудочной железы (NCT06326736, 
NCT06156267, NCT06496373) и немелкоклеточным 
раком легкого (NCT06735508). Однако результаты 
всех описанных исследований еще не опубликованы.

Исследования, проводимые в Российской 
Федерации
В сентябре 2024 года НМИЦ эпидемиологии и ми-
кробиологии им. Н.Ф. Гамалеи заявил о завершении 
доклинических испытаний отечественной мРНК-
вакцины против меланомы, созданной совместно 
с НМИЦ радиологии Минздрава России1 (рис. 2). 
Согласно официальному сайту НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Блохина набор пациентов для проведения 

1 ria.ru [интернет]. Российская вакцина от рака прошла доклиниче-
ские испытания. 2014–2025. Режим доступа: https://ria.ru/20240906/
vaktsina-1971091162.html. Дата обращения: 06.09.2024.



34 | ACTA NATURAE | ТОМ 17 № 4 (67) 2025

ОБЗОРЫ

I фазы клинических испытаний стартует не ранее 
второй половины 2025 года1.

Согласно распоряжению Правительства 
Российской Федерации от  3 февраля 2025  г. 
№ 195-р создан научно-технологический центр 
развития мРНК-технологий. Функции голов-
ной научной организации возложены на ФГБУ 
«Национальный исследовательский центр эпидеми-
ологии и микробиологии имени почетного академи-
ка Н.Ф. Гамалеи» Министерства здравоохранения 
Российской Федерации2.

1 www.ronc.ru [интернет]. НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина: 
главное о противоопухолевой мРНК-вакцине. 2024–2025. Режим 
доступа: https://www.ronc.ru/about/press-tsentr/glavnoe-o-
protivoopukholevoy-mrnk-vaktsine/ Дата обращения: 05.02.2025.
2 Распоряжение Правительства Российской Федерации 
№ 195-р от 3 февраля 2025 г. «О создании центра развития мРНК-
технологий». Режим доступа: http://government.ru/docs/54127/ Дата 
обращения: 05.02.2025.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Клинические испытания мРНК-вакцин, структурно 
основанных на специфических опухолевых антиге-
нах, показывают высокую эффективность как в мо-
норежиме, так и в комбинации с ИКТ в отноше-
нии широкого спектра онкологических заболеваний. 
При этом гибкость мРНК-технологии позволяет 
учитывать множество вариантов мишеней (неоан-
тигенов), использовать различные конструкции мо-
лекулы мРНК и способы доставки препаратов на ее 
основе, а их доступность способствует быстрому 
внедрению в практическую онкологию. 

Работа выполнена в рамках государственного 
задания Министерства науки и высшего 

образования РФ № 075-00490-25-04 
(регистрационный номер темы 125042105351-3).
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РЕФЕРАТ Формирование симбиотической кишечной экосистемы – необходимый этап адаптации но-
ворожденного ребенка. Микробиом кишечника глубоко недоношенных новорожденных характери-
зуется нестабильностью, снижением микробного разнообразия с преобладанием грамотрицательных 
Proteobacteria, что сопряжено с одним из ключевых патогенетических механизмов развития некроти-
зирующего энтероколита (НЭК). Короткоцепочечные жирные кислоты (КЦЖК) представляют собой 
основные бактериальные метаболиты, играющие важную роль в поддержании целостности кишечного 
барьера и регуляции иммунологической реактивности кишечника. В обзоре обсуждается роль кишеч-
ной микробиоты и КЦЖК при некротизирующем энтероколите у новорожденных в аспекте потенци-
альных диагностических и терапевтических возможностей. В клинических исследованиях содержания 
КЦЖК в кале недоношенных новорожденных с НЭК обнаружено выраженное снижение общего уровня 
КЦЖК и большинства бактериальных метаболитов в отдельности, что подтверждено в ряде модель-
ных экспериментов. Для уточнения роли КЦЖК в развитии НЭК, определения их диагностического 
потенциала и возможностей создания комплексных про- и постбиотических формул необходимо про-
ведение многоцентровых мультиомиксных исследований на большой выборке глубоко недоношенных 
новорожденных.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА некротизирующий энтероколит, глубоко недоношенные новорожденные, диагности-
ка, газовая хроматография с масс-спектрометрией, короткоцепочечные жирные кислоты, микробиота.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ГХ – газовая хроматография; ЖХ – жидкостная хроматография; КЦЖК – ко-
роткоцепочечные жирные кислоты; МС – масс-спектрометрия; НЭК – некротизирующий энтероколит; 
ОРИТН – отделение реанимации и интенсивной терапии новорожденных; ПЦР – полимеразная цепная 
реакция.
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ВВЕДЕНИЕ
Некротизирующий энтероколит (НЭК) – тяжелое 
заболевание желудочно-кишечного тракта ново-
рожденных, в основе которого лежит выраженное 
воспаление стенки кишечника с последующим не-
крозом и возможной перфорацией. НЭК является 
наиболее часто встречающимся серьезным желу-
дочно-кишечным осложнением недоношенных детей 
и редко встречается у детей, рожденных после 32 
недель [1]. Основными предрасполагающими фак-
торами развития чрезмерного воспаления в кишеч-
нике являются незрелость желудочно-кишечного 
тракта, нарушение процесса бактериальной колони-
зации и отсутствие энтерального питания грудным 
молоком [2]. Заболеваемость НЭК обратно пропор-
циональна гестационному возрасту, составляя от 2 
до 10% у глубоко недоношенных детей (28–32 не-
дели гестации) и достигая 55% среди экстремально 
недоношенных новорожденных [3]. 

Несмотря на достижения современной медици-
ны, на протяжении многих лет заболеваемость НЭК 
остается относительно стабильной среди детей 
с очень низкой массой тела при рождении и явля-
ется одной из основных причин неблагоприятных 
исходов в этой когорте детей. Необходимость хи-
рургического вмешательства по поводу перфорации 
кишечника или подозрения на нее при НЭК состав-
ляет от 20 до 52%. Летальность у детей очень низ-
кой массы тела при развитии хирургического НЭК 
в развитых странах составляет в среднем 30%, до-
стигая 50–72% среди новорожденных с экстремаль-
но низкой массой тела (ЭНМТ) [4, 5]. Клинические 
наблюдения также демонстрируют крайне неблаго-
приятное течение НЭК при сочетании таких факто-
ров, как врожденная пневмония, гемодинамически 
значимый артериальный проток и экстремально 
низкая масса тела при рождении [6]. У 22.7–35% 
новорожденных, перенесших хирургическую ста-
дию НЭК, развивается синдром кишечной недо-
статочности – снижение функции кишечника ниже 
уровня, необходимого для абсорбции макронутри-
ентов и/или воды и электролитов [7]. Помимо по-
ражения желудочно-кишечного тракта, реализация 
НЭК значительно повышает риск неблагоприятных 
неврологических исходов. Воспаление в кишечни-
ке, как в органе с поверхностью большой площа-
ди, обширной васкуляризацией и высокой степенью 
концентрации иммунных клеток, может способ-
ствовать не только перфорации кишечной стенки, 
но и развитию системных эффектов заболевания, 
оказывающих влияние на другие ткани и органы [8]. 
Согласно проспективным когортным исследованиям, 
изучавшим отдаленные исходы НЭК, задержка ней-
ропсихического развития отмечается у 37.6–56.8% 

недоношенных массой менее 1000 г при рождении, 
что значительно превышает показатели у детей 
без НЭК [9]. 

С учетом высокой распространенности НЭК 
и значительного риска неблагоприятных исходов 
одним из приоритетных направлений в изучении 
этого заболевания является разработка инноваци-
онных предиктивных и диагностических методов. 
Идентификация ранних специфичных биомаркеров 
НЭК открывает возможность выявления чрезмер-
ного воспалительного процесса в кишечнике еще 
до появления клинических симптомов [10]. Такой 
подход позволит своевременно выделять группы 
наибольшего риска, что, в свою очередь, обеспечит 
раннее начало консервативного лечения и перспек-
тивное внедрение таргетных инновационных ме-
тодов терапии. Особенно важным представляется 
использование неинвазивных методов предикции 
и диагностики, которые исключают флеботомиче-
ские потери и болевые раздражители, что критич-
но для новорожденных с очень низкой массой тела. 
Одним из таких методов считается определение 
уровня фекального кальпротектина как потенциаль-
ного раннего биомаркера НЭК у недоношенных де-
тей. Однако его диагностическая ценность остается 
предметом научных дискуссий [11].

В последние два десятилетия микробиом кишеч-
ника стал объектом интенсивного изучения благо-
даря его ключевой роли в поддержании здоровья 
и ассоциации с различными патологиями, такими 
как сахарный диабет, астма, воспалительные забо-
левания кишечника, включая НЭК [12]. Пониженная 
частота воспалительных заболеваний у людей с вы-
соким содержанием бактерий-продуцентов КЦЖК 
и, соответственно, с более высокими концентрация-
ми КЦЖК стимулировала активное развитие иссле-
дований в этой области [13]. В то время как анализ 
состава микробиоты кишечника требует применения 
дорогостоящих и затратных по времени исполнения 
методов, таких как секвенирование 16S рРНК, кото-
рое предоставляет большой массив данных, слож-
ный для интерпретации врачом-клиницистом, ко-
личественный анализ метаболической активности 
микроорганизмов по уровням КЦЖК в кале мето-
дом газовой хроматографии с масс-спектрометрией 
(ГХ-МС) заслуживает особого внимания [14, 15]. 
Этот метод является быстрым, точным и неинва-
зивным, что делает его оптимальным для исполь-
зования в отделениях реанимации и интенсивной 
терапии новорожденных (ОРИТН), особенно у глу-
боко недоношенных детей с высоким риском раз-
вития НЭК.

Целью данного обзора является обобщение и ана-
лиз современных данных о патогенетической роли 
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КЦЖК, ключевых метаболитов микробиоты ки-
шечника, в развитии НЭК у глубоко недоношен-
ных новорожденных (менее 32 недель гестации). 
Это направление представляется перспектив-
ным как для понимания патогенеза заболевания, 
так и для разработки новых диагностических и про-
филактических стратегий.

МИКРОБИОТА КИШЕЧНИКА В ПАТОГЕНЕЗЕ НЭК
Бактериальное сообщество желудочно-кишечного 
тракта представляет собой огромную популяцию 
микроорганизмов (около 1012–1014 клеток), которые 
относятся к 100–1000 видов. Это экосистема, кото-
рую часто называют «вторым геномом» или даже 
«вторым мозгом», из-за ее способности влиять 
на различные функции организма, высвобождая 
в кровоток тысячи веществ [14].

У новорожденного микробиом начинает форми-
роваться с самого рождения и зависит от множе-
ства факторов, таких как способ родоразрешения 
(естественные роды или кесарево сечение), режим 
питания (грудное или искусственное вскармлива-
ние) и окружающая среда [16]. Поначалу состав 
микробиоты новорожденного очень пластичен и из-
менчив, но стабилизируется в раннем детстве [17]. 
Длительное пребывание в медицинских учрежде-
ниях, антибактериальная терапия, питание через 
оро- или назогастральный зонд, отсутствие кон-
такта с материнской микрофлорой, а также недо-
статок материнского молока являются ключевыми 
факторами, влияющими на особенности формирова-
ния микробиоты кишечника у недоношенных детей, 
микробный профиль которой отличается от профи-
ля у доношенных новорожденных [18]. Считается, 
что колонизация желудочно-кишечного тракта 
младенцев в условиях отделения реанимации и ин-
тенсивной терапии (ОРИТН) приводит к снижению 
альфаразнообразия микробного сообщества с одно-
временным обогащением генами, отвечающими 
за устойчивость к антибиотикам [19–22]. 

Кишечник глубоко недоношенных новорож-
денных преимущественно колонизируется услов-
но патогенными факультативными анаэробами, 
такими как представители типов Proteobacteria 
и Firmicutes. Это происходит одновременно со сни-
жением численности комменсальных бактерий, на-
пример, типов Actinobacteria и Bacteroidota [23, 24]. 
В частности, бактерии семейства Enterobacteriaceae, 
к которому относятся представители Enterobacter, 
Escherichia и Klebsiella (тип Proteobacteria), обла-
дают значительно более высокой относительной 
численностью. Напротив, полезные бактерии рода 
Bifidobacterium (тип Actinobacteria) представлены 
в значительно меньшем объеме, чем у доношенных 

детей [23, 24]. Интересно, что при развитии микроб-
ного сообщества у глубоко недоношенных новорож-
денных часто происходит переход от доминирова-
ния одного рода бактерий к другому, что отражает 
большую динамичность и неустойчивость микробио-
ты у таких младенцев [22, 25, 26]. Подобные изме-
нения могут быть связаны с воздействием внешних 
факторов, например, с использованием антибиоти-
ков и особенностями питания [22]. Высокая инди-
видуальная вариабельность микробиома кишечника 
недоношенных новорожденных, а также малые чис-
ленности исследуемых групп затрудняют выделе-
ние бактерий, ответственных за развитие НЭК [26].

Ранее обнаружили снижение разнообразия ки-
шечного микробиома у глубоко недоношенных де-
тей, а при этом показано, что уменьшение этого 
разнообразия еще более выражено у младенцев, 
у которых развивается НЭК [27]. Следует отметить, 
что снижение количества комменсальных бактерий, 
в частности, представителей рода Bifidobacterium 
(тип Actinobacteria) и Bacteroides (тип Bacteroidota), 
и увеличение численности условно-патогенных ми-
кроорганизмов типа Proteobacteria (в особенности, 
семейства Enterobacteriaceae) и Firmicutes (роды 
Staphylococcus, Clostridium, Streptococcus и Blautia) 
становится все более выраженным [27–31]. Связь 
класса Gammaproteobacteria, включающего семей-
ство Enterobacteriaceae, с развитием НЭК показана 
в одном из крупнейших продольных исследований 
среди недоношенных детей с массой тела менее 
1500 г при рождении [31]. Повышение численно-
сти потенциально патогенных Gammaproteobacteria 
при  одновременном снижении численности 
Bacteroides еще до манифестации НЭК подтверж-
дено и в других работах [27, 32, 33].

Группа под руководством Stewart C.J. и со-
авт. (2016) предложила рассматривать в аспекте 
патогенеза НЭК у глубоко недоношенных не от-
дельные микроорганизмы как потенциальные па-
тогены, а нестабильность формирующегося ки-
шечного микробиома [25]. Эта нестабильность 
проявляется в частых переходах между домини-
рующими бактериальными сообществами. В про-
дольном исследовании микробиома кишечника 35 
глубоко недоношенных новорожденных НЭК на-
блюдался исключительно при доминировании 
бактерий родов Klebsiella и Escherichia (семей-
ство Enterobacteriaceae, тип Proteobacteria), либо 
Staphylococcus и Enterococcus (тип Firmicutes). 
При этом НЭК не возникал при большем разнообра-
зии бактериального сообщества с высоким относи-
тельным содержанием Bifidobacterium. Эти данные 
свидетельствуют о том, что в патогенезе НЭК сле-
дует рассматривать не только и не столько фактор 
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колонизации кишечника тем или иным видом пато-
генных бактерий, а более широко – фактор стабиль-
ности и разнообразия микробиома, что подчеркива-
ет многофакторную природу данной патологии [25].

Функциональная незрелость кишечника у глу-
боко недоношенных новорожденных проявляется 
в ограниченной способности эпителиальных клеток 
к полной дифференцировке и снижении количе-
ства клеток Панета, что сопровождается уменьше-
нием синтеза защитной слизи [34]. Недостаточное 
образование кишечной слизи, незрелый иммуни-
тет кишечника, снижение эндогенной продукции 
антимикробных факторов могут привести к усиле-
нию бактериальной адгезии и повышенному воз-
действию бактериального эндотоксина (липопо-
лисахарида, ЛПС) грамотрицательных бактерий 
(в частности, превалирующего у таких детей типа 
Proteobacteria), стимулирующему Toll-4-рецепторы 
(TLR4) эпителиальных клеток, приводя к их апоп-
тозу и нарушению целостности эпителиального ба-
рьера кишечника, а также вызывая выраженную 
воспалительную реакцию, опосредованную TNFα, 
IL-1β и другими провоспалительными цитокина-
ми [35]. В конечном итоге, эти процессы повышают 
риск развития неонатального сепсиса или локально-
го воспаления (рис. 1) [6, 36, 37].

При НЭК патоген может и не быть идентифи-
цирован [25]. Диагностика основана на клинических 
и рентгенологических признаках и не требует вы-
деления конкретного микроорганизма. Тем не менее 
изучение роли нарушений микробиома в патогенезе 
НЭК необходимо для того, чтобы профилирование 
микробиома стало частью клинической практики. 
Раннее выявление избыточного роста бактерий, 
особенно видов, связанных с НЭК и поздним нача-
лом сепсиса, а также анализ временных изменений 
структуры микробиома могут быть перспективными 
подходами к лечению глубоко недоношенных детей 
[36]. Особое значение придается микробиологическо-
му исследованию отделяемого со слизистой верхних 
дыхательных путей и ЖКТ в первые сутки жиз-
ни как фактору, ассоциированному с реализацией 
раннего неонатального сепсиса и НЭК у глубоко не-
доношенных детей [38]. Однако интеграция инфор-
мации о микробиоте кишечника и ее изменениях 
в рутинную клиническую практику сталкивается 
с рядом препятствий, включая значительное раз-
нообразие и сложность состава микробиоты, а так-
же отсутствие стандартных методов и пайплайнов 
для анализа. Эти факторы значительно усложня-
ют интерпретацию полученных данных и требуют 
дальнейших исследований.

Глубоко недоношенный 
новорожденный

Факторы риска НЭК

•�незрелость кишечного барьера;

•�особая микробная среда ОРИТН;

•�антибактериальная терапия;

•�кормление через назогастральный  
зонд;

•�ограничение/отсутствие  
грудного молока

Выраженный дисбиоз кишечника

•�условно-патогенные Proteobacteria  
и Firmicutes;

•�индивидуальная вариабельность;

•�нестабильность;

•�комменсалы Actinobacteria и Bacteroidota;

•�α-разнообразие

НЭК

1. �Высокий провоспалительный фон: 
нейтрофилы, М2, Th1, Th17 (IL-1, IL-6, IL-17, 
TNF-α, IFNγ)

2. �Нарушение целостности кишечного барьера: 
белки плотных контактов (СLDN, OCLN), 
муцины (MUC)

3. �Транслокация бактерий, их метаболитов и 
АММП (LPS, Flg, PGN и др.) в кровоток

4. Системное воспаление

АММП

муцин

Lamina propria

Рис. 1. Схема патогенеза НЭК у глубоко недоношенных новорожденных
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Культуральные методы традиционно использу-
ются для изучения микробиоты через выращива-
ние микроорганизмов на различных питательных 
средах. Такие методы позволяют детально изучать 
живые культуры бактерий и проводить функци-
ональные тесты, например, на чувствительность 
к антибиотикам. Однако они имеют серьезные огра-
ничения: только небольшая часть микроорганизмов 
кишечника может культивироваться в лаборатор-
ных условиях, и процесс культивирования может 
занимать значительное время. В результате куль-
туральные методы ограниченно отражают видовой 
состав микробиоты и предоставляют качественные, 
а не количественные данные [39].

Для амплификации и выявления определенных 
участков ДНК используется полимеразная цепная 
реакция (ПЦР) – мощный высокочувствительный 
молекулярный инструмент, позволяющий быстро 
обнаруживать присутствие определенных микро-
организмов. Однако ПЦР преимущественно исполь-
зуется для поиска известных видов и не позволяет 
судить о видовом разнообразии и богатстве состава 
микробиоты [40]. 

Метод секвенирования нового поколения (NGS) 
16S рРНК приобрел широкую популярность для из-
учения микробиоты благодаря возможности анали-
за генетического материала как культивируемых, 
так и некультивируемых микроорганизмов [40]. Этот 
метод позволяет идентифицировать видовую при-
надлежность бактерий, оценивать их относитель-
ное количество и потенциальную метаболическую 
активность. Однако NGS 16S рРНК имеет свои не-
достатки, такие как сложность в дифференциации 
близкородственных видов, отсутствие детальной 
информации о функциональных аспектах бактери-
альных сообществ, высокая стоимость и временные 
затраты на анализ, а также сложность обработки 
и интерпретации данных (табл. 1) [41]. 

Даже зная состав микробного сообщества и его 
генетический профиль, 16S рРНК-секвенирование 

не позволяет полностью раскрыть функциональную 
роль каждого вида в микробиоме. Микроорганизмы 
способны адаптироваться, изменяя уровень синте-
за ферментов и их активность, что позволяет им 
влиять на окружающую среду, членов сообщества, 
клетки и сам организм хозяина. Для решения этих 
задач разрабатываются мультиомиксные подходы, 
объединяющие метагеномику, метатранскриптоми-
ку, протеомику и метаболомику. Они предоставляют 
более полную информацию о выраженности дисбак-
териоза кишечника, уровнях взаимодействия и ме-
таболической активности микробного сообщества, 
что может быть особенно полезно в клинических 
исследованиях и при лечении сложных заболева-
ний, связанных с изменениями микробиома [42].

КОРОТКОЦЕПОЧЕЧНЫЕ ЖИРНЫЕ КИСЛОТЫ – 
КЛЮЧЕВЫЕ МЕТАБОЛИТЫ КИШЕЧНОЙ МИКРОБИОТЫ
Бактерии способны синтезировать около 15000 
молекул, уникальных для организма человека, 
к которым иммунные клетки и клетки кишечни-
ка экспрессируют специфические рецепторы [43]. 
Бактериальные метаболиты могут проникать через 
кишечный барьер и оказывать системное воздей-
ствие [44, 45]. Среди таких биоактивных соединений 
микробного происхождения выделяются антими-
кробные пептиды, конъюгированная линолевая кис-
лота, гамма-аминомасляная кислота и КЦЖК [45]. 

В организме человека эти соединения выполня-
ют множество важных функций, включая ингиби-
рование синтеза провоспалительных цитокинов, 
поддержание целостности эпителиального барьера 
кишечника, а также стимуляцию пролиферации 
и дифференцировки колоноцитов [45]. КЦЖК явля-
ются универсальными энергетическими субстрата-
ми для различных клеток, причем масляная кислота 
выступает в качестве предпочтительного источника 
энергии для колоноцитов, обеспечивая 60–70% их 
энергетических потребностей [46]. Как конечные 
продукты бактериального метаболизма, КЦЖК 

Таблица 1. Сравнение основных методов исследования состава микробиоты: преимущества и ограничения

Метод Преимущества Ограничения

Культуральные 
методы

Позволяют получать живые культуры; возможно 
проведение функциональных тестов, включая 
тесты на чувствительность к антибиотикам

Ограниченное число культивируемых 
видов; трудоемкость и длительность; дан-

ные в основном качественные [39]

ПЦР Высокая чувствительность; быстрое выявление 
известных микроорганизмов

Определяет только заранее известные 
микроорганизмы; не позволяет оценить 

общее видовое разнообразие [40]

Секвенирование 16S 
рРНК

Анализ культивируемых и некультивируемых 
видов; оценка относительного количества; про-

филь микробиоты

Не различает близкородственные виды; 
ограниченная функциональная инфор-
мация; высокая стоимость; сложности 

интерпретации [40, 41]
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представляют собой более информативный индика-
тор состояния кишечника, чем отдельные микроор-
ганизмы или их комбинации. Раскрытие механиз-
мов действия этих метаболитов является ключевым 
для идентификации потенциальных биомаркеров 
НЭК и разработки новых терапевтических мише-
ней.

Только 5% КЦЖК, продуцируемых в кишечнике, 
обнаруживаются в фекалиях, поскольку основная 
часть поглощается колоноцитами [47]. В среднем 
уровни КЦЖК в фекалиях составляют единицы–
десятки ммоль/кг [48]. Лишь небольшая часть (около 
1%) КЦЖК в виде солей всасывается в воротную 
вену [49]. Уксусная кислота (ацетат) является од-
ним из ключевых конечных продуктов гликоли-
за у множества комменсальных микроорганизмов, 
включая представителей Lactobacillus, Clostridium, 
Blautia (тип Firmicutes), Bacteroides и Prevotella 
(тип Bacteroidota), а также Bifidobacterium (тип 
Actinobacteria) [30]. Пропионовая кислота (про-
пионат) синтезируется ограниченным числом бак-
терий кишечника через метаболизм сукцината, 
акрилата и пропандиола. К этим микроорганиз-
мам относятся представители рода Clostridium, 
Veillonella (тип Firmicutes), Propionibacterium (тип 
Actinobacteria) и Bacteroides (тип Bacteroidota) [4]. 
Бактерии, производящие масляную кислоту (бути-
рат), в основном относятся к типу Firmicutes, вклю-
чая семейства Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, 
Erysipelotrichaceae и Clostridiaceae [50]. Особенно 
много продуцентов бутирата у  видов класса 
Clostridia [51]. Кроме того, в кишечнике присут-
ствуют бактерии, которые используют конечные 
продукты метаболизма других микроорганизмов 
для синтеза масляной кислоты, что предотвращает 
накопление лактата и ацетата [5]. Например, ацетат, 
производимый Bifidobacterium, преобразуется в бу-
тират бактериями класса Clostridia [52]. 

Уксусная кислота служит субстратом для биосин-
теза жирных кислот, участвует в цикле Кребса [53] 
и обладает противовоспалительными свойствами 
[54]. Пропионат способствует улучшению барьерной 
функции и целостности кишечного эпителия, а так-
же играет важную роль в регуляции гомеостаза 
глюкозы и липидов в печени [55]. Масляная кислота 
(бутират) является ключевым источником энергии 
для эпителиальных и иммунных клеток толстого 
кишечника [56, 57], повышает экспрессию белков 
плотных контактов, способствуя поддержанию це-
лостности кишечного барьера [56], и обладает вы-
раженным противовоспалительным эффектом [58]. 

Для определения взаимосвязи между микробио-
той кишечника и состоянием здоровья необходимо 
обладать надежными количественными методами 

определения концентраций метаболитов в различ-
ных биологических матрицах, таких как плазма 
и сыворотка крови, моча, а также фекалии. В со-
временных исследованиях используются подходы, 
основанные на технике капиллярного электрофо-
реза (КЭ), ядерного магнитного резонанса (ЯМР), 
жидкостной и газовой хроматографии, соединенных 
с масс-спектрометрией (ЖХ-МС и ГХ-МС) [59–64]. 
Методы масс-спектрометрии считаются наиболее 
предпочтительными для количественного анализа 
низкомолекулярных соединений благодаря их вы-
сокой чувствительности и специфичности [59, 60, 
63–66]. Однако применение этих методов к ана-
лизу КЦЖК в фекалиях сопряжено с определен-
ными трудностями. Во-первых, высокий уровень 
содержания липидов в фекалиях снижает эффек-
тивность экстракции водорастворимых соединений. 
Во-вторых, летучие и частично гидрофильные свой-
ства КЦЖК значительно усложняют их анализ ме-
тодом ЖХ-МС, который требует многоступенчатой 
пробоподготовки, включая этапы экстракции и де-
риватизации [67]. Это не только усложняет и уд-
линяет анализ, но и повышает техническую вариа-
бельность [68]. ГХ-МС является надежным методом 
количественного определения низкомолекулярных 
соединений [64, 69, 70]. Благодаря летучей приро-
де КЦЖК их анализ методом ГХ-МС может быть 
выполнен без дериватизации, если используются 
хроматографические колонки с высокополярными 
фазами и особые условия жидкостно-жидкостной 
экстракции [59, 69]. 

Что касается анализа фекальных образцов ново-
рожденных, то точность и воспроизводимость ко-
личественных исследований могут быть снижены 
по сравнению с анализом образцов, полученных 
от взрослых. Это связано с высокой вариабельно-
стью содержания воды, сложностью нормирования 
массы образца, использованием подгузников и сти-
муляторов дефекации в ОРИТН, а также с ограни-
ченным объемом доступного биологического мате-
риала.

Сравнительная характеристика наиболее часто 
используемых аналитических методов для опре-
деления КЦЖК в фекалиях приведена в табл. 2. 
Показаны основные подходы, применяемые в кли-
нических и исследовательских условиях, с акцентом 
на их применимость к анализу фекальных образцов 
новорожденных. Особое внимание уделено таким 
параметрам, как чувствительность, специфичность, 
требования к пробоподготовке и потенциальные 
ограничения каждого метода. Учитывая летучую 
природу КЦЖК, ГХ–МС при правильной настройке 
может представлять собой оптимальный выбор, не-
смотря на требования к подготовке образца.
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Таблица 2. Сравнительная характеристика методов количественного определения КЦЖК в фекалиях

Метод анализа Принцип Преимущества Ограничения

 Капиллярный 
электрофорез 

[61]

Разделение ионов 
в электрическом 
поле в капилляре

- Простота метода
- Низкий расход реагентов

- Возможность одновременного анали-
за нескольких соединений

- Низкая чувствительность
- Требуется высокая степень очистки 

образца

ЯМР-спектро
скопия [62]

Регистрирует 
магнитные свойства 

ядер атомов

- Неразрушающий метод
- Одновременный анализ многих 

метаболитов
- Не требует дериватизации

- Низкая чувствительность
- Высокая стоимость оборудования

ЖХ–МС  
[60, 63, 65, 66] 

Разделение соеди-
нений в жидкой 
фазе с последу-
ющим ионным 

анализом

- Высокая чувствительность  
и специфичность

- Широкий диапазон определяемых 
КЦЖК

- Возможность изотопного  
нормирования

- Многоступенчатая пробоподготовка
- Необходима дериватизация и/или 

использование внутренних стандартов
- Трудности с летучими соединениями

ГХ–МС  
[59, 62, 64, 69, 

71]

Разделение летучих 
соединений в газо-
вой фазе и их масс-
спектрометрический 

анализ 

- Высокая точность и чувствитель-
ность

- Подходит для анализа летучих 
КЦЖК

- Возможность анализа без деривати-
зации (при оптимальных условиях)

- Длительная пробоподготовка
- Необходима дериватизация 
для нелетучих соединений

- Варьирующая воспроизводимость 
при анализе фекалий новорожденных

кина IL-18, который не только способствует продук-
ции муцина, но и активирует синтез антимикробных 
пептидов, таких как дефензины и кателицидины, 
активные против широкого спектра патогенов [77]. 
Одновременно бактериальный метаболит подавляет 
индуцированную IL-1 экспрессию провоспалитель-
ных генов, включая IL-6, CX3СL1 и CXCL5, что по-
зволяет контролировать состав микробиоты и пре-
дотвращать развитие дисбиоза [78, 79]. 

Будучи лигандами рецепторов, связанных 
с G-белком (GPR43/FFAR2, GPR41/FFAR3), КЦЖК 
влияют на активацию и дифференцировку клеток 
как врожденного, так и адаптивного иммуните-
та [58, 80]. Бутират направляет дифференцировку 
макрофагов к M2-иммуносупрессивному фенотипу, 
который участвует в подавлении воспалительных 
процессов и поддержании тканевого гомеостаза [81]. 
Уксусная кислота снижает воспаление кишечника 
за счет активации рецептора GPR43/FFAR2 грану-
лоцитов, способствуя уменьшению их воспалитель-
ной активности [82]. 

КЦЖК влияют на уровень экспрессии генов 
в иммунных клетках посредством эпигенетиче-
ских механизмов. Например, бутират и пропионат 
ингибируют гистон-деацетилазы (HDAC), что спо-
собствует деконденсации хроматина и активации 
транскрипции генов, ответственных за иммуноре-
гуляцию [72, 83]. Бутират направляет дифферен-
цировку Т-клеток в Foxp3+ регуляторные Т-клетки 
(Treg) через ингибирование HDAC [84]. Treg играют 
центральную роль в подавлении чрезмерного им-
мунного ответа на комменсальные микроорганизмы 
и в предотвращении развития хронического вос-

МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ КЦЖК
Ключевой функцией КЦЖК является обеспечение 
энергией клеток кишечника, включая колоноциты 
и клетки иммунной системы, что способствует акти-
вации их метаболизма, пролиферации и дифферен-
цировки [72, 73]. Масляная кислота (бутират), один 
из ключевых представителей КЦЖК, устраняет 
дефицит митохондриального дыхания и предотвра-
щает аутофагию в безмикробных колоноцитах, ис-
пытывающих дефицит энергии [74]. 

КЦЖК играют решающую роль в поддержании 
целостности кишечного барьера, препятствуя раз-
витию синдрома повышенной кишечной проницае-
мости, известного как «дырявый кишечник». Этот 
синдром облегчает бактериальную транслокацию, 
усиливает воспалительные процессы и может стать 
причиной системных осложнений [75]. Добавление 
бутирата к эпителиальным клеткам нейроглиомы 
(H4) и включение его в рацион питания мышей 
увеличивает локальное потребление кислорода, 
что стабилизирует фактор, индуцируемый гипокси-
ей (HIF). В результате активируется транскрипция 
генов, участвующих в синтезе ключевых компонен-
тов плотных контактов, таких как муцин (MUC20), 
клаудины (CLDN2, 4, 11 и 15) и окклюдин (OCLN) 
[76]. Эти изменения способствуют укреплению меж-
клеточных контактов и предотвращают проникнове-
ние патогенов через кишечный барьер. 

КЦЖК играют ключевую роль в регуляции им-
мунного ответа в кишечнике, что делает их важны-
ми медиаторами взаимодействия между микробио-
той и иммунной системой [45]. Бутират стимулирует 
синтез колоноцитами противовоспалительного цито-
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паления. Более того, активация рецепторов GPR43 
и GPR109A на дендритных клетках под действием 
бутирата способствует дифференцировке Treg че-
рез индукцию синтеза противовоспалительного ци-
токина IL-10 [85]. 

КЦЖК также влияют на функцию В-клеток. 
Исследования Kim M. и соавт. (2016) продемон-
стрировали, что КЦЖК, особенно ацетат, напрямую 
стимулируют дифференцировку В-клеток в IgA-
продуцирующие клетки [86]. Секреция иммуногло-
булина А (IgA) обеспечивает защиту слизистой обо-
лочки кишечника, предотвращая избыточный рост 
патогенных микроорганизмов и защищая коммен-
сальные [86].

КЦЖК ингибируют рост и колонизацию пато-
генной микрофлоры кишечника, включая микро-
организмы семейства Enterobacteriaceae, такие 
как E. coli, K. pneumoniae и P. aeruginosa [87]. Они 
изменяют внутриклеточный уровень pH у патоге-
нов, что создает неблагоприятные условия для их 
выживания. Это происходит благодаря способно-
сти КЦЖК проникать в неионизированной форме 
внутрь бактериальной клетки, где они диссоцииру-
ют, снижая внутриклеточный pH и нарушая метабо-
лические процессы в клетках патогенов [88].

В колоноцитах бутират активирует рецептор-гам-
ма, активируемый пролифераторами пероксисом-

гамма (PPARγ), который играет важную роль в ре-
гуляции метаболизма жирных кислот. Активация 
PPARγ индуцирует β-окисление и увеличивает по-
требление кислорода колоноцитами, что снижает 
доступность кислорода в просвете кишечника. Такое 
изменение кислородной среды ограничивает рост 
аэробных патогенных микроорганизмов, особенно 
входящих в семейство Enterobacteriaceae, которые 
нуждаются в кислороде для пролиферации [89]. 

Таким образом, КЦЖК, особенно масляная кис-
лота, выступают не только универсальными энер-
гетическими субстратами для клеток кишечника, 
но и мощными регуляторами местного иммуните-
та, барьерной функции и микробного гомеостаза 
(рис. 2). Эффекты КЦЖК особенно важны для глу-
боко недоношенных детей, у которых из-за не-
зрелости кишечного барьера и иммунной системы 
повышен риск колонизации патогенными микроор-
ганизмами. Это делает данные метаболиты ключе-
выми компонентами в предотвращении и лечении 
таких состояний, как НЭК.

КЦЖК В ПАТОГЕНЕЗЕ НЭК
Дисбиоз кишечника признан одним из ключевых 
факторов патогенеза НЭК [90]. Многочисленные ис-
следования, проведенные на модельных организмах, 
подтверждают значимость микробиоты и ее мета-

ОГМ

Большинство  
комменсалов

Clostridium, 
Veillonella, 
Propionibacterium, 
Bacteroides

Ruminococcaceae, 
Lachnospiraceae, 
Erysipelotrichaceae, 
Clostridiaceae

Уксусная кислота

Пропионовая кислота

Масляная кислота

Clostridia

GPR41, 
GPR43, 
GPR109A

Поддержание целостности 
эпителиального барьера: 
- �синтез MUC20, СLDN, 

OCLN, IL-18;
- источник энергии

Формирование полезной 
микрофлоры

Иммуномодулирующее действие:
IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8, 
CX3CL1 и CXCL5 
IL-10, TGF-β, IgA 

Рис. 2. Защитные 
механизмы КЦЖК 
в кишечнике ново-
рожденных
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Таблица 3. Особенности микробиома кишечника и КЦЖК при НЭК у недоношенных новорожденных 

Ссылка Клинические 
группы

Гестаци-
онный  

возраст, 
недели

Сутки 
реализации 

НЭК

Преобладающие  
микроорганизмы, тип и доля  

(%, контроль vs НЭК)

КЦЖК, направление 
изменения и кратность

Liu X.C. 
и соавт., 
2022 [30]

НЭК за 7.0 ± 7.6 
дней (n = 17) 

и при манифе-
стации (n = 12)

30.5 ± 2.1 30.2 ± 15.9 Proteobacteria ↑ (с 40 до 53%) 
Firmicutes ↓ (с 55 до 35%) 

Actinobacteriota ↑ (с 5 до 10%) 
Bacteroidota ↑ (с 0.5 до 4%)

*Уксусная 1.8↓ 
**Пропионовая 1.2↓ 

**Масляная 1.1↓ 
**Изовалериановая 2.3↓ 

*КЦЖК 2.4↓Контроль 
(n = 17) 30.5 ± 1.9 -

He Y. 
и соавт., 
2021 [15]

НЭК  
(n = 81)

31.0 
(29.4–33.7) 15 (12–19) ***Proteobacteria ↑ (c 27 до 55%) 

***Firmicutes ↓ (с 57 до 37%) 
***Actinobacteriota ↓ (с 4 до 1%) 
***Bacteroidota ↓ (с 10 до 3%)

**Масляная 1.4↓
Контроль 
(n = 81)

31.1 
(29.3–33.2) -

Xiong J., 
2022 [98]

НЭК  
(n = 22) 35.5 ± 2.2 11.6 

(6.8–16.0) Proteobacteria ↓ (с 50 до 37%) 
Firmicutes ↑ (с 45 до 57%) 

*Actinobacteriota↑ (с 3 до 5%) 
**Bacteroidota ↓ (с 4 до 1%)

**Уксусная 1.5↓ 
**Пропионовая 2.3↓ 

**Масляная 2.7↓ 
**Изовалериановая 2.0↓ 

**Капроновая 2.7↑ 
**КЦЖК 1.6↓

FPIAP  
(n = 21) 36.5 ± 1.4 15.2 

(11.0–22.0)

Casaburi G. 
и соавт., 

2023 [100]

НЭК  
(n = 3) ~29 -

Proteobacteria ↑ *Муравьиная 6.7↑
Контроль 
(n = 10) ~29 -

НЭК, лечение  
(n = 3) ~29

через 3 
недели 
лечения

Proteobacteria ↓ 
Bacteroidetes ↑  

по сравнению с дебютом НЭК
-

Huang H., 
2022 [99]

НЭК (n = 9) 31.6  
(28.35–37.45)

Proteobacteria ↑ (с 30 до 65%) 
Firmicutes ↓ (с 65 до 30%) 

Actinobacteriota ↓ (с 5 до 1%) 
Bacteroidota ↑ (с 0 до 5%)

Не проводилось
Контроль 
(n = 10)

37.75 
(32.03–39.05)

Pourcyrous 
M. и соавт., 
2014 [101]

Смесь (n = 9) 27 -
Не проводилось

**КЦЖК 1.9↑
**Ацетат 3.1↑

**Пропионат 3.4↑
Сцеженное 

молоко (n = 10) 27 -

Примечание. Жирным выделены изменения более чем в 2 раза уровней фекальных КЦЖК в группе НЭК по срав-
нению с группой контроля. * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001 – при парном сравнении группы НЭК 
и контроля или группы сравнения. 

болитов в развитии данного заболевания [91, 92]. 
В частности, колонизация безмикробных мышей 
бактериями, выделенными из фекалий пациентов 
с НЭК, провоцирует НЭК-подобные повреждения 
кишечника [15]. 

Дисбиоз кишечника приводит к нарушению син-
теза КЦЖК, что особенно актуально для глубоко 
недоношенных детей [93], минимальный уровень 
КЦЖК при рождении у которых постепенно увели-
чивается с постконцептуальным возрастом при от-
сутствии НЭК [94–97]. Однако метаболизм КЦЖК 
у глубоко недоношенных новорожденных остается 
малоизученным.

Клинические исследования микробиоты кишеч-
ника и продуцируемых КЦЖК у глубоко недоно-
шенных новорожденных с НЭК остаются весьма 

немногочисленными. В  работах 2021–2023  гг. 
(табл. 3) [15, 30, 98–100] результаты 16S рРНК-
секвенирования подтвердили данные о доминиро-
вании в микробиоте незрелого кишечника протео-
бактерий, ассоциируемых с развитием НЭК [27–29, 
31]. Одновременно выявлено выраженное снижение 
численности представителей типа Firmicutes, вклю-
чающего основные штаммы-продуценты бутирата, 
еще до манифестации клинических симптомов за-
болевания [30].

У новорожденных с НЭК обнаружено достовер-
ное снижение уровней КЦЖК (p <0.05), особенно 
муравьиной, пропионовой, масляной, изовалериано-
вой и капроновой [15, 30, 98, 100]. Примечательно, 
что у глубоко недоношенных детей, получавших 
сцеженное грудное молоко, концентрация КЦЖК 
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в кале оказалась достоверно выше, чем у детей 
на искусственном вскармливании [101]. Хотя пря-
мая причинно-следственная связь между уровнем 
КЦЖК и развитием НЭК требует дальнейшего из-
учения, полученные данные указывают на потен-
циальную протективную роль этих метаболитов 
в поддержании целостности кишечного барьера 
и модуляции воспалительного ответа.

Однако результаты исследований выявляют зна-
чительную вариабельность в абсолютных концен-
трациях КЦЖК. Например, в работе Liu X.C. и со-
авт. (2022) средний уровень бутирата в кале детей 
контрольной группы составил 41 мкг/г [30], в иссле-
довании He Y. и соавт. (2021) этот показатель до-
стигал 225 мкг/г [15]. Подобные расхождения могут 
быть обусловлены различиями в применяемых ана-
литических методах, характеристиках когорт и про-
токолах сбора и хранения биоматериала.

Обзоры Alsharairi N.A. и соавт. (2023), а также 
Cifuentes M.P. и соавт. (2024) указывают, что роль 
бутирата в развитии неонатального НЭК остается 
неоднозначной [93, 102]. Однако детальный анализ 
клинических работ (табл. 3) демонстрирует выра-
женное снижение уровня бутирата в кале глубоко 
недоношенных новорожденных за неделю до появ-
ления клинических симптомов НЭК и при дебюте 
заболевания, что подтверждает его потенциальную 
диагностическую ценность [15, 30]. У взрослых мас-
ляная кислота также ассоциируется с уменьшени-
ем риска развития воспалительных заболеваний 
кишечника, таких как язвенный колит и болезнь 
Крона [103, 104]. Экспериментальные исследования 
подчеркивают, что бутират способствует укрепле-
нию барьерной функции эпителиальных клеток 
кишечника и снижает воспалительные реакции им-
мунных клеток.

В то же время в ряде модельных экспериментов 
была выявлена негативная роль бутирата при НЭК 
[92, 105–108]. Неполное переваривание углеводов 
в тонком кишечнике приводит к их ферментации 
в толстом кишечнике с образованием КЦЖК, лак-
тата и газов, таких как углекислый газ, метан и во-
дород [109]. У недоношенных поросят, моделирую-
щих НЭК, избыточное образование бактериальных 
метаболитов вследствие высокого уровня неперева-
ренной лактозы может запускать воспалительную 
реакцию [108]. 

Противоречивые эффекты бутирата могут быть 
объяснены его дозозависимым действием, впервые 
описанным Lin и соавт. (2002) [106]. Более поздние 
исследования подтвердили, что высокие концен-
трации бутирата (более 16 мМ) стимулируют син-
тез провоспалительного цитокина IL-6, в то время 
как низкие дозы оказывают защитное действие, 

снижая экспрессию IL-6 и NF-kB, усиливая син-
тез белка плотных контактов клаудина-7 [57, 110]. 
На модели НЭК у новорожденных мышей показа-
но, что существует оптимальный уровень масляной 
кислоты, при котором риск развития НЭК миними-
зируется [111].

Трудности сопоставления данных, полученных 
в разных исследованиях, обусловлены разнообра-
зием применяемых методов анализа, небольшим 
размером выборки глубоко недоношенных ново-
рожденных и вариативностью экспериментальных 
моделей НЭК. Проведение многоцентровых рандо-
мизированных исследований с унифицированным 
подходом к сбору биоматериала и анализу микро-
биологических и метаболических данных может по-
мочь в уточнении роли КЦЖК в патогенезе НЭК, 
а также в определении оптимальных терапевтиче-
ских доз этих метаболитов. Вместе с тем, исполь-
зование ГХ-МС для определения концентраций 
КЦЖК в фекалиях представляет собой точный, не-
инвазивный, быстрый и экономически эффективный 
метод, который можно легко внедрить в рутинную 
неонатальную практику для ранней диагностики 
и мониторинга метаболической активности кишеч-
ной микрофлоры у глубоко недоношенных новорож-
денных [102].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Формирование симбиотической экосистемы кишеч-
ника является ключевым процессом, необходимым 
для успешной адаптации новорожденного ребенка. 
Малый гестационный возраст при рождении, врож-
денная физиологическая незрелость кишечника, 
высокая частота родоразрешения путем кесарева 
сечения, длительная госпитализация с пребыванием 
в микроокружении отделения интенсивной терапии, 
антибактериальная терапия, отсутствие контакта 
с материнской микрофлорой, а также отсутствие 
или недостаток поступления материнского молока 
являются ключевыми факторами, способствующими 
формированию дисбиотической микробной сигнату-
ры. Микробиом кишечника глубоко недоношенных 
новорожденных характеризуется преобладанием 
грамотрицательных бактерий типа Proteobacteria, 
снижением микробного разнообразия и общей не-
стабильностью. Исследования связывают подобные 
изменения с повышенным риском жизнеугрожаю-
щих состояний, таких как НЭК.

Современные данные подчеркивают важность 
метаболитов микробиоты, таких как КЦЖК, в под-
держании метаболического и иммунного гомеостаза 
кишечника. Однако большая часть данных получена 
с использованием мышиных моделей и клеточных 
линий. Кроме того, все больше данных свидетель-
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ствует о том, что метаболизм КЦЖК находится 
в динамическом равновесии, и отклонения в любую 
сторону – как избыточно высокие, так и низкие 
уровни – могут негативно сказываться на здоровье. 

Для более глубокого понимания роли КЦЖК 
и микробиома в патогенезе НЭК необходимы мно-
гоцентровые исследования, способные охватить 
достаточное количество случаев редких заболева-
ний. Интеграция мультиомиксных подходов, таких 
как метагеномное секвенирование, транскриптоми-
ка и таргетная метаболомика, необходима для опре-
деления специфических микробных сообществ 
и метаболических биомаркеров, включая КЦЖК. 

Разработка быстрых и неинвазивных методов функ-
ционального профилирования микробиома для при-
менения в клинических условиях позволит создать 
систему оценки риска развития НЭК у глубоко не-
доношенных новорожденных. Ассоциация микроб-
ных метаболитов с патологиями у новорожденных 
открывает возможности для создания комплексных 
про- и постбиотических формул. 

Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда (№ 24-25-00068): 

https://rscf.ru/project/24-25-00068/.
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связи, которые обеспечивают стабильность про-
странственной структуры. Среди представителей 
этой группы первыми были обнаружены и опи-
саны антимикробные пептиды [8]. Первоначально 
считалось, что функции цистеин-богатых пептидов 
ограничены защитой от патогенов [4, 9], однако впо-
следствии показали, что функции, выполняемые 
цистеин-богатыми пептидами, гораздо шире и вклю-
чают регуляцию закладки устьиц, симбиоза, репро-
дуктивных процессов и стрессового ответа [10–12].

Цистеин-богатые пептиды EPF/EPFL были впер-
вые идентифицированы как ключевые регулято-
ры устьичного развития у Arabidopsis thaliana [10, 
13–15]. В дальнейшем установили, что эти пептиды 
участвуют в контроле активности апикальной по-
беговой меристемы, развитии соцветий и адаптации 
к стрессам. Несмотря на растущий объем экспери-
ментальных данных, до сих пор отсутствуют систе-
матизированные обзоры, суммирующие информа-
цию об этом семействе. В представленной работе 
обобщены данные о пептидах EPF/EPFL, включая 
их структуру, эволюционное разнообразие и биоло-
гические функции.

УДК 577.24
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и стрессовых ответов у растений

А. Д. Майборода1, А. А. Макеева1, Р. А. Азаркина1, А. С. Барашкова1,2, А. С. Мамаева1* 
1Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Государственный научный 
центр Российской Федерации Институт биоорганической химии им. академиков М.М. 
Шемякина и Ю.А. Овчинникова Российской академии наук, Москва, 117997 Россия
2Федеральное государственное бюджетное научное учреждение «Всероссийский научно-
исследовательский институт защиты растений», Санкт-Петербург, Пушкин, 196608 Россия
*Е-mail: AnnetteSt@yandex.ru
Поступила в редакцию 18.04.2025
Принята к печати 01.07.2025
DOI: 10.32607/actanaturae.27675

РЕФЕРАТ Цистеин-богатые пептиды семейства EPF/EPFL (epidermal patterning factor/epidermal 
patterning factor-like) распространены у растений, начиная со мхов и заканчивая покрытосеменными. 
EPF/EPFL играют важную роль в морфогенезе – регулируют расположение устьиц, развитие соцветий, 
функционирование апикальной и латеральной побеговых меристем, закладку проводящих тканей, фор-
мирование края листа, а также развитие цветков и плодов. Недавние исследования показали, что EPFL 
могут быть вовлечены в адаптацию растений к биотическим и абиотическим стрессам. В обзоре рас-
смотрены структура, механизмы передачи сигнала, филогенетическое распространение и функции пеп-
тидов семейства EPF/EPFL.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА регуляторные пептиды растений, цистеин-богатые пептиды, EPF/EPFL.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ EPF – epidermal patterning factor; EPFL – epidermal patterning factor-like; АБК – 
абсцизовая кислота; МАП – митоген-активируемая протеинкиназа; МДА – малоновый диальдегид; 
МКМ – материнская клетка мегаспоры.

ВВЕДЕНИЕ
Растения, ведущие прикрепленный образ жизни, 
адаптируются к изменениям окружающей среды 
с помощью гибкой системы регуляции физиологи-
ческих процессов. Важную роль в адаптации игра-
ют сигнальные пептиды, контролирующие широкий 
спектр реакций, включая рост и развитие, половое 
размножение, межклеточную коммуникацию, старе-
ние, формирование симбиотических взаимодействий, 
а также устойчивость к патогенам и абиотическим 
стрессам [1, 2]. Первый растительный регуляторный 
пептид – системин – выделили в 1991 году из ли-
стьев томата [3]. С тех пор было описано множество 
семейств пептидов, образующихся либо путем про-
цессинга белков-предшественников, либо в результа-
те трансляции коротких открытых рамок [1, 4]. 

Пептиды, происходящие из белков-предшествен-
ников, делятся на три функционально и структурно 
различающиеся группы: посттрансляционно моди-
фицированные [5], цистеин-богатые и немодифици-
рованные, не содержащие остатков цистеина [6, 7]. 
Цистеин-богатые пептиды содержат четное число 
остатков цистеина, формирующих дисульфидные 
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СТРОЕНИЕ И ПЕРЕДАЧА СИГНАЛА
К цистеин-богатым пептидам растений, которые ус-
ловно можно разделить на защитные (антимикроб-
ные) и сигнальные, относится ряд семейств, включая 
EPF/EPFL [16]. Наиболее детально изучена структу-
ра защитных пептидов: проведен ЯМР-анализ мно-
гих из них, определены структурные детерминан-
ты антимикробной активности [17, 18]. Структурные 
особенности сигнальных цистеин-богатых раститель-
ных пептидов, включая семейство EPF/EPFL, изуче-
ны не столь глубоко, однако определена первичная 
и пространственная структура пептида EPFL9, вы-
деленного из апопласта A. thaliana [19, 20]. Более 
того, получены данные о структурных аспектах 
связывания ряда пептидов этого семейства с ре-
цептором [21]. У A. thaliana, классического модель-
ного объекта, на котором активнее всего проходит 
изучение этого семейства, выявлено 11 пептидов – 
EPF1–2 и EPFL1–9, включая EPFL9/Stomagen [22]. 
Первыми были охарактеризованы EPF1–2, а затем 
паралоги EPF1, в дальнейшем названные EPFL [23]. 
В результате филогенетического анализа пептиды 
семейства EPF/EPFL были разделены на четыре 
клады (рис. 1). Представители двух из них, EPF1–
EPF2–EPFL7 и EPFL9, изучены наиболее подробно. 

Как и большинство пептидных гормонов и анти-
микробных пептидов растений, пептиды семейства 
EPF/EPFL синтезируются в виде белков-предше-
ственников, состоящих из N-концевого сигнально-
го пептида, про-домена и зрелого пептида (рис. 2А) 
[24]. Cигнальный пептид направляет предшествен-
ник в эндоплазматический ретикулум, после чего 
отщепляется пептидазами и разрушается. Затем 
удаляется про-область и высвобождается зрелая 
форма пептида, способная взаимодействовать с ре-
цепторными комплексами [25].

Рис. 1. Множественное выравнивание зрелых пептидов семейства EPF/EPFL A. thaliana, полученное при помощи 
алгоритма Muscle. 1–4 – клады пептидов; аминокислотные остатки Cys отмечены желтым цветом. Три консерва-
тивные дисульфидные связи выделены черными скобками, четвертая дисульфидная связь, характерная для кла-
ды EPF1/EPF2/EPFL7, показана красным. Аминокислотные остатки Glu28 и Asp31 в EPFL9 выделены розовым. 
UniProt ID: EPF1: Q8S8I4; EPF2: Q8LC53; EPFL7: C4B8C5; EPFL9: Q9SV72; EPFL1: Q9LFT5; EPFL2: Q9T068; EPFL3: 
C4B8C4; EPFL4: Q2V3I3; EPFL5: Q9LUH9; EPFL6: Q1PEY6; EPFL8: Q1G3V9

В Г

Б

А

N C
Сигнальный 

пептид, 31 а.о. Зрелый пептид, 45 а.о.
Про-домен

Рис. 2. Структура пептида EPFL9. А – структура про-
пептида [20]. Б – первичная структура пептида [19]. 
β-листы показаны голубыми стрелками, фрагмент 
спирали 3

10
 – розовый прямоугольник; остатки Cys 

отмечены желтым, дисульфидные связи – скобками. 
Отрицательно заряженные Glu28 и Asp31 в петлевой 
области выделены жирным. В – пространственная 
структура EPFL9 (PDB ID: 2LIY). Г – модель простран-
ственной структуры пептида EPFL7 A. thaliana, постро-
енная с помощью алгоритма AlphaFold3 [26]

Первичная структура пептидов семейства EPF/
EPFL обогащена остатками цистеина, из которых 
шесть консервативны для всего семейства, а два 
характерны только для клады EPF1/EPF2/EPFL7 
(рис. 1). Все пептиды семейства содержат мотив 
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Gly-Ser в N-концевой области. Известно, что этот 
мотив критичен для связывания пептидов с рецеп-
торами [21]. Также в N-концевой области присут-
ствует консервативный остаток Pro. Вероятно, что, 
изгибая полипептидную цепь, этот остаток обеспе-
чивает пространственную конформацию пептида.

По данным ЯМР-спектроскопии, полученным 
для EPFL9, трехмерная структура EPF/EPFL-
пептидов состоит из двух антипараллельных 
β-листов (скаффолда), соединенных петлевой об-
ластью (loop region), и стабилизированного дисуль-
фидными связями (рис. 2B). Петлевая область более 
вариабельна, чем скаффолд, она играет ключевую 
роль в специфичности связывания с рецепторами 
[19]. Пространственные структуры остальных пред-
ставителей семейства были получены путем гомоло-
гичного моделирования. 

Консервативные остатки цистеина участвуют 
в образовании дисульфидных связей, количество 
и расположение которых влияет на функциональ-
ную активность и конформацию пептида. Так, за-
мена остатков цистеина на серин в молекуле EPFL9 
приводила к утрате способности стимулировать за-
кладку устьиц [19]. С другой стороны, вариабельные 
участки могут определять специфичность функции 
пептидов. Например, пептиды EPF1–2 являются 
негативными регуляторами развития устьиц, тогда 
как EPFL9 выступает в роли позитивного регулято-
ра [20]. По-видимому, различие в физиологических 
ответах обусловлено особенностями строения петле-
вой области у этих пептидов [21]. 

Так, замена аминокислот петлевой области EPF2 
на последовательность EPFL9 приводила к смене 
функции пептида с ингибирования формирования 
устьиц на их активное развитие. В то же время 
химерный пептид, содержащий петлю EPF2 и кар-
кас EPFL9, обладал ингибирующим действием 
[19]. Рецепторами EPFL является семейство киназ 
ERECTA (ERf, ERECTA family), относящихся к кла-
де XIII LRR-RLK (Leucine-rich repeat receptor-like 
kinases, рецептороподобные киназы с лейцин-бо-
гатыми повторами). У Arabidopsis к этому семей-
ству относятся белки ERECTA (ER), ERECTA-LIKE 
1 (ERL1) и ERECTA-LIKE 2 (ERL2). Дальнейший 
путь передачи сигнала включает МАП-киназный 
(митоген-активируемая протеинкиназа) ка-
скад, состоящий у арабидопсиса из МАРKKK 
YODA, MKK4/5 и терминальных MPK3/6 [27]. 
Взаимодействие пептидов с рецептором зависит 
от того, находится ли рецептор в комплексе с LRR-
RLP (рецептороподобный белок с лейцин-богаты-
ми повторами) TMM (Too Many Mouth). Интересно, 
что для связывания EPF1/2 с рецепторами ERf не-
обходимо, чтобы ERf входили в комплекс с TMM, 

тогда как EPFL4 взаимодействует со всеми тремя 
ERf в отсутствие TMM [21].

ФИЛОГЕНИЯ. РАСПРОСТРАНЕНИЕ У РАСТЕНИЙ
Пептиды EPF и EPFL обнаружены только у на-
земных растений и не найдены у водорослей [28, 
29]. Это указывает на появление этого семейства 
лишь после выхода растений на сушу и, возможно, 
на важную роль в их адаптации к наземной жизни. 
Предполагается, что ключевые генетические компо-
ненты, обеспечивающие формирование устьичного 
аппарата, включая EPF/EPFL, возникли на ранних 
этапах эволюции наземных растений [30]. 

Последовательности пептидов консервативны 
у разных таксонов: у мха Physcomitrium patens 
идентифицирован PpEPF1, являющийся гомологом 
AtEPF1 и AtEPF2. Филогенетический анализ пока-
зывает, что PpEPF1 ближе к AtEPF1 и AtEPF2, чем 
AtEPFL9 к AtEPF1–2 [28]. Это довольно интересно, 
так как устьица у мхов устроены иначе, чем у цвет-
ковых, но механизм их развития, судя по всему, 
сходен [31, 32]. Помимо PpEPF1, у мха также иден-
тифицированы 10 пептидов семейства EPFL, функ-
ции которых пока не изучены [28]. При этом уже 
у цветковых растений гены, кодирующие предста-
вителей семейства EPF/EPFL, распределены по хро-
мосомам неравномерно, что может быть результатом 
дупликации генов [33, 34]. 

Филогенетически семейство этих пептидов 
у  арабидопсиса разделяют на четыре клады: 
EPF1–EPF2–EPFL7, EPFL9, EPFL1–3 и EPFL4–6–
EPFL8 (рис. 1) [28, 34]. Эти группы различаются 
как по структуре, так и по предполагаемым функ-
циям. Так, представители клады EPF1–EPF2–EPFL7 
несут четыре консервативные дисульфидные свя-
зи, одна из которых находится в петлевой области, 
в то время как в структуре пептидов остальных 
клад присутствует три дисульфидных мостика. Это 
отражается на способности пептидов связываться 
с рецепторными комплексами [21, 28].

Пептид EPFL9 представлен у всех исследо-
ванных сосудистых растений, начиная с плаунов 
(Selaginella moellendorffii), голосеменных и вплоть 
до цветковых [28]. При этом он отсутствует у мха P. 
patens, у которого найдены только гомологи EPF1/
EPF2. Интересно, что появление EPFL9, который 
является активатором развития устьиц, совпадает 
с резким увеличением плотности устьиц на поверх-
ности листьев, произошедшим в позднем девонском 
периоде, которое дает начало активному развитию 
макрофиллов – крупных листьев с развитой сосуди-
стой системой [28, 35]. 

В последние годы количество секвенированных 
растительных геномов увеличивается, что значи-
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тельно облегчает поиск и дальнейшую валидацию 
гомологов. Таким образом, биоинформатическими 
методами были проанализированы геномы боль-
шого количества сельскохозяйственных цветковых 
растений. В четырех геномах хлопчатника обнару-
жили 132 гена EPF/EPFL: 20 и 24 у диплоидных ви-
дов и по 44 гена у тетраплоидных [34]. В растениях 
картофеля идентифицировали 14 генов [36], рапса – 
27 [37]. У тополя волосистого Populus trichocarpa 
идентифицировано 15 генов EPF/EPFL [38], тогда 
как у тополя евфратского P. euphratica – 14 [33]. 
Гены EPFL обнаружены и у однодольных растений: 
у риса, сорго и ржи идентифицировано по 12 генов 
[39–41], у кукурузы – 18 [42], а у пшеницы 35 [43]. 
Широкое распространение представителей семей-
ства EPF/EPFL в разных линиях эволюции цветко-
вых и других растений подчеркивает их значение 
в адаптации к наземным условиям обитания, тогда 
как функции многих недавно идентифицированных 
гомологов остаются неясными и требуют дальней-
шего экспериментального изучения.

ЗАКЛАДКА УСТЬИЦ
Известно, что пептиды семейства EPF/EPFL регу-
лируют целый спектр морфогенетических программ, 
однако первой выявленной функцией этих пепти-
дов стала регуляция расположения устьиц (рис. 3, 
табл. 1) [10]. 

У арабидопсиса EPF1 экспрессируется в молодых 
листьях, а именно в клетках-предшественниках 
устьиц. Сверхэкспрессия EPF1 приводит к сниже-
нию количества устьиц, тогда как нокаут приводит 
к его увеличению и кластеризации [10]. Гомолог 
EPF1, EPF2 также ингибирует развитие устьиц: 
у растений со сверхэкспрессией гена EPF2 наблю-
дается снижение, а у растений с нокаутом – увели-
чение числа устьиц, однако они не образуют класте-
ры [13]. Оба пептида необходимы для соблюдения 
«правила одной клетки»: между устьицами должно 
находиться не менее одной клетки эпидермиса [10, 
13, 14]. EPF2 экспрессируется в предшественниках 
устьиц раньше, чем EPF1. То есть, EPF2 регулиру-
ет переход клеток к дифференцировке в устьица, 

Закладка устьиц

Функционирование 
апикальной 
меристемы

Функционирование латеральной 
меристемы и закладка 
проводящих тканей

Рост стручков

Развитие цветка

Регуляция архитектуры 
соцветия

Формирование 
зубчатого края листа

Рис. 3. Морфоге-
нетические процес-
сы, регулируемые 
пептидами семей-
ства EPF/EPFL, 
у арабидопсиса
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тогда как EPF1 контролирует дальнейшее развитие 
[10, 14, 15]. Пептид EPFL9, напротив, стимулирует 
развитие устьиц – сверхэкспрессия EPFL9 приво-
дит к увеличению плотности устьиц и их класте-
ризации, тогда как сайленсинг ингибирует развитие 
устьиц [45]. Показано, что EPF2 и EPFL9 связы-
ваются с рецептором ER, при этом EPFL9 конку-
рентно вытесняет EPF2 из этого комплекса [44]. 
Пептиды EPF1/2 секретируются клетками устьиц, 
связываются с ER и ERL1 и ингибируют диффе-
ренцировку устьиц, тогда как EPFL9 секретируется 
клетками мезофилла, конкурирует с EPF2 за свя-
зывание с ER и стимулирует образование устьиц 
[15, 44]. Таким образом, EPF1/2 и EPFL9 действуют 
как антагонисты в контроле плотности устьиц [44].

Наиболее подробно роль EPF исследована на при-
мере арабидопсиса, однако участие этих пептидов 
в регуляции развития устьиц показано и на других 
растениях. Например, сверхэкспрессия PeEPF2 то-
поля, гомолога AtEPF2, в растениях арабидопсиса 
с нокаутом по гену AtEPF2, приводила к сниже-
нию плотности устьиц на листе, восстанавливая 
мутантный фенотип [33]. Ортологи EPFL, вовле-

ченные в регуляцию развития устьиц у арабидоп-
сиса – AtEPF2 и AtEPFL9, обнаружены в геномах 
однодольных Triticum aestivum и Brachypodium 
distachyon [58]. Как и соответствующие пептиды 
у арабидопсиса, эти пептиды также оказывают про-
тивоположный эффект на развитие устьиц. 

Показано, что модуль EPF/TMM/ERECTA яв-
ляется довольно древним регулятором развития 
устьиц – его компоненты контролируют расположе-
ние устьиц у первых наземных растений, в част-
ности, у мха P. patens [59]. Устьица у P. patens об-
разуются на спорофите, и PpEPF1, гомолог EPF1/2 
арабидопсиса, негативно регулирует их развитие. 
Однако сверхэкспрессия PpEPF1 не способна вос-
становить нормальную плотность устьиц мутант-
ных по EPF2 растений арабидопсиса. В то же время 
у P. patens нет ортолога AtEPFL9 и сверхэкспрессия 
AtEPFL9 не влияет на плотность устьиц, что гово-
рит о том, что конкурентная регуляция закладки 
устьиц появилась на более поздних этапах эволю-
ции наземных растений [59].

Таким образом, пептиды EPFL – консервативные 
и довольно древние регуляторы развития устьиц 
у наземных растений.

ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ АПИКАЛЬНОЙ МЕРИСТЕМЫ 
ПОБЕГА
Апикальная меристема побега является ключевой 
структурой, обеспечивающей рост надземных ор-
ганов растения. Ее пространственная организация, 
размер и активность строго регулируются сетью 
сигнальных каскадов, важную роль в которых игра-
ют в том числе пептиды семейства EPF/EPFL.

У A. thaliana пептиды EPFL1, EPFL2, EPFL4 
и EPFL6 экспрессируются преимущественно по пе-
риферии апикальной меристемы побега, а также 
в области границы между меристемой и закладыва-
ющимися листьями [48]. В то же время рецепторы 
ER, ERL1 и ERL2 активны в центральной зоне ме-
ристемы, что указывает на их участие в простран-
ственной регуляции клеточного деления и диффе-
ренцировки меристемы. Мутанты по EPFL1/2/4/6, 
а также ERf имеют схожий фенотип: увеличение 
размеров меристемы, снижение числа листовых 
примордиев и уменьшение общей биомассы расте-
ний [48]. Эти данные подтверждают гипотезу о том, 
что пептиды EPFL и рецепторы ER демонстрируют 
функциональную избыточность в регуляции разме-
ра апикальной меристемы побега и инициации роста 
листьев [60].

У мутантов по гену EPFL2 наблюдаются нару-
шения симметрии и равномерности закладки ор-
ганов, а также изменения числа ауксиновых мак-
симумов в апикальной меристеме побега [49]. Это 

Таблица 1. Функции пептидов семейства EPF/EPFL 
у A. thaliana 

Пептид Функция Ссылка

AtEPF1/2 Ингибирование формирова-
ния устьиц

[10, 13, 15, 
23, 44]

AtEPFL9 
(STOMAGEN)

Стимуляция образования 
устьиц

[11, 15, 44, 
45]

Удлинение стручка [46]

AtEPFL2

Формирование зубчатого 
края листа [47]

Равномерная закладка 
семязачатков и увеличение 

их числа в стручке
[46]

AtEPFL1/2/4/6 

Регуляция функционирова-
ния апикальной меристемы [48–51]

Повышение устойчивости 
к патогену [52]

Удлинение соцветий и цве-
тоножек [53]

Формирование единственной 
материнской клетки мега-

споры
[54]

AtEPFL1–6 Обрастание нуцеллуса инте-
гументами [55]

AtEPFL4–6 
Удлинение тычиночных 

нитей за счет стимуляции 
пролиферации клеток

[56, 57]
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согласуется и с результатами другого исследова-
ния, согласно которому у мутантов epfl2 наблюда-
лось изменение количества максимумов ауксина, 
приводящее к изменению формы листьев и семя-
долей [50]. 

Кроме того, показано что обработка синтетиче-
скими пептидами EPFL4 и EPFL6 ограничивает 
латеральный рост меристемы, снижая экспрессию 
ключевых регуляторов апикальной меристемы – 
CLV3 (CLAVATA3) и WUS (WUSCHEL) – при уча-
стии рецепторов ERf [51]. Взаимодействие между 
этими пептидами и их рецепторами регулирует 
не только размер, но и границы меристемы, что спо-
собствует контролю за числом инициируемых орга-
нов и нормальным развитием растений.

Таким образом, EPFL играют важную роль в про-
странственно-временной регуляции активности апи-
кальной меристемы побега.

РЕГУЛЯЦИЯ ЛАТЕРАЛЬНОЙ МЕРИСТЕМЫ 
И ЗАКЛАДКИ ПРОВОДЯЩИХ ТКАНЕЙ
Регуляция латеральной меристемы и закладки про-
водящих тканей является ключевым процессом, 
обеспечивающим правильное развитие как веге-
тативных, так и репродуктивных органов. В регу-
ляции функционирования латеральных меристем 
гипокотилей и соцветий арабидопсиса участвуют 
рецепторные киназы ER и ERL1 [61–63]. Так, об-
наружена экспрессия генов ER и ERL1, но не ERL2 
в центральном цилиндре гипокотиля [61]. Двойные 
мутанты по генам ER и ERL1 отличаются от рас-
тений дикого типа утолщением гипокотилей за счет 
увеличения ксилемы, при этом в такой ксилеме 
была повышена доля клеток с лигнифицированны-
ми клеточными стенками [61]. То есть, ER и ERL1 
предотвращают чрезмерное развитие ксилемы в ги-
покотилях.

Киназы ER и ERL1 регулируют также развитие 
прокамбия в стеблях соцветий [62, 63]. У двойных 
мутантов по генам ER и ERL1 наблюдалось нару-
шение строения проводящих пучков – слой прокам-
бия был прерывистым, в некоторых местах ксилема 
и флоэма соприкасались. Показано, что ER и ERL1 
экспрессируются в ксилеме и флоэме, причем имен-
но флоэмная экспрессия гена ER является опреде-
ляющей для регуляции анатомической структуры 
стебля соцветия [62]. Предполагается, что в этот 
процесс вовлечены пептиды EPFL4 и EPFL6, кото-
рые экспрессируются в эндодерме и связываются 
с ER. Однако у двойного мутанта по генам EPFL4 
и EPFL6 не было нарушено строение проводящих 
пучков, поэтому вопрос о том, какие именно EPFL 
участвуют в регуляции функционирования лате-
ральных меристем, все еще остается открытым.

Таким образом, показано, что рецепторы ER 
и ERL1 и, по-видимому, их лиганды участвуют 
в контроле образования и функционирования лате-
ральных меристем и закладке проводящих тканей.

ФОРМИРОВАНИЕ ЗУБЧАТОГО КРАЯ ЛИСТА 
Еще одна роль пептидов семейства EPFL – это 
регуляция формирования зубчатого края листо-
вой пластинки [47]. У арабидопсиса этот процесс 
регулирует пептид EPFL2 совместно с рецептора-
ми ER и ERL1/2. Мутанты по гену EPFL2, а также 
двойные мутанты по киназам ERf характеризуют-
ся отсутствием зубцов по краю листовой пластин-
ки. Взаимодействие EPFL2 с каждой из трех ERf 
подтвердили при помощи коиммунопреципитации 
[47]. Ген EPFL2 экспрессируется в растущих ли-
стьях за исключением кончиков зубцов и разви-
вающихся жилок [47]. Интересно, что экспрессия 
ERL2 контрастирует экспрессии EPFL2: она обна-
ружена в кончиках зубцов и жилках, в то время 
как ER и ERL1 экспрессируются во всей листовой 
пластинке. Таким образом, регуляторный модуль 
EPFL2-ERf подавляет ответ на ауксин, ограничи-
вая его небольшим количеством клеток на кончике 
растущего зубца.

РАЗВИТИЕ ГЕНЕРАТИВНЫХ ОРГАНОВ
В ходе эволюции у цветковых растений возникли 
сложные и разнообразные структуры для размно-
жения, в формировании которых, начиная с регу-
ляции архитектуры соцветия и заканчивая обра-
зованием семян, важную роль играют пептиды 
EPF/EPFL. 

EPFL4/6, а также в меньшей степени EPFL1/2 
вместе с ERf стимулируют удлинение соцветий 
и цветоножек у A. thaliana [53]. При этом EPFL4/6, 
выступающие лигандами ER, экспрессируются 
в клетках эндодермы, а ген ER экспрессируется 
в клетках эпидермы, флоэмы и ксилемы. Однако 
для формирования нормальной архитектуры со-
цветия важна рецепция сигнала именно во флоэме, 
так как экспрессия ER под специфичным для фло-
эмы промотором гена SUC1 восстанавливала фено-
тип мутантов er. Экспрессия ER под промоторами, 
активными в ксилеме и эпидерме, подобного эффек-
та не давала [53]. Таким образом, пептиды EPFL4/6 
экспрессируются в клетках эндодермы соцветий, 
мигрируют во флоэму, где связываются с ER и сти-
мулируют рост стебля соцветия и цветоножек [53]. 
Транскриптомные данные показывают, что у мутан-
тов A. thaliana er-2 и epfl4/6 значительная часть 
дифференциально экспрессируемых генов является 
компонентами ауксинового и гиббереллинового от-
вета. В частности, подавляется экспрессия ARGOS, 
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стимулирующего рост надземных органов [64], 
и транскрипционного фактора WRKY15 [53].

Роль пептидов EPFL в регуляции архитектуры 
соцветия показана и у риса. Так, OsEPFL5–9 ре-
гулируют архитектуру метелки и размер зерен. 
При этом OsEPFL6–9 снижают количество коло-
сков на метелку, а OsEPFL5 – повышает, то есть 
является их антагонистом [65]. Дальнейшая переда-
ча сигнала OsEPFL6–9 идет через рецептор OsER1 
и МАП-киназный каскад, содержащий OsMKKK10–
OsMKK4–OsMPK6 [65, 66].

Пептиды семейства EPFL контролируют не толь-
ко развитие соцветий в целом, но и мужских и жен-
ских половых органов, и образующихся плодов. 
У растений арабидопсиса EPFL4/5/6 стимулируют 
удлинение тычиночных нитей за счет регуляции 
пролиферации клеток [56, 57]. У тройных мутан-
тов по генам EPFL4/5/6 нарушается самоопыление 
и наблюдается мужская стерильность, поскольку 
тычинки оказываются существенно короче, чем пе-
стик [57]. При более низкой температуре нарушение 
самоопыления происходит уже у одиночного мутан-
та epfl6 [56]. При этом ER опосредует удлинение 
не только тычинок, но и пестика [56]. 

EPFL1 T. aestivum и EPFL6 Brassica napus также, 
по всей видимости, регулируют морфологию органов 
цветка. Их сверхэкспрессия в растениях A. thaliana 
уменьшала число тычинок и их длину относительно 
пестика [67, 68]. 

Пептиды EPFL также могут регулировать разви-
тие стручков у A. thaliana. EPFL9 совместно с ER 
способствует удлинению стручка, тогда как EPFL2 
экспрессируется в промежутках между примор-
диями семяпочек и, взаимодействуя с рецептора-
ми ERL2 и ERL1, увеличивает число семязачатков 
в стручке и повышает равномерность закладки их 
примордиев [46]. Интересно, что EPFL9 и EPFL2 
могут выступать антагонистами, так как экспрессия 
EPFL9 под промотором EPFL2 приводила к феноти-
пу, сходному с фенотипом мутанта epfl2 [46].

EPFL1/2/4/6 контролируют также начальные эта-
пы развития женского гаметофита. Эти пептиды 
нужны для выделения единственной материнской 
клетки мегаспоры (МКМ), препятствуя как образо-
ванию многочисленных МКМ, так и их отсутствию 
[54].

На более поздних стадиях развития семязачат-
ка EPFL1–6 обеспечивают обрастание нуцеллуса 
интегументами [55]. Гены EPFL1–6, ER и ERL1/2 
экспрессируются на разных стадиях развития се-
мязачатка, тогда как мутации по этим генам при-
водят к нарушению формирования интегумента. 
SERK1/2/3 при этом выступают в качестве корецеп-
тора: показано взаимодействие SERK с киназами 

семейства ERf, которое усиливается в присутствии 
экзогенных пептидов EPFL4/6 [55].

Пептиды EPF/EPFL контролируют такой важ-
ный сельскохозяйственный признак риса, как нали-
чие ости у зерновки. Ген EPFL1 дикого риса Oryza 
rufipogon активно экспрессируется в развивающих-
ся соцветиях и обеспечивает формирование более 
длинных зерновок с остью и метелок с меньшим 
количеством зерновок [69]. Мутации, изменяющие 
число остатков цистеина в OsEPFL1, обнаружены 
у большинства безостных культурных сортов риса 
O. sativa, а аллель EPFL1 африканского культурного 
риса O. glaberrima определял появление остистых 
зерен у O. sativa ssp. japonica [69]. При этом у сорта 
O. sativa ssp. aus cv. Kasalath наличие ости у зер-
новки определяется другими генами EPF/EPFL: 
у одиночного мутанта по гену OsEPFL1 ости со-
храняются, а мутант osepfl2 остей не имеет и фор-
мирует более короткие зерновки меньшей массы 
и с меньшим числом клеток в продольном сече-
нии. OsEPF2, OsEPFL7, OsEPFL9, OsEPFL10 также 
вносят вклад в развитие ости. По генам OsEPFL1/
GAD1/RAE2 и OsEPFL2/9/10 шел отбор в процессе 
доместикации риса [39, 69]. 

Функции пептидов EPFL в развитии репро-
дуктивной сферы растения крайне многообразны. 
Представители данного семейства контролируют 
архитектуру соцветия, рост органов цветка и пра-
вильное формирование женского гаметофита. 

АБИОТИЧЕСКИЕ СТРЕССЫ
В последние годы ведется активный поиск и анно-
тирование генов, кодирующих пептиды семейства 
EPF/EPFL, у различных сельскохозяйственных 
растений. Часто обнаруживается, что промоторные 
области этих генов содержат цис-регуляторные 
элементы, связанные с ответами на стрессовые воз-
действия и фитогормоны [33, 34, 36, 40, 41]. Более 
того, экспериментально подтверждено, что экспрес-
сия отдельных EPF/EPFL регулируется данными 
факторами. Это позволяет предположить, что EPF/
EPFL могут играть роль в формировании устойчи-
вости растений к стрессовым условиям.

Так, экспрессия EPFL8 повышается при обработ-
ке растений кукурузы абсцизовой кислотой (АБК), 
метилжасмонатом и салициловой кислотой, тогда 
как экспрессия ряда других EPFL в тех же услови-
ях снижается [34]. Кроме того, водный дефицит мо-
жет вызывать изменения экспрессии сразу несколь-
ких EPFL, что косвенно указывает на их возможное 
участие в регуляции ответа на засуху [34, 70]. 
У ржи обнаружены как индуцируемые, так и инги-
бируемые при осмотическом стрессе EPFL, а также 
выявлены два EPFL, индуцируемых высокой темпе-
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ратурой [40]. Показано достоверное снижение экс-
прессии семи генов EPF рапса при солевом стрессе 
[37]. Дифференциально экспрессируемые в ответ 
на осмотический стресс гены EPFL идентифициро-
ваны также у сорго, картофеля, тополя, яблони [33, 
36, 41, 71]. 

Известно, что EPF1/2 ингибируют образование 
устьиц у A. thaliana, тогда как EPFL9 стимулиру-
ет [10, 13, 45]. При этом плотность расположения 
устьиц и интенсивность транспирации определяют 
устойчивость растения к засухе. Сравнение экс-
прессии генов EPF/EPFL у устойчивого и чувстви-
тельного к засухе сортов яблони Malus domestica 
показало, что экспрессия ортолога AtEPF2, MdEPF2, 
сильнее индуцируется засухой в листьях устойчи-
вого сорта [71]. Обработка АБК – ключевым регу-
лятором ответа на осмотический стресс – также 
индуцировала экспрессию MdEPF2. Растения то-
мата, сверхэкспрессирующие MdEPF2, отличались 
повышенной устойчивостью к осмотическому стрес-
су. При засухе у таких растений была больше био-
масса, выше скорость фотосинтеза и относительное 
содержание воды, меньше содержание малонового 
диальдегида (МДА), маркера окислительного стрес-
са, и пероксида водорода, а активность антиокси-
дантных ферментов выше, чем у растений дикого 
типа [71]. Основным морфологическим эффектом 
сверхэкспрессии MdEPF2 было снижение количе-
ства устьиц, что можно рассматривать как причину 
большей устойчивости таких растений к осмотиче-
скому стрессу. 

Ранее изучали физиологическую роль ортолога 
AtEPF2, PdEPF2, обнаруженного в геноме тополя 
[72]. PdEPF2, экспрессия которого индуцировалась 
засухой и АБК, сверхэкспрессировали в растениях 
арабидопсиса, которые оказались более устойчи-
выми к засухе, в условиях осмотического стресса 
у них было повышено содержание пролина и интен-
сивность фотосинтеза.

У картофеля также выявлены EPF/EPFL, экс-
прессия которых отвечает на засуху: экспрес-
сия трех генов растет, а одного (EPF4) падает [36]. 
Получили растения с нокдауном и сверхэкспресси-
ей EPF4. Показали, что нокдаун этого гена приво-
дит к повышению устойчивости к засухе – отно-
сительное содержание воды, содержание пролина 
и активность антиоксидантных ферментов (SOD, 
POD, CAT) у таких растений при засухе выше, чем 
у растений дикого типа, а МДА – ниже. При этом 
у растений, сверхэкспрессирующих EPF4 при за-
сухе, обнаруживались противоположные эффекты 
[36]. Изменение экспрессии EPF4 влияло на плот-
ность устьиц – в растениях с нокдауном EPF4 она 
была ниже, а со сверхэкспрессией этого гена выше, 

чем у растений дикого типа. Возможно, что негатив-
ная роль EPF4 в регуляции ответа на осмотический 
стресс связана с его действием на формирование 
устьиц.

Совокупность геномных и физиологических 
данных, полученных на различных сельскохозяй-
ственных культурах, указывает на потенциальную 
вовлеченность пептидов семейства EPF/EPFL в ре-
гуляцию ответа растений на абиотические стрессы, 
прежде всего, на засуху. Чаще всего в качестве наи-
более вероятного механизма действия этих пепти-
дов рассматривают контроль устьичной плотности 
и транспирации, однако нельзя исключить суще-
ствование и других механизмов. При этом разные 
члены семейства могут выполнять как положи-
тельную, так и отрицательную регуляторную роль, 
что подчеркивает функциональное разнообразие 
EPF/EPFL и необходимость дальнейших исследова-
ний их специфических функций в различных физи-
ологических контекстах.

БИОТИЧЕСКИЙ СТРЕСС
Изменение экспрессии различных представителей 
EPF/EPFL в ответ на заражение фитопатогенными 
грибами показано у нескольких видов растений. Так, 
заражение мха P. patens патогенным грибом Botrytis 
cinerea существенно снижало экспрессию шести ге-
нов, кодирующих предсказанные пептиды семей-
ства EPFL [73]. Показано, что экспрессия EPFL1–6 
и EPFL9 A. thaliana увеличивалась после инокуля-
ции Sclerotinia sclerotiorum, тогда как экспрессия 
остальных представителей семейства EPF/EPFL 
не изменялась [52]. В то же время воздействие 
биотического стресса разнонаправленно влияло 
на экспрессию генов EPF/EPFL в растениях томата 
Solanum lycopersicum: так инфицирование фитопа-
тогеном Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici приво-
дило к повышению экспрессии SlEPF7 и снижению 
экспрессии SlEPF1/5, а обработка элиситорами из не-
патогенного для томата штамма F. sambicinum повы-
шала экспрессию SlEPF6/7 и снижала SlEPF3/5 [74].

Изменение экспрессии сразу нескольких генов 
EPF/EPFL при взаимодействии с фитопатогена-
ми позволяет предположить, что пептиды этого 
семейства могут совместно регулировать защит-
ные механизмы растения. Так, рост S. sclerotiorum 
и продукция H2O2 у мутантов Arabidopsis epfl1,2,4,6 
существенно повышались, тогда как одиночные му-
танты не отличались от растений дикого типа [52]. 
Кроме того, у мутантов epfl1,2,4,6 существенно сни-
жалась индуцируемая патогеном экспрессия генов, 
относящихся к YODA DOWNSTREAM (YDD). YDD – 
это группа генов, позитивно регулируемых у му-
тантов с конститутивно активной YODA [52]. С дру-
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гой стороны, индуцибельная экспрессия EPF1/2 
у A. thaliana не повышала устойчивость растений 
к некротрофному грибу Plectosphaerella cucumerina 
[75]. Как известно, многие патогены проникают 
в ткани растения через устьица, поэтому ослабле-
ние устойчивости мутантов по ERf, по-видимому, 
можно связать с увеличением числа устьиц. Так, по-
сле обработки EPFL9 число устьиц увеличивалось 
и симптомы заражения усиливались [76].

Таким образом, данные об участии пептидов 
EPF/EPFL в регуляции ответа на биотический 
стресс крайне скудны. При этом неоднократно по-
казано участие рецепторов и компонентов сигналь-
ного пути пептидов EPF/EPFL в обеспечении устой-
чивости к фитопатогенам. Так, у мутантов по гену 
ER снижалась устойчивость к бактерии Ralstonia 
solanacearum [77], оомицету Pythium irregulare 
[78], патогенным грибам Verticillium longisporum 
[79], S. sclerotiorum [80] и P. cucumerina [81, 82]. 
Дополнительный нокаут генов ERL1/2 и TMM уси-
ливал развитие инфекции [75, 80]. 

Однако снижение устойчивости к R. solanacearum 
при инокуляции патогена через поврежденные 
корни [77] указывает на то, что уязвимость er мо-
жет быть связана не только с увеличением числа 
устьиц, но и с ингибированием защитного ответа 
растения. В пользу этого говорит снижение экс-
прессии патоген-индуцируемых генов WRKY33, 
WRKY53, CYP79B2 и CYP81F2 у мутантов er, bak1 
и er bak1 [75].

В то же время активность ER не влияла на экс-
прессию генов, индуцируемых flg22 – 22-аминокис-
лотным эпитопом, производным флагеллина [75]. 
Также мутанты er были не менее устойчивы к за-
ражению B. cinerea, F. oxysporum f. sp. conglutinans 
и Peronospora parasitica, чем растения дикого 
типа [81]. Таким образом, ER не всегда необхо-
дим для формирования устойчивости к патогенам. 
Возможно, но не обязательно, это связано с функци-
ональной избыточностью рецепторов EPFL.

ER регулирует ответ арабидопсиса на заражение 
S. sclerotiorum, влияя на связывание транскрипци-
онного фактора WRKY33 с промоторами генов YDD 
[80]. В этом процессе участвует хроматинремодели-
рующий комплекс SWR1 и регуляторный модуль 
ER-MPK6-WRKY33. SWR1 способствует связыва-
нию W-box транскрипционного фактора WRKY33 

с промоторами и активации экспрессии генов YDD, 
которые необходимы для поддержания устойчиво-
сти растения к заражению S. sclerotiorum [80, 83]. 

Поскольку EPF/EPFL-пептиды известны в пер-
вую очередь как регуляторы развития устьиц, их 
роль в контроле адаптации к стрессам часто пы-
таются связать с количеством устьиц, но, по-
видимому, роль данной группы пептидов при стрес-
се обширнее и нуждается в дальнейшем изучении. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на значительное расширение знаний 
о пептидах семейства EPF/EPFL, в понимании их 
функций остаются важные пробелы. Так, подавля-
ющее большинство функциональных исследова-
ний EPF/EPFL проведено на модельном растении 
A. thaliana. Более того, хотя гомологи генов EPF/
EPFL идентифицированы у представителей различ-
ных групп покрытосеменных, их функциональный 
анализ в этих таксонах практически не проводился. 
Это особенно актуально в контексте филогенетиче-
ского разнообразия растений, поскольку результаты, 
полученные на Arabidopsis, могут не полностью от-
ражать спектр биологических функций EPFL в дру-
гих видах.

Дополнительные сложности в изучении этих пеп-
тидов обусловлены функциональной избыточностью: 
многие представители семейства могут частично 
компенсировать друг друга, что затрудняет оценку 
вклада отдельных представителей. По этой причине 
значительная часть исследований основана на ана-
лизе мутантов по рецепторам, которые также де-
монстрируют частичную избыточность, но число их 
существенно меньше.

На сегодняшний день показано, что экспрессия 
EPFL может меняться при биотических и абиоти-
ческих воздействиях, однако связь между пептид-
ной регуляцией и адаптивными реакциями растений 
не до конца ясна.

Управление активностью EPFL и их рецепторов 
потенциально может быть использовано для опти-
мизации морфогенеза, повышения устойчивости 
к стрессам и, как следствие, для улучшения сель-
скохозяйственных культур. 

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда (проект № 23-74-10048).
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РЕФЕРАТ Митохондриальная дисфункция является одним из патогенетических механизмов повреж-
дения нейронов в процессе старения. Высокая энергетическая зависимость нервных клеток делает их 
особо уязвимыми для возраст-ассоциированных изменений, которые сопровождаются окислительным 
стрессом и нарушением энергетического метаболизма. Поддержание пула функциональных митохон-
дрий регулируется митофагией, обеспечивающей утилизацию поврежденных органелл и препятству-
ющей прогрессированию митохондриальной дисфункции. Старение головного мозга сопровождает-
ся снижением активности митофагических процессов, нарастанием митохондриальной дисфункции 
и увеличением риска развития нейродегенеративных заболеваний, таких как болезнь Альцгеймера 
и болезнь Паркинсона. В данном обзоре освещаются молекулярные и сигнальные пути митофагии, 
ее дисрегуляция при физиологическом и патологическом старении, что представляет особый интерес 
для выявления фармацевтических мишеней и разработки потенциальной терапии нейродегенератив-
ных состояний. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА митофагия, митохондрии, старение, болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БА – болезнь Альцгеймера, БП – болезнь Паркинсона.
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ВВЕДЕНИЕ
Возрастные изменения, неизбежно развивающиеся 
в головном мозге в процессе старения, представля-
ют значительную социальную проблему, поскольку 
часто сопровождаются возникновением когнитив-
ных нарушений и лежат в основе патогенеза ряда 
нейродегенеративных заболеваний [1, 2]. 

Особая роль в поддержании адекватного функ-
ционирования нейронов при возрастной и пато-
логической инволюции головного мозга принадле-
жит митохондриям – органеллам, выполняющим 
широчайший спектр функциональной нагрузки 
по координации внутриклеточного гомеостаза [3]. 
Митохондриальная дисфункция значительно уве-
личивает риск развития возраст-ассоциирован-
ных нейродегенеративных заболеваний не только 
из-за энергетического дефицита, развивающегося 
в нервной ткани, но и в результате гиперпродук-
ции активных форм кислорода, инициации апоптоза 
и воспалительных реакций, а также нарушения си-
наптической передачи [4]. 

Структурно-функциональные характеристики 
митохондрий постоянно находятся в состоянии бы-
стрых преобразований, основные этапы которых 
принято называть «митохондриальной динамикой». 
Митохондриальная динамика, включающая такие 
ключевые процессы, как биогенез, деление и слия-
ние этих органелл, нуждается также в адекватной 
системе их элиминации – митофагии [5].

Митофагия – процесс, направленный на утили-
зацию поврежденных органелл и регулирующий 
содержание митохондрий в клетках на уровне, 
необходимом для поддержания метаболическо-
го баланса [6]. При этом происходит поглощение 
дефектных митохондрий специализированными 
везикулами с последующим их слиянием с лизо-
сомами, обеспечивающими деградацию дефектных 
органелл [7–9]. 

Особенности строения и функционирования нерв-
ной ткани, ее высокая потребность в энергетическом 
обеспечении, необходимость постоянного обновления 
компонентов цитоплазмы клеток определяют важ-
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ность митофагии в поддержании функционального 
пула нейронов. 

Старение головного мозга сопровождается сниже-
нием активности митофагических процессов, нараста-
нием митохондриальной дисфункции и увеличением 
риска развития нейродегенеративных заболеваний 
[10, 11]. Накопление нейротоксических белковых 
агрегатов, играющих центральную роль в патогенезе 
данной патологии, связывают, согласно современным 
представлениям, с мутациями в генах белков, запу-
скающих митофагию (PINK1, Parkin, DJ-1) [12]. 

Несмотря на актуальность и высокую социальную 
значимость проблемы, многие аспекты старения го-
ловного мозга остаются недостаточно исследован-
ными. Выяснение роли митохондриальной дисфунк-
ции и выявление ключевых маркеров митофагии 
в процессе возрастной инволюции представляют-
ся актуальной задачей современной геронтологии 
и необходимым этапом определения новых фарма-
цевтических мишеней для воздействия на нейроде-
генеративные процессы. 

ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ О МЕХАНИЗМАХ 
МАКРОАУТОФАГИИ. МИТОФАГИЯ
Утилизация крупных внутриклеточных субстратов, 
в частности, старых и поврежденных органелл, осу-
ществляется при помощи макроаутофагии – вида 
аутофагии, при котором выявление и последующее 
разрушение дефектных структур происходит в ау-
тофагосоме, образующейся при слиянии лизосомы 
и двумембранной органеллы – фагофора. Процессы 
аутофагии в клетке запускаются различными фак-
торами, такими как накопление патологических бел-
ковых агрегатов, воздействие гипоксии, дефицит 
нутриентов, окислительный стресс. В восприятии 
инициирующих аутофагию сигналов и формировании 
аутофагосомы принимают участие различные белки, 
синтез которых кодируется генами Atg (Autophagy-
related genes) [13]. Особая роль в процессе аутофаго-
сомной деградации принадлежит белку LC3 (ATG8), 
который находится на мембране фагофора и связы-
вается с предварительно убиквитинированной мише-
нью через белки-адаптеры [14]. Среди наиболее хо-
рошо изученных адаптеров аутофагии выделяют p62 
(основной адаптер практически во всех путях мито-
фагии), NBR1 (участвует в деградации пероксисом), 
NDP52 (участвует в убиквитинзависимой митофа-
гии), TAX1BP1 и оптинейрин (OPTIN), необходимые 
для убиквитинзависимой митофагии и аутофагии 
белковых агрегатов [15].

Потенциальными источниками построения фа-
гофора являются цитолемма и органеллы клетки: 
комплекс Гольджи, эндоплазматический ретикулум, 
митохондрии. 

Сборка фагофора de novo инициируется двумя 
цитоплазматическими белковыми комплексами: 
PI3K (class III PI3K complex I) и Atg1/ULK1, со-
стоящими из каталитических и регуляторных субъ-
единиц [6, 16, 17]. Фосфорилирование комплекса 
PI3K индуцирует локальную продукцию мембран-
ного фосфолипида PI3P (фосфатидилинозитол-
3-фосфат) в характерных субдоменах эндоплаз-
матического ретикулума, получивших название 
омегасомы [18]. PI3P необходим для привлечения 
молекул фосфолипидов, участвующих в росте фа-
гофора, посредством связывания эффекторных бел-
ков WIPI и DFCP. Последние обеспечивают взаи-
модействие PI3P c двумя системами конъюгации 
LC3/ATG7/ATG3 и ATG5/12/ATG16L1 [19]. На сле-
дующем этапе происходит встраивание белков се-
мейства Atg (autophagy-related proteins) в изолиру-
ющую мембрану и образование фагофора [20, 21]. 
Системы конъюгации при этом необходимы не толь-
ко для расширения фагофора, но и для завершения 
формирования аутофагосомы и секвестрации груза. 
Избирательный захват различных мишеней обеспе-
чивается рецепторными белками, локализующимися 
на поверхности объекта аутофагии, с помощью спе-
циализированных адаптерных белков аутофагосомы 
[22]. Адаптеры, несмотря на их большое количество, 
используют, по-видимому, общий механизм ауто-
фагии: рекрутирование комплекса ULK1/2 и свя-
зывание с субъединицей FIP200 (белок адгезии) 
для инициации образования аутофагосом [15, 23]. 

После деградации субстрата в аутофагосоме об-
разуются макромолекулы, которые снова попадают 
в цитозоль и включаются в метаболические процессы 
клетки [16, 24]. Регуляция активности аутофагии обе-
спечивается в основном двумя сигнальными путями:
 1. Путь PI3K/АКТ/mTOR, ингибирующий аутофа-
гию и препятствующий образованию аутофагосомы. 
На активность mTORС1 (рапамицин-чувствительный 
комплекс млекопитающих) влияет количество амино-
кислот, инсулина и ростовых факторов в клетке.
 2. Сигнальный путь АМPK, реагирующий на уро-
вень АТР, активируется при гипоксии [16, 25]. 

Роль в механизмах аутофагии таких сигнальных 
молекул, как сиртуины, TFEB (transcription factor 
EB) и др., изучена в меньшей степени и нуждается 
в детальном исследовании.

Процесс сборки фагофора регулируется в том 
числе и белками митохондрий. Так, хорошо извест-
ный белок Beclin 1, который является частью проау-
тофагического комплекса PI3K класса III и участву-
ет в сборке фагофора, инициирует процесс Beclin 
1-зависимой аутофагии как на уровне эндоплазма-
тического ретикулума, так и на уровне митохондрий 
[26, 27].
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МИТОФАГИЯ ПРИ ФИЗИОЛОГИЧЕСКОМ СТАРЕНИИ
Дезорганизация митохондрий, прогрессирующая 
при старении, сопровождается развитием митохон-
дриальной дисфункции, что подтверждается ре-
зультатами электронно-микроскопических исследо-
ваний [31].

Рис. 1. Механизм митофагии. Стадии: А – инициа-
ция митофагии, Б – рецепторные взаимодействия, 
В – рост фагофора, Г – слияние везикулы с лизосо-
мой. Инициация митофагии происходит под влиянием 
стрессовых факторов и сопровождается активацией 
ATG1/ULK1 и фосфорилированием PI3K, что индуци-
рует продукцию PI3P в ЭПС. PI3P необходим для свя-
зывания эффекторных белков WIPI, обеспечивающих 
взаимодействие c системой конъюгации LC3. Избира-
тельный захват митохондрий реализуется при участии 
специализированных адаптерных белков (TAX1BP1, 
NDP52, р62, OPTIN, NBR1) (А). Далее происходит 
опосредованное паркином и убиквитином связывание 
LС3 с PINK1 на мембране митохондрий. WIPI 1–4, при-
соединяясь к PI3P, обеспечивает взаимодействие с LC3 
и правильную работу комплекса (Б). Рост фагофора 
происходит посредством переноса ФЛ из просвета 
ЭПС при участии PI3P. Одновременно с этим в стен-
ках фагофора активируется PIS, инициируя синтез 
фосфолипидов de novo (В). LC3 обеспечивает от-
щепление везикулы от ЭПС. Происходит ее слияние 
с лизосомой с последующей деструкцией содер-
жимого (Г). PI3K – фосфоинозитид-3-киназа; PI3P – 
фосфатидилинозитол-3-фосфат); TAX1BP1 – Tax1-
связывающий белок 1; NDP52 – рецептор аутофагии; 
OPTIN – оптинейрин; PINK1 – PTEN-индуцированная 
киназа 1; BNIP3 – белок 3, взаимодействующий с бел-
ком BCL2; ФЛ – фосфолипиды; PIS – фосфатидилино-
зитолсинтаза, ЭПС – эндоплазматическая сеть
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Другой инициатор аутофагии – белок эндофилин 
В1 – в условиях стресса может рекрутироваться 
на внешней митохондриальной мембране, где ак-
тивирует ранее описанный инициаторный ком-
плекс PI3K класса III через связывание адаптера 
Beclin 1 [26].

Митофагия – это селективная утилизация мито-
хондрий посредством аутофагосомной деградации. 
Процессу митофагии предшествуют изменения мор-
фологии митохондрий. Так деление митохондрий, 
опосредованное белками DRP1 и Fis1, обеспечивает 
их периферическую фрагментацию и отделяет по-
врежденные участки органеллы для последующей 
утилизации [28].

Механизм классической митофагии основан 
на индукции белка митохондриальной мембраны 
серин-треониновой киназы PTEN 1 (PINK1) и бел-
ка паркин (PARK2), который является цитозольной 
убиквитин-E3-лигазой. Таким образом, гены PINK1 
(PARK7) и PARK2, кодирующие белки, ассоцииро-
ванные с семейными формами паркинсонизма, игра-
ют важную роль в контроле качества митохондрий. 
Сигналом для активации митофагии в этом случае 
служит потеря потенциала внутренней мембра-
ны, сопутствующая повреждению митохондрий. 
К известным субстратам PINK1 относятся убик-
витин и гомологичный убиквитину домен паркина. 
Фосфорилирование этих мишеней по консерватив-
ному остатку серина (S65) ведет к активации пар-
кина, последующему захвату поврежденных мито-
хондрий и формированию аутофагосом [29] (рис. 1). 

Транслокация паркина из цитозоля на наруж-
ную мембрану митохондрий зависит от активности 
PINK1. Паркин в свою очередь катализирует убик-
витинирование и протеасомную деградацию различ-
ных белков наружной митохондриальной мембраны, 
включая Drp1, Miro, митофузины 1 и 2 (MFN1/2). 
Этот механизм блокирует слияние митохондрий, 
позволяя изолировать поврежденные органеллы 
и инициировать процесс аутофагии через систему 
адаптерных белков.

При гипоксии и ряде токсических воздействий 
процесс митофагии реализуется PINK1–Parkin-
независимым путем через рецепторы митохондри-
альных мембран, содержащие мотивы LIR:
• �белки AMBRA1, BNIP3, FUNDC1 и NIX на внеш-

ней митохондриальной мембране; 
• �кардиолипин и PHB2 на внутренней митохондри-

альной мембране. 
Убиквитинирование этих рецепторов служит сиг-

налом для cargo-рецепторов p62/SQSTM1, NDP52, 
оптинейрина и других, связывающихся с убиквити-
ном и белком аутофагосомных мембран LC3B, опос-
редуя митофагию [30].
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При изучении ультраструктуры митохондрий 
в процессе физиологического старения было уста-
новлено уменьшение их длины и площади, моди-
фикация крист и мембран. Показано, что подобные 
морфологические изменения коррелируют с уве-
личением экспрессии маркера митохондриального 
деления – фосфорилированного Drp1, и снижени-
ем содержания белков слияния митохондрий Mfn2 
и маркера аутофагии LC3B. Повышенная фрагмен-
тация митохондрий при старении приводила к из-
менению их функции: отмечалось, в частности, сни-
жение транспорта АТР/АDP вследствие уменьшения 
уровня белка Vdac1 (участвует в регуляции прони-
цаемости митохондриальной мембраны), а также 
увеличение окислительных повреждений. Для де-
фектных митохондрий был характерен разрыв 
внешней мембраны, выделение апоптогенов в цито-
плазму с последующей гибелью клеток. Описанные 
морфофункциональные модификации органелл 
при старении приводили к снижению плотности 
нейронов и усилению нейродегенерации [3]. 

Многочисленные работы подтверждают прогрес-
сирующее снижение интенсивности аутофагических 
процессов в ходе возрастной инволюции и при воз-
раст-ассоциированных заболеваниях [32–37]. 

Использование mt-Keima-зонда (мономерный 
кислотоустойчивый флуоресцентный белок, обла-
дающий сродством к митохондриальному матрик-
су) с целью количественной оценки митофагии 
в трансгенной линии мышей выявило возрастное 
снижение уровня митофагии в нейронах зубчатой 
фасции гиппокампа [33]. Сверхэкспрессия ключе-
вых маркеров PINK1–Parkin-зависимой митофагии 
в моделях старения сопровождалась увеличением 
продолжительности жизни модельных организмов 
(Drosophila melanogaster и Caenorhabditis elegans) 
[34]. Повышение содержания паркина как в ткани, 
так и в сосудах головного мозга было зафиксирова-
но в группе старых мышей (возраст 24 месяца) [35, 
36]. Установлено, что увеличение экспрессии Parkin 
позволяет снизить количество точечных мутаций 
митохондриальной ДНК, приводящих к развитию 
митохондриальной дисфункции [37].

Увеличение апоптотической гибели нейронов 
в отсутствие PINK1 доказано на клеточных моде-
лях, что подтверждает роль этого белка в выжива-
нии нервных клеток при старении [38].

Установлено, что потеря памяти в процессе ста-
рения коррелирует со снижением экспрессии генов 
Mfn1, Mfn2, Opa1, LAMP2 и LC3, при этом экспрес-

Рис. 2. Изменения процесса митофагии на стадии инициации и рецепторных взаимодействий при физиологиче-
ском старении и нейродегенеративных заболеваниях. А – старение. Характеризуется накоплением дефектных 
митохондрий и дисфункцией митофагического процесса. Прогрессирующая митохондриальная дезорганизация 
сопровождается компенсаторным увеличением уровня PINK1 и паркина. Снижение экспрессии LC3 наруша-
ет взаимодействие рецепторов фагофора и митохондрий, что приводит к угнетению митофагии. Б – болезнь 
Паркинсона. Сопровождается снижением утилизации митохондрий. При генетических формах БП выявляются 
мутации в генах, кодирующих PINK1 и паркин, что приводит к инактивации соответствующих белков. В – болезнь 
Альцгеймера. Характеризуется значительным увеличением пула дефектных митохондрий и уменьшением интен-
сивности митофагии. Накопление патологических белковых агрегатов способствует повреждению митохондрий, 
снижению уровня PINK1 и паркина, увеличению LC3 и p62. PI3P – фосфатидилинозитол-3-фосфат; p62 – убикви-
тинсвязывающий белок p62. ┴ – опосредованное влияние 
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сия генов PINK1 и Parkin повышается, что сказыва-
ется на показателях митохондриального мембранного 
потенциала. Подобные изменения в динамике экс-
прессии генов LAMP2, LC3, PINK1 и Parkin указы-
вают на дисфункцию процесса митофагии [3] (рис. 2). 

В настоящее время появляется все больше дока-
зательств того, что физическая активность является 
эффективным стимулятором аутофагии, изменяет 
динамику митохондрий, поддерживая их в рабочем 
состоянии, и в целом обладает нейропротекторным 
эффектом. Установлено, что различные виды физи-
ческих упражнений способны запускать аутофагию 
в коре головного мозга молодого или взрослого жи-
вотного и ослаблять аутофагическую дисфункцию 
в пожилом мозге. В результате недавно проведен-
ных исследований обнаружили, что физические на-
грузки повышают уровни связанных с аутофагией 
белков LC3-II/LC3-I, LC3-II, p62, Atg7, Bnip3L и пар-
кина, а также уровни Mfn2 и Drp1 [39]. Кроме того, 
Liu и соавт. показали, что изнурительные физиче-
ские нагрузки индуцируют PINK1-зависимую мито-
фагию у мышей mt-Keima [33]. 

Таким образом, баланс процессов митохондри-
альной динамики и митофагии является специ
фическим компенсаторным механизмом, играю-
щим ключевую роль в поддержании стабильного 
функционирования данных органелл в стареющем 
мозге.

МИТОФАГИЯ ПРИ НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЯХ
Процессу митофагии принадлежит важнейшая роль 
в патогенезе таких нейродегенеративных заболева-
ний, как болезни Альцгеймера (БА) и Паркинсона 
(БП), риск развития которых значительно повыша-
ется с возрастом [2].

Установлено, что ведущим патогенетическим 
звеном генетически обусловленных форм болезни 
Паркинсона являются митохондриальная дисфунк-
ция и окислительный стресс [40]. Генетические 
ранние формы БП могут быть вызваны мутация-
ми в генах PARK2 (Parkin), PINK1 и DJ-1, которые 
кодируют белки, локализованные в митохондри-
ях (рис. 2). Потеря этих белков приводит к по-
вышенной чувствительности к окислительному 
стрессу и нарушению энергетического обмена [41]. 
Установлено, что сверхэкспрессия PINK1 ингибиру-
ет трансляцию мРНК DRP1, уменьшает его транс-
локацию из цитозоля на поверхность митохондрий, 
вызывая образование удлиненных цепочечных 
митохондрий и затрудняя процесс утилизации по-
врежденных органелл. Убиквитинирование DRP1, 
связанное с PINK1, приводит к его деградации 
в протеасомах и последующей инактивации, также 

уменьшая таким образом интенсивность деления 
митохондрий [42]. При этом нокдаун PINK1 увели-
чивает фрагментацию митохондрий [43].

Поскольку PINK1 – единственная известная кина-
за, катализирующая фосфорилирование убиквитина, 
выявление S65-фосфоубиквитина может использо-
ваться для оценки активности PINK1 и рассматри-
вается как биомаркер митохондриального стресса 
и аутофагии [44]. Повреждение митохондрий приво-
дит к накоплению PINK1 в результате нарушения 
его деградации протеазой PARL (presenilin-associated 
rhomboid-like protein), локализованной на внутрен-
ней мембране митохондрий [45]. В отличие от идио-
патической болезни Паркинсона в аутопсийном мате-
риале, полученном от пациентов с мутациями PINK1 
или Parkin, тельца Леви в нейронах черной суб-
станции иногда не выявляются [46]. Предполагают, 
что это связано с участием PINK1 и Parkin в долго-
срочном выживании дофаминовых нейронов, а на-
рушение этого процесса ведет к их быстрой гибели 
без накопления патологических белков, что под-
тверждается и экспериментами с нокдауном PINK1.

В ходе исследований доказана дефектность 
и PINK1–Parkin-независимого пути, в реализа-
ции которого участвует кардиолипин [47]. Нейроны 
с мутацией SNCA , свойственной для  болезни 
Паркинсона, характеризуются более интенсивным 
переходом кардиолипина на внешнюю мембрану 
митохондрий. В свою очередь, данный фосфолипид, 
способный к рефолдингу фибрилл α-синуклеина, 
путем взаимодействия с LC3 в митохондриях уси-
ливает митофагический оборот, что приводит к ми-
тохондриальной дисфункции, осложняющейся де-
фектами митофагии. Установлено, что на ранних 
стадиях БП синаптические митохондрии утрачива-
ют кардиолипиновый кластер, что приводит к сни-
жению интенсивности процесса митофагии [47, 48]. 

В ряде исследований показали, что многообещаю-
щей мишенью для поддержания митофагии при бо-
лезни Паркинсона может быть митохондриальная 
протеиндеубиквитиназа (USP30), снижение уровня 
которой в различных моделях данного заболевания 
приводило к оптимизации функции митохондрий [5, 
49, 50].

Митохондриальная динамика и процесс ми-
тофагии нарушаются и при развитии болезни 
Альцгеймера (рис. 2). Об этом свидетельствует 
изменение экспрессии генов ATG5, Beclin1, LC3A, 
LC3B, PINK1, TERT, BCL2, BNIP3L, обнаруженное 
на мышиной модели БА [51]. 

Установлено снижение на 30–50% базального 
уровня митофагии в гиппокампе пациентов с БА, 
при этом наблюдается накопление поврежденных 
митохондрий, характеризующихся уменьшенным 
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размером, дезорганизованными кристами и сниже-
нием выработки ATP [52]. В гиппокампе пациентов 
с ранней стадией БА зафиксированы повышенные 
уровни PINK1, в то время как на поздней стадии 
увеличивается уровень паркина, что указывает 
на снижение митофагии из-за дефекта в инициа-
ции PINK1/Parkin-зависимого пути [45]. Отмечено 
также снижение рекрутирования активированного 
LC3 в мембраны фагофора, дисфункция сигнального 
каскада AMPK и нарушение слияния митофагосом 
с лизосомами [52].

В митохондриальных фракциях, полученных 
из образцов мозга пациентов с поздней стади-
ей БА, обнаружено увеличение уровня p62, повы-
шение соотношения LC3II/I и снижение уровня 
PINK1, что также указывает на сбой в митофагии 
[53]. Значительное влияние на динамику митохон-
дрий и процессы митофагии оказывает накопление 
патологических белковых агрегатов при БА. Так, 
внутрижелудочковое введение β-амилоида приво-
дило к снижению уровней PINK1, паркина и BCL-
1, а также увеличению p62 в гиппокампе крыс [54]. 
Накопление общего и фосфорилированного tau-
белка сопровождается повышением мембранного 
потенциала митохондрий, что препятствует стаби-
лизации PINK1 на наружной митохондриальной 
мембране и предотвращает рекрутирование пар-
кина. Уменьшение содержания PINK1 на внешней 
мембране митохондрий угнетает активацию парки-
на и Е3-убиквитинлигазы, что приводит к наруше-
нию последующих стадий ауто- и митофагии [55]. 
Сверхэкспрессия паркина восстанавливает митофа-
гию и митохондриальный потенциал [56]. Изменения 
митохондриальной динамики, сопровождающие раз-
витие данной патологии, заключаются в усилении 
деления органелл. Накопление токсичных tau-белка 
и β-амилоида увеличивают фосфорилирование DRP1 
и способствуют его транслокации в митохондрии [57]. 
Чрезмерная фрагментация митохондрий в конечном 
итоге вызывает гибель клеток и нейродегенерацию. 

В одном из исследований упоминалось, что изме-
нение гомеостаза ATP и NAD+ могут быть одной 
из причин нарушения митофагии при БА. Об этом 
свидетельствует тот факт, что при снижении уровня 
NAD+ в клетке запускается процесс агрегации не-
правильно свернутых белков, что способствует раз-
витию дефектной аутофагии и последующей гибели 
нейрональных клеток [11].

Стоит отметить, что при БА также снижается 
активность двух нейропротекторных генов Sirtuin1 
(SIRT1) и Sirtuin3 (SIRT3), кодирующих синтез од-
ноименных белков. Функцией сиртуина-1 является 
индукция аутофагии/митофагии посредством де-
ацетилирования белков ATG5, ATG7 и ATG8/LC3. 

Также сиртуин-1 способствует стабилизации PINK1 
и повышает уровень LC3 и Nix/BNIP3, участвую-
щих в митофагии [58]. Сиртуин-3, в свою очередь, 
активирует ген FOXO3, регулирующий апоптоз 
и аутофагию [59]. 

Следствием дефицита лизосом в тканях моз-
га, характерного для патогенеза БА, является из-
менение динамики активности лизосомальных 
ферментов. Это, в свою очередь, способствует на-
рушению резорбции аутофагических скоплений 
и также считается причиной дефектной митофа-
гии. Так, при наследственной форме БА мутации 
в гене PSEN1 (кодирует белок пресенилин 1) приво-
дят к избыточному подщелачиванию лизосомальной 
среды, патологическому снижению гидролазы лизо-
сом и увеличению уровня p62 [56].

Для многих заболеваний, включая нейродегене-
ративные, характерно избыточное накопление ко-
нечных продуктов гликирования, индуцирующих 
окислительный стресс и воспалительные процессы 
посредством выработки активных форм кислорода. 
Активные формы кислорода, в свою очередь, счита-
ются основным фактором, инициирующим стресс-
индуцированную митофагию. В постмортальных 
образцах мозга пациентов с БА обнаружено повы-
шение экспрессии рецептора конечного продукта 
гликирования [60, 61]. 

Таким образом, участие PINK–Parkin-зависимого 
пути в механизмах митофагии и его роль в пато-
генезе нейродегенеративных заболеваний изучено 
достаточно хорошо, однако ряд вопросов при этом 
остается не исследованным. Так, пристальное вни-
мание в последние годы уделяется изучению аль-
тернативных путей процесса митофагии, таких, на-
пример, как деградация компонентов митохондрий 
с использованием везикул митохондриального про-
исхождения, содержащих окисленные белки, липи-
ды, мутантную митохондриальную ДНК, активные 
формы кислорода [43]. Недавно обнаружили связь 
между везикулами митохондриального происхожде-
ния, дефектами митофагии и аутоиммунными реак-
циями, следствием которых является гибель нейро-
нов при БП [62]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Процесс митофагии играет важную роль в поддер-
жании физиологического гомеостаза, в механиз-
мах старения и патогенезе нейродегенеративных 
расстройств. В настоящее время рассматриваются 
различные молекулы, изменяющие активность ми-
тофагии в нервной ткани, которые могут быть ис-
пользованы для разработки потенциальных средств 
для терапии нейродегенеративных заболеваний. 
В то же время, учитывая разнообразие регулятор-
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ных путей митофагии, нет сомнений в том, что этот 
перечень будет расширен за счет показателей, от-
ражающих состояние митофагии в определенных 
типах клеток нервной ткани при воздействии фак-
торов стресса различного генеза.

В целом следует отметить, что несмотря на ин-
терес к роли митофагии в возрастной инволюции 
и в патогенезе возраст-ассоциированных заболева-
ний, механизмы ее влияния на старение организма 
изучены недостаточно. К спектру нерешенных во-
просов можно отнести участие ряда регуляторных 
сигнальных молекул в координации взаимодействия 
между органеллами, особенности митохондриальной 
динамики, предваряющие митофагический процесс, 
механизмы деградации аутофагосом в условиях ми-

тохондриального стресса. Особого внимания заслу-
живают механизмы инициации (активации) класси-
ческой и рецептор-опосредованной аутофагии.

Таким образом, крайне актуальным представля-
ется дальнейшее изучение взаимосвязи между по-
тенциальными ключевыми маркерами митофагии 
и их относительным вкладом в процессы нейродеге-
нерации с целью выявления новых перспективных 
фармацевтических мишеней. 

Работа поддержана грантом Минобрнауки 
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(соглашение № 075–15–2024–638).
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РЕФЕРАТ Бактерии Propionibacterium freudenreichii играют важную роль в производстве сыров швейцарско-
го типа, однако геномная вариабельность штаммов, влияющая на их технологические свойства, остается 
недостаточно изученной. Охарактеризованы метаболические и генетические различия промышленных 
штаммов P. freudenreichii. Сопоставление фенотипических и геномных данных позволяет выявлять мар-
керы технологически значимых признаков и использовать их для скрининга новых штаммов. Это создает 
основу для подбора консорциумов с заданными свойствами и разработки заквасочных культур с улучшен-
ными производственными характеристиками. В работе проведено полногеномное секвенирование и срав-
нительный анализ пяти промышленных штаммов P. freudenreichii. Эти штаммы, несмотря на их высокую 
геномную идентичность, различались газообразованием и метаболизмом субстратов. Филогенетический 
анализ показал близость штамма P. freudenreichii FNCPS 828 к подвидy P. freudenreichii subsp. shermanii 
(z-score = 0.99948), который не способен восстанавливать нитраты, но метаболизирует лактозу. Ген narG, 
кодирующий альфа-субъединицу нитратредуктазы, идентифицирован только у одного из пяти проана-
лизированных штаммов — FNCPS 828, а также у 39% ранее описанных штаммов P. freudenreichii, что ука-
зывает на этот ген как на потенциальный маркер нитратвосстанавливающей активности. Анализ 112 
геномов P. freudenreichii выявил систему CRISPR-Cas I-G у 74% штаммов, а тип I-E только примерно у 25%. 
Все пять изученных штаммов содержали систему типа I-G; у FNCPS 3 также обнаружена полноценная 
система I-E с наибольшим числом CRISPR-спейсеров, включая соответствовавшие геномам ранее опубли-
кованных бактериофагов. Наиболее распространенные антифаговые системы включали RM I и IV, AbiE, 
PD-T4-6, HEC-06 и ietAS. Таким образом, выявлено генетическое разнообразие штаммов P. freudenreichii, 
имеющее значение для их промышленного применения. Обнаружение narG в качестве потенциального 
маркера восстановления нитратов, а также детальное картирование систем CRISPR-Cas расширяют воз-
можности рационального подбора и инженерной оптимизации заквасочных культур P. freudenreichii с за-
данными метаболическими свойствами и устойчивостью к бактериофагам.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА Propionibacterium, полногеномное секвенирование, метаболизм, CRISPR-Cas, бакте-
риофаги.
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ВВЕДЕНИЕ
Представители рода Propionibacterium играют важ-
ную роль в пищевой промышленности. В частности, 
штаммы Propionibacterium freudenreichii активно 

применяются в процессах созревания сыров швей-
царского типа [1]. Ключевым метаболическим пу-
тем P. freudenreichii является цикл Вуда–Веркмана, 
в котором лактат сначала превращается в пируват, 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 17 № 4 (67) 2025 | ACTA NATURAE | 73

а затем метаболизируется: одна часть превращается 
в пропионат, придающий сыру характерный вкус, 
а другая – в ацетат и углекислый газ, обеспечиваю-
щие образование характерных «глазков» [2].

Каждый штамм P. freudenreichii характеризует-
ся индивидуальным набором ферментов, определя-
ющим особенности его метаболической активности 
[3], что влияет на спектр потребляемых углеводов 
и определяет вкусовые качества конечного продукта 
[4]. Кроме того, эти бактерии синтезируют витамины 
B9 и B12, конъюгированную линолевую кислоту, тре-
галозу, бактериоцины и органические кислоты, а так-
же обладают пробиотическими свойствами [5].

Заражение бактериофагами представляет се-
рьезную проблему для молочной промышленности, 
поскольку может привести к срыву ферментации 
и появлению дефектов в продукте. Бактериофаги об-
наруживаются примерно в половине сыров швейцар-
ского типа в концентрации как минимум 105 БОЕ/г, 
они размножаются по мере роста пропионовокислых 
бактерий в теплой камере при созревании сыра [6]. 
Учитывая ключевую роль P. freudenreichii в форми-
ровании органолептических характеристик сыров, 
изучение систем их иммунной защиты имеет важ-
ное практическое значение для выявления штаммов, 
устойчивых к фагам, и минимизации риска техноло-
гических сбоев на стадии созревания продукции [7].

Несмотря на  промышленную значимость 
P. freudenreichii, геномная характеристика промыш-
ленных штаммов этого вида весьма ограничена. 
Полногеномное секвенирование позволяет выявлять 
межштаммовые вариации и устанавливать связь 
между генотипом и технологическими свойствами, 
включая метаболизм, стрессоустойчивость и защит-
ные системы [4].

В настоящем исследовании представлены ре-
зультаты полногеномного секвенирования пяти 
штаммов P. freudenreichii, используемых в молоч-
ной промышленности, а также комплексная геном-
ная характеристика этих штаммов с акцентом на их 
метаболические особенности, защитные механизмы 
и вариативность функциональных генов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы и условия культивирования
В   р а б о т е  и с п о л ь з о в а л и  п я т ь  ш т а м м о в 
P. freudenreichii: FNCPS 2 (GCA_044990475.1), FNCPS 
3 (GCA_044990455.1), FNCPS 4 (GCA_044990515.1), 
FNCPS 6 (GCA_044990495 .1)  и  FNCPS 828 
(GCA_044990435.1), полученные из коллекции 
Всероссийского научно-исследовательского институ-
та маслоделия и сыроделия молочной промышлен-
ности (ВНИИМС – филиал Федерального научного 

центра пищевых систем имени В.М. Горбатова РАН). 
Штаммы FNCPS 2 и FNCPS 3 были выделены из об-
разцов сырого молока, остальные – из образцов сыра. 
Все штаммы получены из продуктов, произведенных 
на территории Алтайского края, Россия.

Пропионовокислые бактерии культивировали 
в жидкой питательной среде следующего состава: 
пептон – 10 г, дрожжевой экстракт – 10 г, хлори-
стый кобальт – 0.01 г, однозамещенный фосфор-
нокислый калий – 1 г, 40%-ная молочная кисло-
та – 20 см³. Указанные компоненты растворяли в 1 л 
дистиллированной воды, доводили pH до 7.1  ±  0.1, 
разливали по пробиркам и стерилизовали при тем-
пературе 121  ±  2°С в течение 15 мин. В этой же 
среде изучали газообразующую активность штам-
мов P. freudenreichii.

Влияние продуктов протеолиза белков молока 
на газообразование пропионовокислых бактерий из-
учали, используя питательную среду аналогичного 
состава, однако компоненты вносили в обезжирен-
ное молоко, предварительно гидролизованное пан-
креатином и разбавленное дистиллированной водой 
в соотношении 1 : 2.

Для накопления культур пропионовокислых бак-
терий среду культивирования инокулировали 1% 
посевного материала и инкубировали в термостате 
при температуре 30  ±  1°С в течение 72 ч.

Фенотипическая характеристика штаммов
Скорость газообразования и объем выделившего-
ся газа определяли при культивировании в граду-
ированных пробирках Дунбара при температуре 
30  ±  1°С с дозой инокулята 1%. Объем выделивше-
гося газа фиксировали ежедневно в течение 15 сут. 
Скорость газообразования рассчитывали как отно-
шение максимального объема газа к числу суток 
культивирования.

Влияние температуры на газообразующую ак-
тивность культур оценивали, культивируя клетки 
в градуированных пробирках Дунбара при темпера-
туре 18  ±  1°С, 22  ±  1°С и 30  ±  1°С, с дозой ино-
кулята 1%. Объем газа регистрировали ежедневно 
в течение 15 сут. 

Для идентификации анаэробных бактерий иссле-
довали биохимическую активность культур с ис-
пользованием тест-системы API 20A (bioMérieux, 
Франция) в соответствии с инструкцией произво-
дителя. Результаты, полученные на тест-стрипах, 
анализировали с применением онлайн-базы данных 
APIWEB (bioMérieux).

Секвенирование и сборка бактериального генома
ДНК для секвенирования генома выделяли с ис-
пользованием набора ExtractDNA Blood and Cells 
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(«Евроген», Россия) согласно инструкциям произво-
дителя. Библиотеки ДНК готовили с помощью на-
бора MGIEasy Fast FS DNA Library Prep Set V2.0 
(Cat. No. 940-001196-00, MGI, Китай) согласно прото-
колу производителя. Качество библиотек оценивали 
с использованием набора для анализа ДНК Qubit 
1X dsDNA High Sensitivity (Cat. No. Q33230, Thermo 
Fisher Scientific, США) и флуориметра Qubit 
(Thermo Fisher Scientific). Длину фрагментов библи-
отек ДНК оценивали с помощью капиллярного гель-
электрофореза QIAxcel Advanced с использованием 
набора QX DNA Fast Analysis Kit (Cat. No. 929008, 
Qiagen, Германия). Секвенирование проводили с ис-
пользованием проточной ячейки FCS на платформе 
MGI DNBSEQ-G50 (BGI, Китай) в режиме PE150.

Сборку бактериальных геномов выполняли с ис-
пользованием SPAdes [8] в режиме «isolate». Для по-
вышения качества итоговой сборки сырые про-
чтения были выровнены на контиги при помощи 
Bowtie2 [9], после чего файлы выравнивания были 
отсортированы и проиндексированы с использо-
ванием инструментов SAMtools [10] и переданы 
в Pilon [11] для исправления неточностей сборки. 
Качество сборки оценивали с помощью QUAST [12], 
полноту собранных геномов оценивали с помощью 
BUSCO [13]. Собранные геномные последователь-
ности размещены в базе данных NCBI (BioProject: 
PRJNA1184111).

Анализ геномов
Аннотацию геномов и их функциональный анализ 
проводили с использованием конвейера аннотации 
прокариотических геномов NCBI [14] и платфор-
мы BV-BRC [15], использующей алгоритм RASTtk 
[16]. Сравнительный анализ наличия генов у про-
пионовокислых бактерий осуществляли с помо-
щью платформы BV-BRC на основе высококаче-

ственных общедоступных полных сборок геномов 
P. freudenreichii (n = 112).

Идентификация систем бактериального 
иммунитета
Поиск систем бактериального иммунитета прово-
дили с использованием программы PADLOC (v2.0.0) 
[17]. CRISPR-повторы и спейсеры идентифициро-
вали с помощью инструмента CRISPR-Cas Finder 
v4.3.2 [18], аннотацию белков Cas проводили с ис-
пользованием PADLOC. Для определения возмож-
ных мишеней спейсеры выравнивали на геномы фа-
гов бактерий с использованием Bowtie2 v2.5.4 [19]. 
Нуклеотидные последовательности 575 геномов фа-
гов получены из базы данных NCBI (дата доступа: 
04.07.2025).

Филогенетический анализ
Филогенетическую идентификацию и определение 
близкородственных штаммов проводили с помощью 
анализа корреляции тетрануклеотидов через веб-
сервис JSpeciesWS [20]. Среднюю нуклеотидную 
идентичность (ANI) сравнивали с использованием 
алгоритма OrthoANI [21].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Общая геномная характеристика
Полногеномное секвенирование считается золотым 
стандартом генетической характеристики микроор-
ганизмов. Общие характеристики геномных последо-
вательностей пяти штаммов представлены в табл. 1. 

Тетракорреляционный анализ показал, что наи-
большее сходство с исследуемыми штаммами P. 
freudenreichii FNCPS 828, 2, 6 и 4 имеет типовой 
штамм P. freudenreichii subsp. shermanii CCUG 
36819 (z-score: 0.99948, 0.96457, 0.97622, 0.98812 со-

Таблица 1. Геномные характеристики исследованных штаммов P. freudenreichii по данным полногеномного сек-
венирования

P. freudenreichii FNСPS 2 FNСPS 3 FNСPS 4 FNСPS 6 FNСPS 828
Контиги 599 205 159 446 83

GC-контент 65.95 67.04 66.68 66.38 67.24
Контиг L50 9 11 5 11 9

Длина генома, п.н. 2806765 2894278 2649124 2734816 2579802 
Контиг N50 101.834 63836 169499 79634 93772

CDS 2.684 2.768 2.497 2.603 2.349
тРНК 48 173 44 58 45

Области повторов 44 48 13 46 38
рРНК 3 3 4 3 4

Гипотетические белки 935 933 790 845 670
Белки с функциональной аннотацией 1.749 1.835 1.707 1.758 1.679
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ответственно). Наиболее близким штамму FNCPS 3 
оказался P. freudenreichii subsp. freudenreichii DSM 
20271 (z-score = 0.98812). Расчет значений OrthoANI 
между всеми исследуемыми штаммами и референс-
ными геномами показал высокую филогенетическую 
близость (ANI > 98 %), что указывает на их веро-
ятную принадлежность к одной клональной группе. 
Результаты представлены в виде матрицы парных 
сходств (рис. 1).

Фенотипирование штаммов

Газообразование. Газообразование (продукция CO2) 
является одной из ключевых технологических ха-
рактеристик пропионовокислых бактерий, опре-
деляющей формирование «глазков» в сырах типа 
Эмменталь [22]. Основным продуцентом CO2 в про-
цессе созревания являются P. freudenreichii, кото-
рые метаболизируют молочную кислоту с образова-
нием пропионата, ацетата и CO2.

Для оценки газообразующей активности были 
проведены эксперименты с использованием двух 
типов питательной среды – с добавлением и без до-
бавления гидролизата молока. Результаты представ-
лены на рис. 2A,Б.

Штамм P. freudenreichii FNCPS 2, растущий 
на среде без гидролизата молока, характеризовал-

ся наибольшей скоростью и объемом газообразова-
ния, тогда как у штаммов FNCPS 3 и FNCPS 4 эти 
показатели имели низкие значения. При исполь-
зовании среды с гидролизованным молоком раз-
личия между штаммами уменьшились: активность 
P. freudenreichii FNCPS 2 сохранялась на высоком 
уровне, показатели FNCPS 6 и FNCPS 828 значи-
тельно возрастали, тогда как FNCPS 3 демонстриро-
вал низкий объем выделяемого газа. Таким образом, 
штамм FNCPS 2 характеризуется стабильной и вы-
сокой газообразующей способностью, в то время 
как FNCPS 3 имеет низкую активность независимо 
от условий культивирования.

Зависимость газообразования штаммами P. 
freudenreichii от  температуры представлена 
на рис. 3. При 18°C наибольшее выделение CO2 
наблюдалось у FNCPS 4, тогда как FNCPS 3 газ 
не продуцировал. Повышение температуры до 22 
и 25°C приводило к увеличению объема образую-
щегося CO2 у всех штаммов, особенно у FNCPS 6 
и FNCPS 828, показавших к 14-м суткам макси-
мальные значения среди всех штаммов.

Метаболическое профилирование бактерий
Метаболическое профилирование штаммов было 
выполнено с использованием системы BioMérieux, 
результаты представлены на рис. 4.

Рис. 1. Тепловая карта 
OrthoANI-выравнивания 
штаммов P. freudenreichii. 
Значения отражают про-
цент средней нуклеотидной 
идентичности между орто-
логичными генами разных 
штаммов. Значения на диа-
гонали (100%) соответству-
ют идентичности каждого 
штамма самому себе
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Согласно полученным данным, единственными 
субстратами, метаболизируемыми всеми штамма-
ми, были D-манноза, D-глюкоза и D-лактоза. Штамм 
FNCPS 3, в отличие от остальных штаммов, не ути-
лизировал глицерин и не обладал каталазной ак-
тивностью. Наиболее широким метаболический про-
филь (12 из 20 протестированных субстратов) был 
у P. freudenreichii FNCPS 2. Кроме того, штаммы 
FNCPS 828 и FNCPS 4 обладали способностью раз-
лагать желатин, что было нехарактерно для осталь-
ных штаммов.

Анализ генома
Анализ кодирующих последовательностей на уров-
не функциональных категорий (role name) анноти-
рованных биологических функций генов показал, 
что все штаммы обладали сопоставимым числом 
уникальных функциональных групп (от 738 до 750), 
из которых 724 были общими для всех (рис. 5). 
Наиболее связанными друг с другом оказались 
штаммы FNCPS 4 и 828, которые имели 16 общих 
уникальных функциональных групп генов. 

Полиморфные варианты ряда генов в исследован-
ных штаммах могут играть ключевую роль в про-
цессе созревания сыров, влияя на органолептические 
свойства продукции, эффективность метаболиче-
ских путей и общую пищевую ценность. Так, только 
у штаммов FNCPS 4 и FNCPS 828 P. freudenreichii 
выявлен полный набор генов, кодирующих фер-
менты метаболизма 1,2-пропандиола и компоненты 
пропандиолдегидратазного комплекса (гены PduA, 
PduB, PduJ, PduK, PduN, PduU, PduV), что указыва-
ет на способность этих штаммов к анаэробному пре-
вращению пропандиола в пропанол и пропионат [23].

Штаммы FNCPS 2, 3 и 6 содержат аспартатра-
цемазу [EC 5.1.1.13], которая участвует в синтезе 
D-аспартата, а также ген OppB, кодирующий ком-
понент олигопептидного транспортера, обеспечи-
вающего поглощение пептидов из окружающей 
среды – важного источника азота в условиях фер-
ментативной матрицы.

Единственным отличием на уровне функциональ-
ного класса стало отсутствие у штамма FNCPS 828 
генов, относящихся к классу Nitrogen Metabolism. 

Определение подвида
Вид P. freudenreichii традиционно подразделяет-
ся на два подвида – freudenreichii и shermanii. 
Основными признаками, дифференцирующими эти 
подвиды, являются способность к восстановлению 

Рис. 2. A – максимальная скорость газообразования пропионовокислых бактерий на различных питательных 
средах; Б – максимальный объем выделившегося газа. Значения представлены в виде среднего ± стандартное 
отклонение 
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нитратов и ферментации лактозы [4]. Как правило, 
штаммы ssp. freudenreichii восстанавливают нитра-
ты, но не метаболизируют лактозу, тогда как ssp. 
shermanii способны ферментировать лактозу, 
но не восстанавливают нитраты [24]. 

Ключевым ферментом, вовлеченным в восста-
новление нитратов, является комплекс дыхатель-
ной нитратредуктазы [EC 1.7.99.4]. Этот фермент 
функционирует как конечный акцептор электро-
нов в анаэробных условиях, участвуя в генерации 
энергии. Геномный анализ показал, что у штам-

ма FNCPS 828 отсутствует ген narG, кодирующий 
альфа-цепь дыхательной нитратредуктазы, в кото-
рой осуществляется непосредственное восстановле-
ние нитрата до нитрита [25]. Отсутствие этого гена 
выявлено у 44 из 112 (39%) проанализированных 
геномов P. freudenreichii (рис. 6A). При этом среди 
штаммов, содержащих ген narG, не найдено ни од-
ного, ранее отнесенного к подвидy shermanii. 

 Единственным отличием в генетическом профи-
ле штамма FNCPS 828 от остальных исследован-
ных штаммов было отсутствие гена, кодирующе-
го α-галактозидазу – фермента, расщепляющего 
α-D-галактоолигосахариды и полисахариды, вклю-
чая мелибиозу, раффинозу, стахиозу и вербаскозу. 
Ген α-галактозидазы выявлен только в 14% геномов 
P. freudenreichii и не найден у всех типовых пред-
ставителей ssp. freudenreichii (рис. 6Б). 

Характеристика систем бактериальной защиты

Общая характеристика. Бактериофаги пред-
ставляют серьезную угрозу для пропионовокис-
лых бактерий, поскольку заражение ими приводит 
к снижению метаболической активности клеток, 
что особенно критично в условиях промышленного 
производства [26]. В ходе эволюции бактерии выра-
ботали разнообразные системы защиты от зараже-
ния бактериофагами.

Анализ 112 ранее опубликованных геномов 
P. freudenreichii показал, что наиболее распро-
страненными системами бактериального иммуни-

Рис. 4. Тепловая карта ферментативного и биохимического профиля штаммов P. freudenreichii. Цветовая шкала 
отражает наличие положительной реакции (синий цвет) или ее отсутствие (белый цвет) на соответствующий суб-
страт. Штаммы сгруппированы по сходству биохимической активности; результаты кластеризации отображены 
в виде дендрограммы
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Рис. 5. Пересечения функциональных групп между 
штаммами P. freudenreichii. Высота столбцов отража-
ет количество функциональных групп, встречающихся 
в одной или нескольких комбинациях штаммов; в ниж-
ней части показано, в каких штаммах представлены 
соответствующие функциональные роли
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тета, представленными более чем в 90% геномов, 
являются системы абортивной инфекции (AbiE, 
PD-T4-6) и рестрикции-модификации (RM) типов I 
и IV. Достаточно часто встречалась также система 
CRISPR-Cas типа I-G, обнаруженная в 74% штам-

мов (83 из 112) (рис.  7). Все перечисленные защит-
ные механизмы выявлены и у пяти штаммов, про-
анализированных в нашей работе.

Помимо широко распространенных систем, в пяти 
проанализированных геномах найдены и менее из-

A

Не детектирован
1
2
3 +

Не детектирован
1
2
3 +

Число копий гена Число копий гена

Б

Рис. 6. Распределение генов метаболизма нитратов и лактозы у представителей P. freudenreichii (n = 112) и ис-
следуемых штаммов. A – гены дыхательной нитратредуктазы; Б – гены, ассоциированные с метаболизмом лак-
тозы. Верхняя панель: матрица наличия/отсутствия генов (синий – присутствие; белый – отсутствие; числа обо-
значают число копий); нижняя панель – процентное распределение каждого гена в популяции. Второй ключевой 
метаболический маркер – способность к ферментации лактозы. Фенотипический анализ показал, что все пять 
исследованных штаммов обладают способностью метаболизировать лактозу (рис. 4). Результаты геномного 
анализа подтвердили наличие полного набора генов, ответственных за утилизацию лактозы, в том числе ключе-
вого фермента β-галактозидазы (lacZ)

Рис. 7. Системы бактериального иммунитета P. freudenreichii (n = 112) и пяти штаммов, полученных из коллекции 
ВНИИМС. На верхней части рисунка изображена бинарная матрица: синий цвет указывает на наличие системы, 
белый цвет – на ее отсутствие. На нижней панели указан процент представленности каждого гена в популяции
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ученные антифаговые механизмы. Так, система 
HEC-05, задействующая нуклеазы для распозна-
вания и разрушения модифицированной фаговой 
ДНК [27], обнаружена у всех штаммов, за исклю-
чением FNCPS 6. В популяции P. freudenreichii она 
встречается в 44% геномов. Система ietAS, харак-
терная для 54% штаммов данного вида, представле-
на во всех исследованных геномах, кроме FNCPS 4. 
Несмотря на то что ее механизм действия пока 
не раскрыт полностью, предполагается, что она мо-
жет функционировать в синергии с другими защит-
ными системами [28].

Интересно, что, несмотря на сравнительно высо-
кую частоту обнаружения таких систем, как SoFic 
(20%) и Uzume (25%), в штаммах P. freudenreichii, 
они отсутствовали во всех пяти исследованных 
геномах. В то же время менее распространенные 
в популяции системы – Hachiman I (11%) и Pycsar 
(9%) – обнаружены в трех из пяти штаммов.

CRISPR-Cas 
CRISPR-Cas является одной из наиболее извест-
ных адаптивных систем защиты, обеспечивающая 
иммунитет к ранее встреченным фагам за счет 
интеграции фрагментов их ДНК в геном бакте-
рии [29]. Проведен анализ наличия и состава си-
стем CRISPR-Cas в пяти исследуемых штаммах 
P. freudenreichii (табл. 2). 

У штаммов FNCPS 2, FNCPS 4 и FNCPS 6 об-
наружена полная система типа I-G, включающая 
все необходимые белки: Cas1, Cas2, Cas3, Cas5, Cas6, 
Cas7 и Cas8, что свидетельствует о ее потенциаль-
ной функциональности. Штамм FNCPS 3 содержит 
две системы CRISPR-Cas: полные кластеры типа 
I-G и I-E (Cas1, Cas2, Cas3, Cas5, Cas6, Cas7, Cas8, 
Cas11), что может обеспечивать повышенную устой-
чивость к инородной ДНК. 

У штамма FNCPS 828 идентифицирована непол-
ная система CRISPR-Cas типа I-G: отсутствует бе-

Таблица 2. Характеристика систем CRISPR-Cas у исследуемых штаммов P. freudenreichii

Штамм P.  
freudenreichii

Система CRISPR-Cas,  
тип

Белки Cas,  
число 

Уникальные спейсеры,  
число

Уникальные CRISPR,  
число

FNCPS 2 I-G 6 44 2
FNCPS 3 I-G, I-E 14 170 5
FNCPS 4 I-G 6 13 3
FNCPS 6 I-G 6 62 4

FNCPS 828 I-G 5 37 2

Рис. 8. Тепловая 
карта совпадений 
спейсеров с гено-
мами протести-
рованных фагов. 
Цифры в ячейках 
обозначают коли-
чество спейсеров 
из каждого бакте-
риального штамма, 
выровненных на со-
ответствующий 
геном фага
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лок Cas2, участвующий во встраивании новых спей-
серов в CRISPR-массив. При этом присутствуют 
остальные ключевые компоненты.

Всего в пяти штаммах P. freudenreichii иденти-
фицировано 326 уникальных спейсеров. Для поиска 
возможных мишеней систем CRISPR-Cas проведе-
но выравнивание выявленных спейсеров на ранее 
опубликованные геномы 575 бактериофагов, зара-
жающих бактерии, используемые в молочной про-
мышленности. В результате анализа обнаружены 
совпадения 69 спейсеров (21%) с геномами девяти 
различных фагов, все из которых инфицируют про-
пионовокислые бактерии (рис. 8).

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе представлены результаты 
анализа пяти филогенетически близких штаммов 
P. freudenreichii, имеющих выраженные фенотипи-
ческие различия. Так, несмотря на высокую степень 
геномной идентичности (orthoANI > 99.9), штаммы 
P. freudenreichii FNCPS 2 и FNCPS 3 существен-
но различались по ряду фенотипических призна-
ков. P. freudenreichii FNCPS 2 отличался стабильной 
и высокой газообразующей активностью как в стан-
дартной среде, так и при добавлении молочного ги-
дролизата, в то время как FNCPS 3 образовывал 
газ только в присутствии гидролизата. Оба штамма 
группировались в один кластер по метаболическому 
профилю, что указывает на адаптацию к среде их 
общего происхождения. Однако FNCPS 3 не утили-
зировал L-арабинозу, D-раффинозу и глицерин – 
соединения, потенциально присутствующие в мо-
лочной среде, тогда как FNCPS 2 метаболизировал 
наибольшее число субстратов, что согласуется с его 
выраженной газообразующей активностью. Ранее 
было показано, что интенсивность газообразования 
у P. freudenreichii напрямую связана с доступно-
стью метаболитов, прежде всего лактата: при ис-
тощении питательных источников уровень фер-
ментации и выделение CO2 снижаются [30]. Кроме 
того, использование таких углеродных субстратов, 
как лактоза сыворотки и глицерин, влияет на фер-
ментацию и газообразование P. freudenreichii ssp. 
shermanii, что подтверждает зависимость данного 
процесса от типа и разнообразия источников пита-
ния [31, 32]. Таким образом, различия в метаболиз-
ме легкоусвояемых источников углерода, вероятно, 
могут объяснять наблюдаемые различия в уровне 
газообразования между штаммами [33].

Последние исследования показывают, что тра-
диционное разделение P. freudenreichii на подвиды 
freudenreichii и shermanii, основанное на способ-
ности ферментировать лактозу и восстанавливать 
нитраты, не отражает фактического генетическо-

го и фенотипического разнообразия этого вида. 
Описаны штаммы с различными комбинациями 
указанных признаков [24, 34], а филогенетический 
анализ методом MLST не выявил четкой кластери-
зации, соответствующей существующей классифи-
кации на подвиды [34]. Недавняя переклассифика-
ция на основе фенотипа показала, что более 45% 
исследованных штаммов не могут быть отнесены 
ни к одному из подвидов [24]. Кроме того, вероятно, 
некоторые штаммы ошибочно классифицированы 
как не восстанавливающие нитрат вследствие недо-
статочной длительности инкубации [24]. В этой свя-
зи актуальной становится разработка генетических 
маркеров для корректного разграничения подвидов 
и предсказания фенотипа.

Штамм FNCPS 828 демонстрировал высокую 
филогенетическую близость к типовому штам-
му P. freudenreichii subsp. shermanii CCUG 36819 
(ESK = 0.99948), был способен к метаболизму лак-
тозы, но при этом не обладал полным набором ге-
нов, необходимых для восстановления нитратов. 
Единственным вариабельным геном, связанным 
с этой способностью у штаммов P. freudenreichii, 
оказался narG, кодирующий альфа-субъединицу 
дыхательной нитратредуктазы, что делает его по-
тенциальным маркером для определения подвида. 

Н а   д а н ный  м ом е н т  с и с т ем ам  з ащиты 
P. freudenreichii посвящено ограниченное число 
исследований. Наиболее распространенным за-
щитным механизмом у бактерий является систе-
ма рестрикции-модификации [35], выявленная 
также у P. freudenreichii [36]. Ранее сообщалось, 
что у этих бактерий наиболее распространена си-
стема CRISPR-Cas типа I-G, встречается также тип 
I-E [37]. Анализ 112 штаммов P. freudenreichii, про-
веденный в нашем исследовании, подтвердил пре-
обладание системы типа I-G, в то время как тип I-E 
представлен примерно у 25% штаммов. Кроме того, 
установлено, что системы AbiE, PD-T4-6 и системы 
рестрикции-модификации типа I и IV встречаются 
более чем у 90% исследованных штаммов. 

Все пять штаммов, проанализированных в на-
шем исследовании, содержали систему CRISPR-
Cas типа I-G. У штамма FNCPS 828 эта система 
оказалась неполной – отсутствовал ген, кодирую-
щий белок Cas2. Штамм FNCPS 3, помимо систе-
мы типа I-G, имел также дополнительную систему 
CRISPR-Cas типа I-E. Этот штамм также отличался 
наибольшим числом спейсерных последовательно-
стей, включая максимальное количество спейсеров, 
мишени которых соответствовали ранее описанным 
фагам пропионовокислых бактерий. Ранее сообща-
лось, что штаммы P. freudenreichii содержат спейсе-
ры к фагам B22, Anatole, E1, Doucette, E6, G4 и B3 
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[38]. В нашем исследовании только штамм FNCPS 
3 имел спейсеры ко всем ранее описанным фагам, 
за исключением E1, а также содержал дополнитель-
ные спейсеры к фагам B5, PFR1 и PFR2, что отра-
жает значительное вирусное давление в процессе 
коэволюции штамма с бактериофагами. Кроме си-
стем CRISPR-Cas, у всех штаммов были выявле-
ны наиболее распространенные у P. freudenreichii 
защитные механизмы, а также менее изученные 
комплексы HEC-05 и ietAS, что свидетельствует 
о многоуровневой системе антивирусной защиты 
у представителей данного вида.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В нашей работе проанализированы как общие чер-
ты, так и внутривидовое разнообразие штаммов 
P. freudenreichii, что имеет непосредственное зна-
чение для молочной промышленности. Различия 
в газообразующей активности, спектре метаболизи-
руемых субстратов и системах бактериальной за-
щиты отражают адаптацию штаммов к различным 
технологическим условиям и подчеркивают необхо-

димость их целенаправленного подбора для оптими-
зации заквасочных культур. Выявление гена narG 
как потенциального маркера восстановления нитра-
тов, а также описание разнообразия защитных си-
стем, включая CRISPR-Cas, открывают перспективы 
для более точной типизации штаммов и прогнози-
рования их технологических свойств. Эти резуль-
таты формируют основу для разработки заквасок 
с повышенной стабильностью, предсказуемыми ха-
рактеристиками и устойчивостью к бактериофагам, 
что в конечном счете способствует созданию более 
надежных и функциональных промышленно зна-
чимых культур, адаптированных к специфике кон-
кретных процессов ферментации. 

Работа выполнена при поддержке Министерства 
науки и высшего образования Российской 
Федерации в рамках крупных научных 

проектов по приоритетным направлениям 
научно-технологического развития 

(грант № 075-15-2024-483).
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РЕФЕРАТ Эффективность ферментации молочных продуктов зависит от характеристик молочнокислых 
бактерий, прежде всего от их метаболической активности и устойчивости к бактериофагам, поэтому 
важно понимать связь между генетическими и фенотипическими особенностями штаммов, использу-
емых в промышленности. Нами проведен комплексный анализ пяти широко применяемых в России 
штаммов Lactococcus с использованием полногеномного секвенирования и оценки фенотипических 
свойств. Несмотря на генетическое сходство четырех штаммов L. lactis, выявлены значительные раз-
личия в их метаболической активности. Сравнение структуры ранее опубликованных геномов 337 
штаммов L. lactis и 147 штаммов L. cremoris выявило отсутствие гена lacZ у L. сremoris, что указывает 
на видоспецифичные особенности метаболизма лактозы. Важно отметить, что у трех из пяти исследо-
ванных штаммов было выявлено наличие профагов, что коррелировало с пониженной кислотообразую-
щей активностью. Штаммы L. lactis FNCPS 51n и 73n были устойчивыми ко всем 50 протестированным 
бактериофагам, что может быть связано с наличием системы абортивной инфекции AbiB. Полученные 
данные подчеркивают значимость интеграции геномного и фенотипического анализа при отборе эф-
фективных и устойчивых стартовых культур Lactococcus для молочной промышленности.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА Lactococcus, ферментация, профилирование генома, профаги, стартовые культуры, 
бактериофаги.
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ВВЕДЕНИЕ
Представители рода Lactococcus, способные эффек-
тивно метаболизировать лактозу в молочную кис-
лоту, входят в число ключевых микроорганизмов, 
используемых в производстве ферментированных 
молочных продуктов [1]. 

В молочной промышленности наибольшее распро-
странение получили L. lactis и относительно недав-
но выделенный в самостоятельный вид L. cremoris 
[2]. Эти виды различаются наличием генов, связан-
ных с метаболизмом углеводов и аминокислот [3], 
а также механизмами ответа на стресс [4].

Промышленно значимые различия выявле-
ны и на внутривидовом уровне. Так, в пределах 

подвида L. lactis subsp. lactis выделяют биовар 
diacetylactis, обладающий способностью метабо-
лизировать цитрат с образованием диацетила — 
соединения, придающего продукту характерный 
маслянисто-сливочный аромат [5], который явля-
ется важным компонентом аромата сыров типа 
Камамбер, Эмменталь и Чеддер [6]. Комбинации 
штаммов для ферментации подбирают с уче-
том типа продукта: для кисломолочных изделий 
чаще используют diacetylactis и L. cremoris, тогда 
как L. lactis subsp. lactis применяется в сыроде-
лии [7]. При этом показано, что скорость фермен-
тации при использовании лактококковых заквасок 
в большей степени зависит от индивидуальных ха-
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рактеристик штамма, нежели от его видовой при-
надлежности [8].

Разнообразие технологически значимых призна-
ков у Lactococcus формировалось в результате эво-
люционных процессов и горизонтального переноса 
генов, включая плазмиды, несущие гены, связанные 
с метаболизмом сахаров, синтезом ароматических 
соединений и устойчивостью к бактериофагам [9]. 
В разных странах и регионах используют как ком-
мерческие, так и местные штаммы молочнокислых 
бактерий (МКБ), отобранные либо на основе дли-
тельной традиции применения, либо благодаря уни-
кальным технологическим свойствам [10].

В настоящем исследовании проведен сравни-
тельный анализ пяти штаммов Lactococcus, широко 
применяемых в России в производстве ферменти-
рованных молочных продуктов. Охарактеризованы 
метаболические и генетические особенности этих 
штаммов, включая устойчивость к бактериофагам, 
а также выявлены признаки, определяющие их тех-
нологическую ценность.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы и условия культивирования
В работе использовали пять штаммов: L. cremoris 
FNCPS 23 (GCA_044990555.1), L. lactis FNCPS 
51_n, 43_n, 81_n и  73_n (GCA_044990575.1 , 
G C A _ 0 4 4 9 9 0 5 3 5 . 1 ,  G C A _ 0 4 4 9 9 0 6 0 5 . 1 , 
GCA_044990625.1), из коллекции Всероссийского 
научно-исследовательского института маслоделия 
и сыроделия (ВНИИМС, филиал ФГБНУ «ФНЦ пи-
щевых систем им. В.М. Горбатова» РАН). Штаммы 
81_n и 43_n были выделены из автохтонной смета-
ны, остальные — из молока. Все штаммы были полу-
чены из продуктов на территории Ярославской об-
ласти, Россия, за исключением штамма L. cremoris 
FNCPS 23, выделенного из образца, поступившего 
из Литвы.

Фенотипическая характеристика
Динамику роста определяли с помощью спектро-
фотометрии, применяя фотоэлектрический фото-
метр КФК-3-ЗОМЗ (ОАО «Загорский оптико-меха-
нический завод», Россия). Штаммы культивировали 
в стерильном 10% восстановленном обезжиренном 
молоке при 30°C с добавлением 1% инокулята 16-ча-
совой культуры. Оптическую плотность (OD) изме-
ряли на длине волны 560 нм с интервалом 60 мин 
в течение 10 ч.

Для определения предельной титруемой кислот-
ности в стерильное 10% восстановленное обезжи-
ренное молоко добавляли 0.1% 16-часовой культуры 
лактококков и инкубировали при 30 ± 1°C в течение 

7 сут. Кислотность определяли титрованием раство-
ром NaOH с использованием прибора Titrette, 50 мл 
(Brand, Германия), согласно ранее описанному мето-
ду [11] и выражали в градусах Тернера (°Т).

Величину pH измеряли в стерильном 10% восста-
новленном обезжиренном молоке до ферментации 
(контрольное значение pH 6.53), а также во время 
ферментации в контрольных точках с использова-
нием цифрового pH-метра STARTER 2100 (Ohaus, 
Швейцария).

Коагуляционную активность оценивали по спо-
собности штамма образовывать сгусток в 10% вос-
становленном обезжиренном молоке с 0.015% лак-
муса. Для этого в стерильное лакмусовое молоко 
вносили инокулят каждого штамма в трех повторах. 
Образование сгустка и изменение окраски лакмуса 
(восстановление) оценивали ежечасно при инкуба-
ции при температуре 30 и 40°C [12].

Образование ацетоина и диацетила определяли 
с использованием теста Фогеса−Проскауэра: 48-ча-
совую культуру смешивали с 30% KOH, интенсив-
ность окрашивания оценивали по 5-балльной шкале.

Анализ литических профилей бактериофагов
Литический спектр бактериофагов определяли 
методом культивирования на двухслойном агаре 
в чашках Петри [13]. Чувствительность к бактерио-
фагам оценивали по наличию или отсутствию зоны 
просветления в месте нанесения фага.

Секвенирование генома
ДНК для секвенирования генома выделяли с ис-
пользованием набора ExtractDNA Blood and Cells 
(«Евроген», Россия) согласно инструкциям произво-
дителя. Библиотеки ДНК подготавливали с помо-
щью набора MGIEasy Fast FS DNA Library Prep 
Set V2.0 (Cat. No. 940-001196-00, MGI) согласно про-
токолу производителя. Качество библиотек оцени-
вали с использованием набора для анализа ДНК 
Qubit 1X dsDNA High Sensitivity (Cat. No. Q33230, 
Thermo Fisher Scientific, США) и флуориметра 
Qubit (Thermo Fisher Scientific, США). Длину фраг-
ментов библиотек ДНК оценивали с помощью ка-
пиллярного гель-электрофореза QIAxcel Advanced 
с использованием набора QX DNA Fast Analysis Kit 
(Cat. No. 929008, Qiagen). Секвенирование проводили 
с использованием проточной ячейки FCS на плат-
форме MGI DNBSEQ-G50 (BGI, Китай) в режиме 
PE150.

Сборку бактериальных геномов выполняли с ис-
пользованием SPAdes [14] в режиме isolate. Для по-
вышения качества итоговой сборки сырые прочте-
ния выравнивали на контиги при помощи Bowtie2 
[15], после чего файлы выравнивания были отсо-
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ртированы и проиндексированы с использовани-
ем инструментов SAMtools [16] и переданы в Pilon 
[17] для исправления неточностей сборки. Качество 
сборки оценивали с помощью QUAST [18], полно-
ту собранных геномов оценивали с использованием 
BUSCO [19]. 

Анализ геномов
Аннотацию геномов и функциональный ана-
лиз проводили с использованием конвейера ан-
нотации прокариотических геномов NCBI [20], 
BlastKOALA [21] и  платформы BV-BRC [22]. 
Анализ наличия генов метаболизма в геномах 
штаммов рода Lactococcus осуществляли с по-
мощью платформы BV-BRC на основе высокока-
чественных, общедоступных полных сборок ге-
номов: L. lactis (n = 337) и L. cremoris (n = 147). 
Профаги в  бактериальных геномах выявляли 
с использованием инструмента PHASTEST с на-
стройками глубокого поиска [23]. Системы защиты 
бактерий выявляли с помощью веб-инструмента 
DefenseFinder (v2.0.0, база моделей v2.0.2) [24]. 
Результаты, основанные на HMMER, фильтровали 
по критериям: i-evalue ≤ 1e-5, покрытие профиля 

последовательности ≥ 70%, покрытие целевой по-
следовательности ≥ 70%. 

Дополнительно спейсеры и компоненты си-
стемы CRISPR-Cas выявляли с использованием 
CRISPRCasFinder [25]. Плазмиды идентифициро-
вали с использованием PlasmidFinder v2.0.1 (база 
данных: 2020-07-13) с порогами ≥95% идентичности 
и ≥60% покрытия [26].

Филогенетический анализ
Филогенетическую идентификацию и определение 
близкородственных штаммов проводили с помощью 
анализа корреляции тетрануклеотидов через веб-
сервис JSpeciesWS [27]. Сравнение средней нуклео-
тидной идентичности (ANI) выполняли с использо-
ванием алгоритма OrthoANI [28]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Общая геномная характеристика
Характеристики геномных последовательностей пяти 
анализируемых штаммов приведены в табл. 1. Они 
оказались схожими с опубликованными характери-
стиками штаммов соответствующих видов МКБ.

Таблица 1. Общие характеристики геномов исследованных штаммов Lactococcus

Параметр характеристики L. lactis 
FNCPS 73n

L. lactis 
FNCPS 51n

L. lactis  
FNCPS 43n

L. lactis 
FNCPS 81n

L. cremoris 
FNCPS 23

Размер генома, п.н. 3110896 2258993 3084214 2963565 2528857
GC-cостав, % 34.91 35.52 34.97 35.35 35.78

тРНК 75 44 57 60 53
рРНК 8 5 7 8 5

Гипотетические белки 965 720 907 1,121 765
Белки с установленной функцией 3349 2575 3292 3649 2224

CRISPR-локус  - 1 1 - 9
Белок Cas - - - - -
Профаги - + + - +

Плазмиды repUS33 repUS4, rep32 repUS33, repUS4 repUS33 repUS33

Таблица 2. Фенотипические характеристики исследуемых штаммов

 Штамм

Коагуляционная активность 

Предельная 
кислотность, °Т

Образование 
диацетила, 

баллы

при 30°С, ч при 40°С, ч

Восстановление 
лакмуса Свертывание Восстановление 

лакмуса Свертывание

L. lactis 73n 8 8 8 8 98 -

L. lactis 81n 6 9 6 11 96 -

L. lactis 51n 10 16 9 11 98 4/5

L. lactis 43n 12 неполное 12 13 13 90 5/5

L. cremoris 23 13 14 - - 88 -
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Рис. 1. Тепловая 
карта средней нукле-
отидной идентичности 
ортологичных генов 
(orthoANI). Приве-
ден процент средней 
нуклеотидной идентич-
ности ортологичных 
генов разных штаммов. 
Значения на диагонали 
(100%) соответствуют 
идентичности каждого 
штамма самому себе

Четыре штамма были отнесены к L. lactis , 
один – к L. cremoris. Ближайшими типовыми ге-
номами были L. lactis subsp. lactis NCDO176 
(Z-score > 0.996) для L. lactis и L. cremoris 
ATCC 19257 (Z-score = 0.998) для L. cremoris. 
Анализ OrthoANI показал высокое сходство геномов 
штаммов L. lactis (>99.5%), что указывает на близ-
кое родство (рис. 1). Штамм L. cremoris имел низ-
кие значения ANI (88–89%) по сравнению с L. lactis, 
что подтверждает его отдельный видовой статус.

Фенотипирование штаммов
Результаты фенотипических тестов исследуемых 
штаммов представлены в табл. 2.

Рост исследуемых штаммов оценивали по из-
менению оптической плотности (OD) в процессе 
культивирования. Штаммы L. lactis 73n, 81n и 51n 
демонстрировали сходные темпы роста, в то время 
как L. lactis 43n и L. cremoris 23 росли медленнее. 
Через 7 ч после начала эксперимента OD достигала 
плато, что может указывать на завершение актив-
ной фазы роста (рис. 2A).

Различия между штаммами также проявлялись 
в предельной кислотности: наименьшими значе-
ния были у L. lactis 43n и L. cremoris 23 (табл. 2). 

Аналогичная картина наблюдалась при измерении 
pH: наибольшим снижение pH среды культивиро-
вания было у штаммов L. lactis 73n и 81n, тогда 
как минимальное закисление среды к последнему 
этапу культивирования отмечено у L. lactis 43n 
(рис. 2Б).

Оценка коагуляционной активности при  30  
и 40°C (табл. 2) подтвердила высокую метаболиче-
скую активность L. lactis 73n и 81n: восстановление 
лакмуса происходило за 6–8 ч, свертывание моло-
ка – за 8–11 ч при обеих температурах. L. lactis 
51n демонстрировал температурную зависимость: 
при 40°C коагуляция наступала на 5 ч раньше, чем 
при 30°C. L. lactis 43n и L. cremoris 23 проявили 
наименьшую активность: свертывание происходи-
ло через 12–14 ч, при этом у 43n восстановление 
лакмуса было неполным. У штамма L. cremoris 23 
при 40°C коагуляция и восстановление лакмуса 
не наблюдались.

Анализ генов метаболизма

Протеолитическая система и катаболизм амино-
кислот. Эффективный рост МКБ в молоке требует 
расщепления белков, особенно казеина, составляю-
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щего около 80% всех белков молока [29]. Молекула 
казеина обогащена остатками пролина, что дела-
ет ее доступной для казеинолитических протеаз. 
У Lactococcus описаны два типа внеклеточных про-
теиназ – PI и PIII, различающихся специфичностью 
к фракциям казеина [29]. Лактоцепин I (PI) преиму-
щественно гидролизует β-казеин, образуя более 100 
олигопептидов длиной 4–30 аминокислотных остат-
ков. PIII обладает более широкой специфичностью, 
он расщепляет αs1-, β- и κ-казеин. При этом у по-
ловины промышленных штаммов L. lactis ген prtP, 
кодирующий эти ферменты, отсутствует [30].

Ген prtP найден у трех из пяти исследованных 
штаммов: L. cremoris 23, L. lactis 51n и 81n. Белки 
L. cremoris 23 и L. lactis 51n показали высокую 
идентичность (97%), тогда как у L. lactis 81n об-
наружена делеция из 427 аминокислот, что снизи-

ло идентичность до 76.6–77.2%. Все белки класси-
фицированы как протеиназы типа PI. Сравнение 
с эталонной протеиназой типа PI (PrtP, P16271) по-
казало 97.8% идентичности у L. cremoris 23, 95.9% – 
у L. lactis 51n и 74.9% – у L. lactis 81n.

Пептиды, образующиеся при расщеплении ка-
зеина, транспортируются в клетку с участием си-
стем Opp, DtpT и Dpp [31], гены которых пред-
ставлены у всех пяти штаммов. В цитоплазме 
пептиды расщепляются экзо- и эндопротеазами [29]. 
Сравнительный анализ геномов показал сходный 
профиль наличия генов протеаз у всех пяти штам-
мов, соответствующий общему паттерну для рода 
Lactococcus (рис. 3).

Основные различия между видами L. cremoris 
и L. lactis заключались в частоте встречаемости 
генов пирролидонкарбоксилатпептидазы (pcp, [EC 

Рис. 2. A – динамика оптической плотности культуральной жидкости при инкубации исследуемых штаммов. 
Б – изменение pH культуральной жидкости в процессе культивирования тех же штаммов
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Рис. 3. Наличие генов протеолитических ферментов у представителей L. lactis (n = 337) и L. cremoris (n = 147), 
а также в пяти исследуемых штаммах. Верхняя панель представляет бинарную матрицу: синий цвет – наличие 
гена, белый – его отсутствие. Нижняя панель показывает процентное присутствие каждого гена в популяции; 
числовые значения указаны только для генов, встречаемость которых составляет менее 95% от общего числа 
штаммов. Штаммы сгруппированы по сходству их протеолитических геномных профилей; результаты кластери-
зации представлены в виде дендрограммы
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3.4.19.3]) и пептидазы E (pepE), которые, согласно 
базе UniProt, локализуются в плазмидах. Ген pcp 
найден у 62% штаммов L. cremoris и только у 19% 
L. lactis, тогда как pepE – у 32% L. cremoris и 7% L. 
lactis. Напротив, гены CATP (белок семейства ами-
ноконцевых протеаз CAAX) и LexA чаще встреча-
лись у L. lactis (17 и 12% соответственно), чем у L. 
cremoris (8 и 0% соответственно). 

Анализируемые штаммы различались нали-
чием пяти генов протеолитических ферментов. 
Так, у штамма L. cremoris 23 обнаружен ген pcp, 

у штамма L. lactis 81n – CATP, у L. lactis 43n – 
LexA и pepE, а у штамма 51n отсутствовал ген lspA, 
кодирующий сигнальную липопротеинпептидазу.

Метаболизм лактозы. Лактоза является ос-
новным источником углерода в молоке для МКБ. 
Метаболизм лактозы и  галактозы происходит 
с использованием пути Лелуара и тагатозо-6-
фосфатного пути [32]. Анализ штаммов L. lactis по-
казал, что 31% (104 из 337) из них содержат все 
гены тагатозо-6-фосфатного пути, в отличие от 78% 
(115 из 147) штаммов L. сremoris. Все пять иссле-
дованных штаммов также содержали полный набор 
соответствующих генов (рис. 4).

Ключевым ферментом пути Лелуара являет-
ся β-галактозидаза LacZ, катализирующая расще-
пление лактозы на глюкозу и галактозу. Ген lacZ 
не найден во всех геномах L. cremoris, включая 
штамм FNCPS 23, но идентифицирован в 74% штам-
мов L. lactis, включая все четыре исследованных 
штамма этого вида (рис. 4).

Метаболизм цитрата. Среди исследованных 
штаммов диацетил продуцировали только L. lactis 
43n и 51n, причем 43n имел более высокую актив-
ность (табл. 2). Генетический анализ выявил гены, 
отвечающие за метаболизм цитрата, исключительно 
у этих двух штаммов (рис. 5). У всех представи-
телей L. cremoris отсутствовали соответствующие 
гены. В целом, они были выявлены лишь в 8% (28 
из 337) штаммов L. lactis, что указывает на ограни-
ченное распространение биовара diacetylactis.

Устойчивость к бактериофагам
Бактериофаги – частая причина нарушений фер-
ментации молочных продуктов, приводящая к эко-
номическим потерям [33]. ДНК фагов, специфичных 
к Lactococcus и Streptococcus, обнаружена в 37% об-
разцов молока, предназначенного для ферментации 
[34], что делает оценку фагоустойчивости важным 
этапом при подборе используемых штаммов.

На рис. 6 представлены результаты тестирова-
ния 50 бактериофагов (отображены только те, кото-
рые вызывали лизис хотя бы одного из штаммов). 
Штаммы L. lactis 73n и 51n продемонстрирова-
ли устойчивость ко всем фагам. Штаммы 81n, 43n 
и L. cremoris 23 оказались чувствительными к от-
дельным бактериофагам, сохраняя при этом устой-
чивость к другим.

Поскольку различия в устойчивости к фа-
гам могут быть связаны с вариабельностью фаг-
специфичных защитных систем, кодируемых гено-
мами бактерий, провели анализ с использованием 
DefenseFinder (рис. 7). Единственной системой, об-
щей для всех штаммов, оказалась Dnd – механизм 

Рис. 4. Гены метаболизма лактозы у представителей 
L. lactis (n = 337) и L. cremoris (n = 147), а также у пяти 
исследуемых штаммов. Верхняя панель представ-
ляет бинарную матрицу: синий цвет – наличие гена, 
белый – его отсутствие. Нижняя панель показывает 
процентное присутствие каждого гена в популяции; 
числовые значения указаны только для генов, встре-
чаемость которых составляет менее 95% от общего 
числа штаммов
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Рис. 5. Гены метаболизма цитрата у представителей 
L. lactis (n = 337) и L. cremoris (n = 147), а также у пяти 
исследуемых штаммов. Верхняя панель представ-
ляет бинарную матрицу: синий цвет – наличие гена, 
белый – его отсутствие. Нижняя панель показывает 
содержание (%) каждого гена в популяции; числовые 
значения указаны только для генов, встречаемость 
которых не превышает 95% от общего числа штаммов
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врожденного иммунитета, основанный на фосфоро-
тиоатных модификациях ДНК [35].

Система AbiB выявлена только у устойчивых 
штаммов. У L. lactis 73n дополнительно обнаруже-
ны AbiC, DS-15 и Dodola. У L. lactis 51n выявлена 
уникальная система рестрикции-модификации (RM) 
II типа, отсутствующая у других штаммов. Штамм 
L. lactis 81n оказался наиболее чувствительным 
к фаговой инфекции (4/50 фагов вызывали лизис). 
У этого штамма отсутствовали гены рестрикта-
зы и субъединицы S системы RM типа I, а также 
системы РrrС, что может объяснять его чувстви-
тельность к фагам. Наибольшую чувствительность 
показал L. cremoris 23, лизируемый 12 фага-
ми, не активными в отношении других штаммов. 
При этом не выявлено ни одной защитной системы, 
представленной у всех L. lactis, но не найденной 
у L. cremoris 23, что может указывать на участие 
структуры клеточной стенки в восприимчивости 
к фаговой инфекции [36].

Гены Сas (I–IV типа) не обнаружены, однако 
CRISPR-спейсеры присутствовали во всех геномах, 
кроме L. lactis 81n и 73n.

Детекция профагов
Анализ геномов выявил фаговые нуклеотидные 
последовательности, что указывает на присут-
ствие профагов в большинстве исследованных 
штаммов. У штаммов L. lactis 73n и 81n встав-
ки фаговых последовательностей не обнаружены, 
что свидетельствует об отсутствии интегрирован-
ных профагов. 

В геноме L. cremoris 23 найдены два контига с фа-
говыми генами: один (33.5 т.п.н.) сходен с PHAGE_
Lactoc_62503, другой (8.1 т.п.н.) – с PHAGE_Lactoc_
bIL309. Эти контиги содержат 40 и 11 кодирующих 
последовательностей при GC-содержании 35.04–
35.29%. Вероятно, первый фрагмент представляет 
собой функциональный профаг, тогда как второй – 
остаточную неактивную вставку. 

Рис. 6. Литический спектр взаимодействия бактериофагов с исследуемыми штаммами. Указаны названия бак-
териофагов. Синий цвет ячейки – чувствительность штамма к соответствующему фагу; белый цвет – отсутствие 
литического эффекта. Штаммы и бактериофаги сгруппированы по сходству их литических профилей; результа-
ты кластеризации представлены в виде дендрограммы
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Рис. 7. Профиль систем бактериального иммунитета у исследованных штаммов. Приведены наименования си-
стем устойчивости исследуемых штаммов. Синие ячейки указывают на наличие соответствующих генов, белые – 
на их отсутствие. Штаммы сгруппированы по сходству в представленности генов систем бактериальной защиты; 
результаты кластеризации представлены в виде дендрограммы
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Геном L. lactis 51n включает четыре контига 
с фаговыми последовательностями (2.8–7.3 т.п.н., 
суммарно около 22 т.п.н.), схожие с фагами bIL312, 
bIL309, D4410 и bIL286. Эти участки могут быть 
либо рудиментарными остатками, либо частями од-
ного профага, разделенного при сборке генома.

В L. lactis 43n обнаружено шесть фагосодержа-
щих контигов, крупнейшие из которых достигают 
13.5 т.п.н. (общая длина около 44 т.п.н.). Найдены по-
следовательности, сходные с фагами bIL312, bIL285, 
bIL309, а также 98201, bIL311 и BK5_T. Фаговые 
белки синтезируются с обеих цепей ДНК, что ука-
зывает на двухцепочечный характер фагового ге-
нома.

Поскольку ни один из фрагментов фаговой ДНК 
в штаммах L. lactis 43n и L. lactis 51n не был ин-
тегрирован в контиг, содержащий бактериальные 
гены, можно предположить, что обнаруженные по-
следовательности представляют собой не интегри-
рованные в геном профаги, а ДНК фагов, попавших 
в образец на этапе культивирования.

ОБСУЖДЕНИЕ
В нашей работе охарактеризованы пять промыш-
ленных штаммов рода Lactococcus. Геномный анализ 
выявил высокое сходство между штаммами L. lactis, 
свидетельствующее об их клональном происхожде-
нии, в то время как L. cremoris 23 был таксоно-
мически обособлен. Несмотря на близкое родство, 
штаммы различались своей метаболической актив-
ностью: L. lactis 73n и 81n характеризовались вы-
сокой скоростью роста и продукцией кислот, тогда 
как L. lactis 43n и L. cremoris 23 отличались медлен-
ной скоростью роста и кислотообразования. Штамм 
51n, проявлявший умеренную активность, увеличи-
вал скорость свертывания молока при 40°C – темпе-
ратуре, нетипичной для Lactococcus [37], что может 
иметь значение для производства сыров с высоко-
температурным нагревом (Пармезан, Эмменталь 
и др.). Кроме того, штаммы L. lactis 43n и 51n от-
носятся к биовару diacetylactis, что подтверждает-
ся наличием генов метаболизма цитрата и способ-
ностью продуцировать диацетил. При этом штамм 
51n имел более низкий уровень продукции диаце-
тила, чем 43n, что, вероятно, связано с отсутствием 
гена транскрипционного регулятора цитратлиазы 
(citI), участвующего в активации транскрипции со-
ответствующего оперона в присутствии цитрата [38]. 
Корреляция между активностью продукции диаце-
тила и наличием гена citI может представлять про-
мышленный интерес, однако для подтверждения 
его роли необходимы эксперименты по геномному 
редактированию и оценке экспрессии мРНК соот-
ветствующих генов.

Геномный анализ выявил гены систем транс-
порта пептидов Opp, DtpT и Dpp, а также харак-
терный набор протеолитических ферментов МКБ 
[29]. Присутствие гена prtP внеклеточной протеа-
зы I типа в штаммах L. lactis 51n и L. cremoris 23 
не коррелировало с уровнем их метаболической ак-
тивности. Недавно показали, что представленность 
генов отдельных пептидаз (Pcp, PepE/G, PepI, PepR, 
PepL и PepQ) в геномах молочнокислых бактерий 
может существенно варьировать, влияя на актив-
ность ферментации [39]. Изученные нами штаммы 
также различались составом генов, кодирующих от-
дельные внутриклеточные пептидазы, включая pcp, 
pepE, CATP, lspA и lexA. Хотя выявленные вариации 
не объяснили фенотипические различия, они могут 
иметь функциональное значение. Для подтвержде-
ния их роли в формировании фенотипа необходи-
мо функциональное тестирование соответствующих 
генов в комплексе с оценкой протеолитической ак-
тивности. Кроме того, отсутствие очевидной корре-
ляции может быть связано с различиями в копий-
ности указанных генов и их возможной плазмидной 
локализацией, что не оценивали в рамках нашей 
работы, и является ее ограничением.

Мы подтвердили значительные различия в ме-
таболизме лактозы между видами L. lactis и L. 
cremoris, что ранее отмечалось в литературе [1, 40]. 
Отсутствие lacZ у L. cremoris является характер-
ной видовой особенностью, тогда как у большинства 
L. lactis этот ген присутствует. При этом у 80% L. 
cremoris и у трети L. lactis экспрессируются гены 
тагатозо-6-фосфатного пути. Все изученные штам-
мы L. lactis обладают генами обоих путей, что от-
ражает их адаптацию к промышленным условиям.

Штаммы L. lactis 73n и 51n проявили устойчи-
вость ко всем протестированным фагам. Для этих 
штаммов характерно наличие системы абортивной 
инфекции AbiB, однако полная устойчивость, веро-
ятно, обусловлена комплексом факторов. Кроме того, 
как показано ранее, система AbiB эффективна пре-
имущественно против фагов Lactococcus типа 936 
[41], поэтому для подтверждения ее вклада в устой-
чивость указанных штаммов необходимо определить 
типы фагов, использованных в тестировании. Наши 
результаты согласуются с выводами длительного 
мониторинга фаговой динамики на сыродельных 
предприятиях, где устойчивость лактококков к бак-
териофагам также связывали с системами абор-
тивной инфекции (Abi) [42]. Показано, что смена 
стартовых культур влияет на состав и численность 
фагов, а применение устойчивых штаммов может 
определять формирование фаговой экосистемы 
на производстве [42]. CRISPR-локусы выявлены 
у трех штаммов, при этом отсутствие белков Cas 
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согласуется с данными о неполных или деградиро-
ванных CRISPR-системах у Lactococcus [43].

В геномах L. lactis 51n, 43n и L. cremoris 23 вы-
явлены последовательности фаговой ДНК. У 51n 
и 43n они, вероятно, соответствуют внегеномным 
сателлитным фагам или вирусам, попавшим в об-
разцы при культивировании. Профаг, обнаружен-
ный у L. cremoris 23, вероятно, интегрирован, одна-
ко для подтверждения его способности к индукции 
следует провести эксперименты по активации.

Согласно ранее опубликованным данным, в целом 
более низкая скорость ферментации характерна 
для L. cremoris по сравнению с L. lactis [44], хотя 
отдельные штаммы cremoris могут проявлять более 
высокую активность, чем некоторые штаммы lactis 
[8]. Выявленное снижение ферментативной актив-
ности у штаммов L. lactis 51n, 43n и L. cremoris 23 
по сравнению с L. lactis 73n и 81n, вероятно, также 
может быть обусловлено внутривидовыми разли-
чиями, причину которых еще предстоит выявить. 
Несмотря на отсутствие полного лизиса клеток, 
присутствие профагов в геноме, вероятно, созда-
ет дополнительную физиологическую нагрузку. 
Это может быть связано с активацией абортив-
ных систем защиты (AbiC, AbiG и др.), которые, 
предотвращая распространение фага, одновремен-
но нарушают нормальный клеточный метаболизм, 
что может снижать общую функциональную актив-
ность колонии бактерий за счет сопутствующего ме-
таболического стресса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Настоящее исследование показало, что метаболи-
ческие особенности Lactococcus, осуществляющего 
молочнокислое брожение, в значительной степени 
определяются штаммоспецифическими характери-
стиками, а не филогенетической принадлежностью. 
Это подтверждается выраженной фенотипической 
вариабельностью близкородственных штаммов 
L. lactis. Возможная связь между присутствием 
профагов и сниженной метаболической активно-
стью у штаммов L. lactis 51n, 43n и L. cremoris 23 
подчеркивает важность анализа фагового профиля 
при подборе штаммов для промышленного приме-
нения. Кроме того, наличие системы AbiB у штам-
мов 51n и 73n, устойчивых к широкому спектру 
бактериофагов, делает эту систему перспективным 
маркером фагорезистентности. В совокупности по-
лученные данные подчеркивают необходимость 
комплексного подхода, сочетающего геномные и фе-
нотипические методы, для эффективного подбора 
штаммов, обладающих высокой продуктивностью 
и устойчивостью, для применения в молочной про-
мышленности. 
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ВВЕДЕНИЕ
Онкологические заболевания остаются одной из ве-
дущих причин смерти во всем мире. По состоянию 
на 2023 г. в Российской Федерации выявлено более 
670 тысяч новых случаев злокачественных новооб-
разований, прирост данного показателя по сравнению 
с 2022 г. составил 8.0% [1]. Лучевая терапия (ЛТ) от-
носится к эффективным способам борьбы со злокаче-
ственными новообразованиями. Считается, что при-
мерно 50% онкологических больных получают ЛТ, 
при этом около 70% нуждаются в ее применении, 
причем в ряде случаев ЛТ является единственным 
методом лечения рака [2]. Основным фактором, огра-
ничивающим применение ЛТ, является отсутствие 
селективности в отношении опухолевых клеток, в ре-
зультате чего происходит нарушение метаболических 
процессов в здоровых клетках и органах с развитием 
тяжелых осложнений, в том числе с возникновением 
лучевого поражения [3]. Появление более селектив-
ных методов ЛТ не исключает токсичности по от-
ношению к здоровым тканям, поэтому активно раз-

рабатываются подходы, в которых лучевая терапия 
сочетается с системной терапией радиопротектор-
ными препаратами. Важно подчеркнуть, что зареги-
стрированные на территории Российской Федерации 
радиозащитные средства обладают серьезными по-
бочными эффектами, такими как разрыв селезенки, 
острый респираторный дистресс-синдром, альвео-
лярное кровотечение, атриовентрикулярная блокада, 
что является ограничивающим фактором их широко-
го применения [4–6]. По этой причине в настоящее 
время активно изучаются природные соединения 
на предмет их радиозащитной активности, однако 
все разработки находятся на стадии доклинических 
исследований [7, 8]. В связи с этим, поиск эффек-
тивных, низкотоксичных препаратов, защищающих 
здоровые ткани от повреждающего воздействия ио-
низирующего излучения во время проведения курса 
ЛТ, остается важной задачей радиационной онколо-
гии и радиобиологии. 

Для проведения доклинических исследований но-
вых радиозащитных средств и оптимизации стра-
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РЕФЕРАТ Лучевая терапия является одним из наиболее широко используемых видов терапии опухо-
лей. Однако применение лучевой терапии ограничивается ее токсичностью по отношению к здоровым 
тканям. Поиск эффективных радиозащитных средств остается одной из главных целей радиационной 
онкологии и радиобиологии. В данной работе радиозащитные свойства препарата «Димефосфон», об-
ладающего антиацидотическими, противоопухолевыми, антиоксидантными свойствами, изучали на жи-
вотных с экспериментальным лучевым поражением. Показано, что 14-дневное введение препарата 
в дозе 750 мг/кг после однократного облучения мышей CD-1 в дозе 5 Гр оказывает локальный радиоза-
щитный эффект, уменьшая тяжесть радиационно-индуцированного повреждения кишечного эпителия 
и капсулы селезенки. По результатам метаболомного исследования выявлено достоверное увеличение 
содержания ключевых метаболитов, отвечающих за антиоксидантные свойства, таких как альфа-то-
коферол, рибозид никотинамида, N-карбамоил-L-аспартат, аденилосукцинат, что свидетельствует о по-
вышении уровня антиоксидантной защиты под действием препарата «Димефосфон». 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА радиозащитные свойства, лучевое поражение, Димефосфон, метаболомный скрининг.
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тегий лечения различных видов опухолей необхо-
димо иметь адекватные животные модели лучевого 
поражения, которые позволяют надежно и точно 
воспроизводить основные клинические проявления 
и патогенетические механизмы развития поражения 
у человека. Ранее была продемонстрирована пригод-
ность применения излучения рентгеновского спектра 
с пиковым напряжением 320 кВ для формирования 
лучевых поражений на моделях in vivo [9].

Нами разработана методика экспериментального 
лучевого поражения лабораторных животных (мы-
шей), позволяющая оценить эффективность и без-
опасность радиозащитных средств. Для отработки 
методики в качестве радиопротекторного средства 
был выбран оригинальный отечественный препарат 
«Димефосфон». Этот препарат представляет собой 
водный раствор диметилового эфира 1,1-диметил-3-
оксобутилфосфоновой кислоты (рис. 1), он облада-
ет низкой токсичностью, высокой биодоступностью, 
легко проникает через гистогематические барьеры 
[10, 11]. 

В 1983 г. препарат в виде 15% раствора для пе-
рорального и наружного применения был одобрен 
для клинического использования в качестве анти-
ацидотического и вазоактивного средства [12–14]. 
Позднее была проведена оценка эффективности 
трех радиопротекторных соединений (масло об-
лепихи, масляный раствор Евдощенко, препарат 
«Димефосфон») при лучевой терапии рака гортани. 
Применение препарата «Димефосфон» приводило 
к наименьшим количественным различиям в тол-
щине воздушного столба гортани, характеризующей 
проявление острой лучевой реакции, до начала ЛТ 
и после получения дозы в 40 Гр [15]. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные
Все манипуляции с животными проводили в стро-
гом соответствии с законодательством РФ, реше-
нием «Об утверждении Правил надлежащей лабо-
раторной практики Евразийского экономического 
союза в сфере обращения лекарственных средств» 
от 03.11.2016 г. № 81 и положениями Директивы 
2010/63/EU Парламента ЕС и Совета Европейского 
союза от 22.09.2010 г. о защите животных, исполь-
зуемых в научных целях, и были одобрены биоэти-
ческой комиссией ЛФИ НИОХ СО РАН (протокол 
№ Р-14-2025-01-01 от 10.01.2025 г.).

Самки аутбредных мышей CD-1 массой 25–30 г 
были получены из вивария SPF Института цито-
логии и генетики СО РАН, Россия. Животных со-
держали при оптимальных условиях температу-
ры (21±1.5°C), влажности (40–60%), с 12-часовым 

циклом день/ночь со свободным доступом к воде 
и гранулированному корму. Перед экспериментами 
мышей в течение недели адаптировали к условиям 
помещения.

Исследуемое соединение
В работе использовали препарат Димефосфон® (ОАО 
«Татхимфармпрепараты», г. Казань, Россия), который 
вводили внутрижелудочно в дозе 750 мг/кг по 0.1 мл 
на 10 г массы тела. Первую дозу вводили за 3 ч 
до облучения, а затем препарат вводили однократно 
в этой же дозе каждые 24 ч в течение 14 дней.

Дизайн эксперимента и установка 
Для экспериментального моделирования лучево-
го поражения у мышей использовали рентгенов-
скую установку X-RAD 320 (Precision X-Ray Inc., 
Branford, CT, США) с фиксированным расстоянием 
от источника излучения (SSD 50 см), c фильтром 
средней жесткости (0.75 мм олово, 0.25 мм медь, 
1.5 мм алюминий). Общее облучение мышей (n = 6) 
проводили однократно в дозах 5 и 7.5 Гр при мощ-
ности дозы ~0.98 Гр/мин. Затем на 4, 7, 11 и 14 сутки 
после облучения оценивали выживаемость живот-
ных, что позволило выбрать дозу облучения для из-
учения радиозащитного действия препарата. 

На следующем этапе оценивали радиозащит-
ные свойства препарата «Димефосфон» на мы-
шах, однократно облученных подобранной дозой. 
Животных случайным образом делили на три груп-
пы (n = 8): мыши первой группы (1) получали пре-
парат «Димефосфон» в дозе 750 мг/кг (ДМФН); (2) – 
«Димефосфон» в дозе 750 мг/кг + общее облучение 
(ДМФН+ОБЛ); (3) – общее облучение (ОБЛ). 

До облучения (0 точка), а затем на 4, 7, 11 и 14 
сутки определяли массу тела животных, произ-
водили забор крови из ретроорбитального синуса 
для проведения метаболомного и гематологического 
анализа. На 14 день всех мышей умерщвляли, орга-
ны (тимус, сердце, легкие, печень, селезенка) взве-
шивали для расчета индекса их массы и забирали 
для гистологического исследования.

Гематологическое исследование
Общий анализ крови проводили с помощью автома-
тического гематологического анализатора MINDRAY 
BC-2800 Vet (Shenzhen Mindray Animal Medical 
Technology Co. Ltd., Китай). Использовали образцы 

Рис. 1. Структур-
ная формула актив-
ного вещества 
препарата «Диме-
фосфон»
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периферической крови (20 мкл), собранные в про-
бирки со стандартным количеством изотонического 
разбавителя. Определяли общее количество лейко-
цитов, эритроцитов и тромбоцитов, содержание ге-
моглобина и гематокрит.

Гистологическое исследование 
Полученный материал (тимус, сердце, легкие, пе-
чень, селезенка) взвешивали для расчета массо-
вых коэффициентов (то есть процентного отноше-
ния массы органа к массе тела), а затем селезенку 
и тонкий кишечник фиксировали в нейтральном за-
буференном формалине (10%), обезвоживали в эта-
ноле и ксилоле различных концентраций на ком-
плексе MICROM (Carl Zeiss, Германия), после чего 
образцы тканей заливали в парафин. Срезы тол-
щиной 4 мкм получали на ротационном микрото-
ме, окрашивали гематоксилином-эозином. Образцы 
исследовали на световом микроскопе при увели-
чении ×100 с предварительной настройкой света 
по Келлеру. Морфометрический анализ снимков 
гистологических препаратов и подсчет расстоя-
ния между ворсинками, длины ворсинок кишечно-
го эпителия, а также толщины капсулы селезенки 
проводили в программном обеспечении AxioVision 
для оценки степени повреждения органов. 

Метаболомный скрининг 

Пробоподготовка. Для метаболомного анализа гото-
вили образцы сухих пятен цельной крови. Аликвоту 
крови объемом 10 мкл наносили на абсорбционные 
карты Whatman 903TM (GE Healthcare, #10534612, 
США) и высушивали на воздухе при комнатной 
температуре в течение 3 ч. Образцы помещали 
на хранение при температуре -70°C до момента про-
боподготовки, которую проводили в соответствии 
с протоколом, описанным в работе [16]. Сухие пят-
на крови вырезали полностью, помещали в поли-
пропиленовые пробирки объемом 0.5 мл и добав-
ляли 150 мкл предварительно охлажденной смеси 
MeOH–ACN–H2O (40:40:20, об/об/об). Образец инкуби-
ровали при +4...+5°C в течение 20 мин, затем центри-
фугировали при 16 000 об/мин (около 24000 g, центри-
фуга Eppendorf 5417R) в течение 10 мин при +4 °C. 
Супернатант переносили в пластиковые вставки 
для хроматографических виал и анализировали. 

Анализ образцов 
Образцы анализировали методом высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии с тандемной масс-
спектрометрической детекцией (ВЭЖХ-МС/МС) 
согласно [17]. Хроматографическое разделение про-
водили с использованием хроматографа LC-20AD 

Prominence (Shimadzu, Япония), оснащенного авто-
дозатором SIL-20AC (Shimadzu, Япония) и термо-
статом для колонок CTO-10ASvp. Подвижная фаза 
состояла из элюента А (раствор 20 мМ карбона-
та аммония в воде, доведенный 25% водным рас-
твором аммиака до pH 9.8, и 5 об.% ацетонитрила) 
и элюента Б (100% ацетонитрил). Каждый образец 
анализировали дважды: в режимах гидрофиль-
ной (ГФХ) и обращенно-фазовой (ОФХ) хромато-
графии. Хроматографию проводили в следующих 
условиях. Градиент ГФХ: 0 мин – 98% Б, 2 мин – 
98% Б, 6 мин – 0% Б, 10 мин – 0% Б. Далее ко-
лонку уравновешивали в течение 4 мин. Градиент 
ОФХ: 0 мин – 0% Б, 1 мин – 0% Б, 6 мин – 98% 
Б, 16 мин – 98% Б. Далее колонку уравновешивали 
в течение 3 мин. Скорость потока в каждом анали-
зе – 300 мкл/мин. Объем пробы 2 мкл. Анализ в обо-
их режимах хроматографии проводили с использо-
ванием монолитной колонки (2 × 60 мм) на основе 
1-винил-1,2,4-триазола. Монолитный материал ко-
лонки был синтезирован согласно [18]: в стеклянной 
трубке с внутренним диаметром 2 мм проводили 
сополимеризацию смеси, состоящей из мономеров 
стирол/дивинилбензол/1-винил-1,2,4-триазол в объ-
емном соотношении 10 : 50 : 40 соответственно. 

Масс-спектрометрическую детекцию проводи-
ли с использованием масс-спектрометра API 6500 
QTRAP (АВ SCIEX, США), оснащенного источни-
ком ионизации электрораспылением. Детектировали 
489 метаболитов в режиме MRM (multiple reaction 
monitoring, мониторинг множественных реакций) 
в области положительной и отрицательной ио-
низации с переключением полярности. Основные 
масс-спектрометрические параметры: напряжение 
источника ионов (IS) 5500 В для положительной 
и -4500 В для отрицательной ионизации; темпера-
тура газа-осушителя – 475°C, газ в ячейке соударе-
ний (CAD) – «высокий», давление газа-распылителя 
(GS1), газа-осушителя (GS2) и газовой завесы (CUR) 
– 33, 33 и 30 фунт/дюйм2 соответственно. Потенциал 
декластеризации (DP) составлял ±91 В, потенциал 
входа (EP) ±10 В, потенциал на выходе из ячейки 
соударений (CXP) ±9 В. Время сканирования пере-
хода MRM (dwell time) – 3 мс. Управление устрой-
ством и сбор информации осуществляли с помощью 
программного обеспечения Analyst 1.6.3 (AB SCIEX). 
Переходы ионов-предшественников и фрагментных 
ионов, названия метаболитов, время фрагментации 
и соответствующие энергии столкновений адапти-
рованы из [19, 20].

Статистическая обработка данных
Статистический анализ производили с исполь-
зованием программного обеспечения Statistica 
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10.0 (StatSoft, США). Нормальность полученных 
данных проверяли с использованием критерия 
Колмогорова–Смирнова. Для выборок с нормаль-
ным распределением использовали t-критерий 
Стьюдента, при отсутствии нормального распреде-
ления U-критерий Манна–Уитни. Результаты пред-
ставлены в виде среднего ± стандартная ошибка 
среднего (M ± SEM) или среднего ± доверитель-
ный интервал для непараметрической выбор-
ки. Статистически значимыми считали различия 
при р <0.05. Графики построены с использованием 
библиотеки Seaborn (Python) и программы Origin.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оценка выживаемости животных после 
облучения в дозах 5 и 7.5 Гр
На первом этапе исследования подбирали опти-
мальную дозу облучения для моделирования луче-
вого поражения у экспериментальных животных. 
Общее облучение животных в дозе 7.5 Гр сопро-
вождалось 100% летальностью на 11 сутки экспе-
римента (рис. 2). Таким образом была установлена 
абсолютно летальная (гибель 100% животных) доза 
облучения, последующее использование которой 
не представлялось целесообразным. После одно-
кратного облучения мышей в дозе 5 Гр на конец 
эксперимента (14 сутки) 50% животных оставались 
живыми, что соответствует сублетальной (гибель 
50% животных, LD50) дозе облучения. 

Выживаемость, средняя масса и гематологические 
показатели мышей после облучения в дозе 5 Гр 
на фоне введения препарата «Димефосфон»
На втором этапе оценивали влияние перорально-
го введения препарата «Димефосфон» на организм 
экспериментальных животных, подвергнутых одно-
кратному общему облучению в дозе 5 Гр.

Применение препарата «Димефосфон» не увели-
чило выживаемость животных после воздействия 
рентгеновского излучения (рис. 3А). На 14 сутки экс-
перимента выживаемость в группе ОБЛ составляла 
50%, в группе ДМФН+ОБЛ – около 40%, что, вероят-
но, связано с различной радиационной чувствитель-
ностью животных [21], поскольку LD50 при перораль-
ном введении препарата у мышей составляет 3 г/кг 
[10]. Кроме того, наблюдалось достоверное снижение 
средней массы облученных животных относитель-
но исходных значений без статистической разницы 
между облученными (ДМФН+ОБЛ, ОБЛ) и необлу-
ченными (ДМФН) группами (рис. 3Б). 

Согласно опубликованным данным, в развитии 
лучевого поражения выделяют три синдрома: ге-
мопоэтический (возникает при дозах свыше 1 Гр), 
желудочно-кишечный (доза от 6 до 15 Гр) и цере-
броваскулярный (доза более 20 Гр), то есть после 
воздействия ионизирующего излучения в первую 
очередь повреждаются кроветворная система, селе-
зенка, тимус, эпителий кишечника [22].

Динамика гематологических показателей в груп-
пах облученных животных была идентичной. На 4 

Рис. 2. Выживаемость мышей CD-1 после однократно-
го облучения в дозах 5 и 7.5 Гр (n = 6)
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Рис. 3. Эффект перорального введения препарата «Димефосфон» в дозе 750 мг/кг за 3 ч до и ежедневно по-
сле общего облучения в дозе 5 Гр у мышей CD-1 (n = 8, М ± SEM). А – выживаемость животных, Б – динамика 
средней массы тела животных 
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день после облучения у мышей ДМФН+ОБЛ и ОБЛ 
наблюдалась острая лейкопения, причем восста-
новление количества лейкоцитов в обеих группах 
началось на 14-й день после облучения (рис. 4А). 
Снижение количества эритроцитов было связано 
с одновременным снижением гематокрита и гемо-
глобина с 4-го по 14-й день (рис. 4В–Д). Уровень 
тромбоцитов резко снизился на 7-й день, но начал 
восстанавливаться на 14-й день после облучения. 
Введение препарата «Димефосфон» способствовало 
статистически значимому ускорению восстановле-
ния только уровня тромбоцитов на 14-й день у об-
лученных животных (рис. 4Б).

Гистологическое исследование внутренних 
органов мышей после облучения в дозе 5 Гр 
на фоне введения препарата «Димефосфон»
Воздействие рентгеновского излучения привело 
к статистически значимому изменению массово-
го коэффициента тимуса (табл. 1). Наблюдаемая 
острая инволюция тимуса (уменьшение массово-
го коэффициента более чем в 2 раза) в группах 
ДМФН+ОБЛ и ОБЛ, вероятно, связана с резким 
сокращением количества T-лимфоцитов и эпители-
альных клеток тимуса [23]. У мышей облученных 
групп также наблюдалось увеличение массового ко-

эффициента селезенки, однако эффект не был ста-
тистически значимым.

Согласно результатам гистологического иссле-
дования, мыши группы ДМФН имели типичное 
строение тонкого кишечника с нормальной длиной 
ворсинок и глубиной крипт (рис. 5В). Напротив, 
в группе ОБЛ выявлено радиационно-индуци-
рованное повреждение тонкого кишечника: де-
генерация и укорочение ворсинок, увеличение 
расстояния между ними (рис. 5А,Д). Кроме того, 
толщина слизистой тонкого кишечника была мень-
ше, чем у мышей ДМФН, ДМФН+ОБЛ (рис. 5Б). 

Рис. 4. Динамика гематологических показателей крови мышей CD-1 (n = 8, М ± SEM) под действием препарата 
«Димефосфон» после облучения в дозе 5 Гр. А – лейкоциты, Б – тромбоциты, В – эритроциты, Г – гемоглобин 
и Д – гематокрит на 4-, 7-, 11-, 14-й день после облучения. Статистический анализ проводили с использованием 
U-критерия Манна–Уитни, *p < 0.05 по сравнению с ОБЛ
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Таблица 1. Массовый коэффициент органов (%) мышей 
CD-1 после общего облучения в дозе 5 Гр (M ± SEM)

Орган ДМФН ДМФН+ОБЛ ОБЛ
Тимус 0.38 ± 0.01 0.15 ± 0.02* 0.11 ± 0.03*
Сердце 0.52 ± 0.02 0.53 ± 0.01 0.46 ± 0.02
Легкие 0.98 ± 0.07 1.05 ± 0.07 0.96 ± 0.05
Печень 5.85 ± 0.27 4.78 ± 0.60 5.34 ± 0.44

Селезенка 0.74 ± 0.11 1.18 ± 0.40 1.29 ± 0.23

Примечание.Статистический анализ проводили с ис-
пользованием U-критерия Манна–Уитни, *p < 0.05 
по сравнению с ДМФН.
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Введение препарата «Димефосфон» на фоне об-
лучения уменьшило радиационно-индуцированное 
повреждение, что проявлялось в увеличении дли-
ны ворсинок, уменьшении расстояния между ними 
и увеличении глубины крипт (рис. 5А,Г). Толщина 
слизистого слоя в группе ДМФН+ОБЛ была боль-
ше, чем в группе ДМФН, что, вероятно, связано 
с усилением процессов регенерации в кишечном 
эпителии (рис. 5Б). 

Структура селезенки животных группы ДМФН 
имела типичное строение и была образована белой 
и красной пульпой, разделенных маргинальной зо-
ной и покрытой соединительнотканной капсулой 
(рис. 6Б). На 14 день после облучения структура 
селезенки изменилась: белая пульпа расширилась 
за счет клеточной пролиферации, а четкая граница 
между красной и белой пульпой исчезла (рис. 6Г). 
Наблюдалась массивная инфильтрация красной 
пульпы лимфоцитами, которые первоначально рас-

полагались в синусоидах и селезеночных связках. 
Синусоидальные пространства стали больше, уве-
личилось их кровенаполнение. Более того, в груп-
пе ОБЛ произошло уменьшение толщины капсулы 
селезенки по сравнению с контрольной группой 
(рис. 6А), что согласуется с наблюдаемой тенденци-
ей к увеличению массового коэффициента данного 
органа (табл. 1) и является показателем сплено-
мегалии [24]. Введение препарата «Димефосфон» 
на фоне облучения не изменило структуру парен-
химы селезенки, однако способствовало восстанов-
лению нормальной толщины капсулы селезенки 
(рис. 6А,В). 

Таким образом, результаты гистологического ис-
следования позволяют предположить местную ра-
диозащитную активность препарата «Димефосфон», 
выраженную в уменьшении радиационно-индуциро-
ванного повреждения тонкого кишечника и воспале-
ния селезенки. 
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Рис. 5. Влияние препарата «Димефосфон» на повреждение тонкого кишечника мышей CD-1, вызванное облуче-
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Метаболомный скрининг образцов крови мышей 
после облучения в дозе 5 Гр на фоне введения 
препарата «Димефосфон»
Проведено метаболомное исследование 489 мета-
болитов в группах ДМФН+ОБЛ и ОБЛ в ключе-
вые точки эксперимента. Алгоритм статистиче-
ского анализа включал исследование метаболитов 
между 0 и 11 днем, среди которых были выбраны 
статистически значимо различающиеся метабо-
литы. Далее проанализировали пересечения мно-
жеств и нашли метаболиты, уникальные для одной 
из групп. Обнаружены 208 метаболитов с отрица-
тельной динамикой (153 метаболита показали отри-
цательную динамику в обеих группах, 13 – только 
в группе ОБЛ, 42 – только в группе ДМФН+ОБЛ) 
и 26 метаболитов с положительной динамикой (15 
метаболитов показали положительную динамику 

в обеих группах, 5 – характерны только для ОБЛ, 
6 – для ДМФН+ОБЛ) (рис. 7). 

После облучения в группе ОБЛ произошли на-
рушения метаболизма токоферола, выраженные 
в постепенном снижении его содержания на про-
тяжении эксперимента, что делает организм чув-
ствительным к воздействию свободных радика-
лов. Из рис. 8А видно, что у животных группы 
ДМФН+ОБЛ содержание токоферола в крови 
не снижалось, в отличие от группы облученных жи-
вотных. Альфа-токоферол является мощным жи-
рорастворимым антиоксидантом, эффекты которо-
го заключаются в антиоксидантной и радиозащите 
посредством поглощения свободных радикалов [25] 
и непрямого действия на выработку определенных 
факторов роста и цитокинов [26]. Таким образом, на-
блюдаемая динамика содержания альфа-токоферо-
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Рис. 6. Влияние препарата «Димефосфон» на повреждение селезенки мышей CD-1, вызванное облучением.  
А – толщина капсулы селезенки (M ± SEM). Гистологическая картина селезенки в группах ДМФН (Б), 
ДМФН+ОБЛ (В), ОБЛ (Г). Окраска гематоксилин-эозином, увеличение ×100. Статистический анализ проводили 
с использованием t-критерия, *p < 0.05 по сравнению с ДМФН, #p < 0.05 по сравнению с ДМФН+ОБЛ
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ла может опосредованно свидетельствовать о радио-
протекторном механизме препарата.

Содержание аденилосукцината (рис. 8Б) резко 
снижается в обеих группах до 7 дня после облуче-
ния, после чего в группе ДМФН+ОБЛ происходит 
значимый рост содержания метаболита, не наблю-
давшийся в группе ОБЛ. Аденилосукцинат прини-
мает участие в рециркуляции пуринов, энергетиче-
ском гомеостазе, а также в снижении воспаления 
и других форм клеточного стресса [27]. Важно от-
метить, что содержание пуриновых метаболитов 
в крови коррелирует с устойчивостью клеток к ра-
диации, причем их экзогенное введение способству-
ет репарации двухцепочечных разрывов ДНК после 
воздействия радиации [28]. Таким образом, введе-
ние препарата «Димефосфон» компенсировало воз-
действие облучения, увеличивая содержание адени-
лосукцината в крови, что может свидетельствовать 
о способности препарата повышать устойчивость 
организма к радиационному воздействию. 

Содержание рибозида никотинамида практически 
не изменялось после облучения с небольшим подъ-
емом к 7 дню, однако введение препарата привело 
к резкому повышению содержания данного метабо-
лита в крови мышей к 4 дню, которое сохранялось 
на этом уровне до окончания эксперимента (рис. 8В). 
Рибозид никотинамида является предшественни-
ком NAD+, который выступает как кофермент мно-
гих клеточных реакций, участвующих в физиоло-

Рис. 7. Диаграммы Эйлера для метаболитов с положительной и отрицательной динамикой 

Количество метаболитов  
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гическом гомеостазе различных органов и систем. 
Показано, что этот метаболит влияет на течение 
острого лучевого синдрома, а его пероральное при-
менение оказывает радиопротекторный эффект, за-
ключающийся в ингибировании клеточного старения 
селезенки и нормализации профиля метаболитов 
в сыворотке крови мышей [29]. Кроме того, недавние 
исследования доказали, что предшественники NAD+ 
(в частности, рибозид никотинамида) играют реша-
ющую роль в поддержании целостности кишечного 
барьера [30]. Наблюдаемая в нашем исследовании 
положительная динамика рибозида никотинамида 
согласуется с результатами гистологического иссле-
дования и может объяснить радиопротекторный эф-
фект препарата в тонком кишечнике.

В  группе ОБЛ содержание N-карбамоил-L-
аспартата оставалось постоянным, тогда как при-
менение препарата «Димефосфон» приводило к по-
вышению его содержания на 7 и 11 дни (рис. 8Г). 
Согласно данным [31], уровень этого метаболита 
снижается в тканях кишечника мышей после одно-
кратного общего гамма-облучения. N-карбамоил-L-
аспартат представляет собой ранний интермедиат de 
novo синтеза пиримидинов, необходимого для про-
лиферации клеток и восстановления поврежден-
ной ткани. N-карбамоил-L-аспартат образуется 
при конденсации карбамоилфосфата с аспартатом, 
катализируемой аспартат-карбамоилтрансферазой. 
Повышение содержания N-карбамоил-L-аспартата 
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Рис. 8. Динамика со-
держания статистиче-
ски значимо различа-
ющихся метаболитов 
в крови мышей CD-1 
групп ДМФН+ОБЛ 
и ОБЛ. А – альфа-то-
коферол, Б – адени-
лосукцинат, В – ри-
бозид никотинамида, 
Г – N-карбамоил-L-
аспартат. Данные 
представлены в виде 
среднего ± дове-
рительный интервал 
для непараметри-
ческой выборки. 
Статистический 
анализ проводили 
с использованием 
U-критерия Ман-
на–Уитни, *p < 0.05 
между группа-
ми ДМФН+ОБЛ 
и ОБЛ, #р < 0.05 
между 0 и 11 дня-
ми в группе ОБЛ, 
&p < 0.05 между 0 
и 11 днями в группе 
ДМФН+ОБЛ
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в группе ДМФН+ОБЛ может отражать активацию 
синтеза пиримидинов, направленного на репарацию 
эпителия, и участие этого соединения в адаптивном 
ответе на радиационно-индуцированное поврежде-
ние. Это согласуется с установленным нами восста-
новлением слизистой оболочки кишечника под дей-
ствием препарата.

В ходе исследования выявлено изменение содер-
жания альфа-токоферола, аденилосукцината, ри-
бозида никотинамида и N-карбамоил-L-аспартата. 
Установленные различия в их уровнях между 
группами ОБЛ и ДМФН+ОБЛ могут служить био-
химическими маркерами радиозащитного эффекта 
препарата. Перечисленные метаболиты участвуют 
в антиоксидантных процессах в клетках, а обнару-
женные метаболомные изменения отражают про-
цессы, которые на уровне тканей проявляются сни-
жением повреждений слизистой оболочки тонкого 
кишечника и уменьшением толщины капсулы се-
лезенки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты позволили выбрать дозу 
облучения и охарактеризовать основные пока-

затели поражения организма для дальнейшего 
изучения потенциально перспективных радио-
защитных средств. Также установлено, что препа-
рат «Димефосфон» уменьшает радиационно-ин-
дуцированное повреждение слизистой оболочки 
тонкого кишечника и капсулы селезенки, способ-
ствует восстановлению количества тромбоцитов 
в крови мышей CD-1 на фоне однократного об-
лучения. При этом анализ других основных гема-
тологических показателей и выживаемости жи-
вотных не выявил проявлений радиозащитного 
эффекта препарата «Димефосфон». Полученные 
данные метаболомного анализа, а именно досто-
верное увеличение содержания альфа-токоферола, 
рибозида никотинамида, N-карбамоил-L-аспартата, 
аденилосукцината в крови животных, получавших 
«Димефосфон», согласуются с результатами гисто-
логического исследования слизистой кишечника 
и селезенки и свидетельствуют о наличии антиок-
сидантной активности у препарата «Димефосфон». 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда  

(проект № 25-25-00119).
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РЕФЕРАТ Разработка эффективных и доступных методов хирального анализа аминокислот является 
важной научной и практической задачей. Одной из наиболее распространенных и удобных методик 
является хроматографическое определение отдельных энантиомеров аминокислот с предварительным 
превращением энантиомеров в диастереомеры, которые затем можно разделить на обычных ахираль-
ных колонках. Нами показано, что добавление ион-парных реагентов в состав элюента и варьирова-
ние их структуры позволяют регулировать эффективность хирального анализа аминокислот, основан-
ного на хроматографическом определении и разделении диастереомерных изоиндолов, полученных 
при предколоночной модификации аминокислот под действием о-фталевого альдегида в присутствии 
N-ацетил-L-цистеина. Использование ион-парных реагентов позволяет добиться лучшего разделения 
пиков диастереомерных изоиндолов, при этом время анализа можно существенно сократить за счет 
увеличения ионной силы. Таким образом, добавление ион-парных реагентов и оптимизация состава 
подвижной фазы являются важным подходом в инженерии хирального анализа аминокислот наряду 
с синтезом новых хиральных SH-соединений и подбором стационарных фаз.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА хиральный анализ аминокислот, о-фталевый альдегид, N-ацетил-L-цистеин, пред-
колоночная модификация, условия ВЭЖХ, ион-парные реагенты, разделение диастереомерных изо-
индолов.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ОРА – о-фталевый альдегид; NAC – N-ацетил-L-цистеин; ВЭЖХ – высоко-
эффективная жидкостная хроматография; ИПР – ион-парный реагент; TBA – бромид тетрабутилам-
мония; OTMA – бромид октилтриметиламмония; ХДР – хиральный дериватизирующий SH-реагент; 
BTCC – этиловый эфир N-трет-бутилтиокарбамоил-L-цистеина; NАР – N-ацетил-D-пеницилламин; 
NMC – N-(R)-манделил-L-цистеин; DiC – N,N-диметил-L-цистеин; IBLC – N-изобутирил-L-цистеин; 
NPPC – N-фенилацетил-(R)-фенилглицил-L-цистеин; MP – 1-меркапто-2-пропанол; BC –Boc-L-
цистеин; у.е. – условные единицы.

ВВЕДЕНИЕ
Необходимость определения отдельных энантио­
меров в общем содержании аминокислот и дру­
гих аминосоединений является важной задачей 

как в фундаментальных исследованиях и меди­
цинской диагностике, так и при характеристике 
исходного сырья и продуктов фармацевтической 
и пищевой промышленности [1–12]. Существенное 
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внимание к стереоизомерии аминокислот в окружа­
ющей среде в пребиотических условиях уделяется 
также в исследованиях, посвященных происхож­
дению жизни [13, 14]. Масштабность и сложность 
задач определения отдельных энантиомеров ами­
нокислот в сложных смесях существенно возросла 
в последнее время в связи с необходимостью раз­
работки высокоэффективных методов хиральной 
метаболомики [15–17]. При системном изучении 
живых систем в постгеномную эру необходимы ме­
тоды эффективного, быстрого и широкодоступного 
хирального анализа аминокислот как строитель­
ных блоков физиологически активных соедине­
ний и маркеров различных патологических про­
цессов. Наибольшее распространение в хиральном 
анализе аминосоединений получили хроматогра­
фические методы, в первую очередь высокоэф­
фективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) 
с предварительным превращением энантиомеров 
в диастереомеры, которые затем можно разделить 
на обычных ахиральных колонках. Одной из наи­
более доступных, удобных и эффективных методик 
является предколоночная модификация аминогрупп 
о-фталевым альдегидом (ОPА) и хиральным дери­
ватизирующим SH-реагентом (ХДР) [18, 19]. Такая 
модификация аминосоединений протекает достаточ­
но быстро, в отличие от методики с использованием 
нингидрина нет необходимости повышения темпера­
туры, образующиеся диастереомерные изоиндолы, 
как правило, стабильны в условиях анализа и от­
личаются временами удерживания на стандартных 
ВЭЖХ-колонках. Изоиндолы имеют характерный 
максимум поглощения при 340 нм с коэффициентом 
молярного поглощения 6000 M-1см-1 и являются хо­
рошими флуорофорами, что позволяет определять 
фемтомоли аминосоединений при использовании 
флуоресцентных детекторов, если чувствитель­

ность недостаточна при спектрофотометрической 
регистрации [20, 21].

В наиболее известной версии этого метода 
при определении энантиомеров α-аминокислот 
используется весьма дешевый и  доступный 
ХДР – N-ацетил-L-цистеин (NАС) (рис. 1) [18], од­
нако не для всех соединений этого класса, а так­
же других аминосоединений удается добиться 
необходимого разделения. С целью улучшения эф­
фективности данной методики предложены ана­
логи NAC (рис. 2): N-изобутирил-L-цистеин [22], 
этиловый эфир N-трет-бутилтиокарбамоил-L-
цистеина (BTCC) [23], Boc-L-цистеин, N-ацетил-
(R)-пеницилламин (NАР) [24], N-фенилацетил-
(R ) -фенилглицил-L -цистеин  (NРРC)  [ 25 ] , 
N-(R)-манделил-L-цистеин (NMC) [26, 27], N,N-
диметил-L-цистеин (DiC) [28], 1-меркапто-2-
пропанол (MP) [29] и другие SH-реагенты.

Использование SH-реагентов различной структу­
ры позволяет существенно расширить применение 
методики для определения энантиомеров широкого 
круга аминосоединений – аминокислот, первичных 
аминов и аминоспиртов. Так, если в случае тради­
ционного NAC удается добиться приемлемого разде­
ления только незначительного числа алифатических 
аминов, то при использовании R-NMC, содержащего 
в своей структуре два хиральных центра и большое 
число внутримолекулярных контактов, можно разде­
лить целый ряд энантиомеров аминов и аминоспир­
тов, в том числе неразделяемых даже на хиральных 
колонках [26]. Однако большинство предложенных 
SH-соединений малодоступны, так как не являются 
коммерческими реагентами и в основном использу­

Рис. 1. Диастереомерные изоиндольные аддукты, 
образующиеся при модификации аминокислот при по-
мощи ОPА и хирального тиола (N-ацетил-L-цистеина). 
R – боковой радикал аминокислоты

NAC

OPA
L-аминокислота D-аминокислота

Рис. 2. Хиральные тиолы, используемые для предколо-
ночной модификации с ОPА
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MP
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DiC

BTCC

NMC

IBLC

NPPC

NAP
BC
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ются лишь предложившими их научными группами 
для решения ограниченного круга аналитических за­
дач. Это затрудняет оценку перспектив более широ­
кого применения новых SH-реагентов.

Наряду с созданием новых ХДР альтернативным 
подходом для улучшения эффективности хромато­
графического определения диастереомеров аминосо­
единений может быть инженерия самого аналитиче­
ского процесса – стационарной и подвижной фазы, 
а также условий анализа. Одной из неизученных 
возможностей инженерии подвижной фазы в об­
ращенно-фазовой ВЭЖХ для более эффективного 
разделения диастереомеров является добавление 
ион-парных реагентов. На перспективность такого 
подхода указывает опыт применения ион-парных 
реагентов для улучшения хроматографического раз­
деления структурно подобных соединений [30–32]. 
Введение ион-парного реагента, содержащего за­
ряженную функциональную группу и неполярные 
фрагменты (алкильные радикалы), может приве­
сти к увеличению удерживания аналитов на хро­
матографической колонке за счет сорбции реаген­
та на поверхности обращенно-фазового адсорбента 
и изменения условий взаимодействия с аналитом. 
Так, улучшение разделения органических кислот 
наблюдали при добавлении в подвижную фазу со­
лей четвертичного аммония, среди которых наи­
большее распространение получил бромид тетрабу­
тиламмония (TBA) [30]. 

В данной работе впервые исследована возмож­
ность использования ион-парных реагентов для бо­
лее эффективного хроматографического разделения 
диастереомеров, получаемых в результате предко­
лоночной дериватизации α-аминокислот под дей­
ствием ОPА и хирального тиола NAC.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы
о-Фталевый альдегид (ОPА; 99%, Koch Light, 
Англия), N-ацетил-L-цистеин (NAC; 99%, AppliChem, 
Германия), фенилаланин («Реахим», Россия), глута­
мат («Аурат», Россия), лейцин, аспарагин и арги­
нин (Reanal, Венгрия), бромид тетрабутиламмония 
(TBA), бромид октилтриметиламмония (OTMA) 
(GmbH, Германия). Компоненты буферных раство­
ров, кислоты, щелочи – препараты отечественного 
производства марок «х.д.» и «ч.д.а.». Метанол (для 
анализа, PanReac, Испания), ацетонитрил (0 сорт, 
«Криохром», Россия).

ВЭЖХ-анализ
ВЭЖХ-анализ проводили в хроматографической 
системе Perkin Elmer 200 Series: колонка для об­

ращенно-фазовой хроматографии Kromasil Eternity 
5-C18 4.6 × 250 мм, объем вкола 10 мкл, скорость 
потока 1 мл/мин. Для приготовления подвижной 
фазы с заданной концентрацией ацетонитрила ис­
пользовали двухканальный режим работы системы: 
канал А – 5 мМ фосфатный буфер pH 6.8, 10% аце­
тонитрила; канал Б – 5 мМ фосфатный буфер pH 
6.8, 80% ацетонитрила. 

При изучении влияния ИПР элюирование прово­
дили в изократическом режиме при использовании 
одного канала А. В состав подвижной фазы на осно­
ве 5 мМ фосфатного буфера pH 6.8 добавляли TBA 
или OTMA в конечной концентрации 5 мМ и в раз­
ных экспериментах 15, 20 или 30% ацетонитрила. 
ВЭЖХ-анализ при добавлении ИПР проводили по­
сле предварительного уравновешивания колонки 
в течение 1 ч для максимальной воспроизводимости 
результатов. При изучении влияния ионной силы 
в канал А дополнительно добавляли NaCl в ко­
нечной концентрации 50 мМ. Изоиндольные диа­
стереомеры детектировали спектрофотометрически 
при длине волны 340 нм. Интенсивность поглощения 
измеряли в мкВ (у.е.). Управление ВЭЖХ-системой 
и обработка данных – TotalChrom Navigator 6.3.2.

Предколоночная модификация
Модификацию первичных аминогрупп проводили 
в автоматическом режиме при использовании про­
граммной функции автодозатора Derivatization сле­
дующим образом: в ячейку, содержащую 500 мкл 0.1 
М боратного буфера pH 9.6, с помощью иглы ав­
тодозатора последовательно вносили 20 мкл 5 мМ 
раствора аминокислоты, 20 мкл 10 мМ метанольно­
го раствора ОPА и 20 мкл 40 мМ раствора NAC 
с последующим перемешиванием реакционной сме­
си иглой автодозатора в автоматическом режиме. 
Подготовленную таким образом смесь оставляли 
на 15 мин, после чего (в случае необходимости) до­
бавляли 50 мкл 50 мМ раствора ион-парного реаген­
та для предварительного уравновешивания системы 
и затем анализировали с помощью ВЭЖХ. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разделение энантиомеров аминокислот после 
предколоночной модификации
Модельный ряд разделяемых энантиомеров вклю­
чал α-аминокислоты с различными физико-хи­
мическими характеристиками бокового радикала: 
глутаминовую кислоту, аргинин, фенилаланин, лей­
цин и аспарагин. На первом этапе хроматографи­
ческий анализ после предколоночной модификации 
под действием ОPА и NAC проводили на обычной 
ахиральной C18-колонке при нейтральном pH 6.8 
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в градиентном режиме элюирования (0–10 мин: 10% 
CH3CN, 10–60 мин: 10–40% CH3CN). В этих услови­
ях наблюдали разделение диастереомерных изо­
индольных производных только в случае аргинина 
и фенилаланина (рис. 3) и для улучшения разделе­
ния других аналитов в подвижную фазу на следую­
щем этапе добавляли ион-парные реагенты.

Влияние добавки ион-парного реагента
В качестве ион-парных агентов были выбраны соли 
четвертичного аммония с различными алкильны­
ми заместителями, поскольку разделяемые изоин­
дольные аддукты в условиях хроматографическо­
го анализа при pH 6.8 содержат две отрицательно 
заряженные карбоксильные группы. Добавление 
в элюент ион-парного реагента – бромида тетра­
бутиламмония (TBA) – приводит к хроматографи­
ческому разделению изоиндольных производных 
энантиомеров лейцина и глутаминовой кислоты, 
а также существенному улучшению в случае фе­
нилаланина (рис. 4). Эффективный хиральный ана­
лиз энантиомеров глутамата достигается при более 
низкой концентрации органического растворителя 
в элюенте.

Интересно, что добавление данного ИПР не при­
водит к улучшению хроматографического разде­
ления аргинина, так как образование ион-парного 
ассоциата с TBA, по-видимому, затруднено из-за 
наличия в боковом радикале аминокислоты поло­

жительно заряженной гуанидиновой группы, и эф­
фективный хиральный анализ аргинина можно про­
водить в «обычном» режиме (см. рис. 3). 

Влияние структуры ион-парного реагента
При изучении влияния структуры ион-парного ре­
агента на разделение изоиндольных производных 
энантиомеров аминокислот наряду с симметричным 
TBA был использован асимметричный ИПР – бро­
мид октилтриметиламмония OTMA (рис. 5).

По сравнению с TBA добавление OTMA приво­
дит к уменьшению времени выхода изоиндольных 
производных глутаминовой кислоты, фенилаланина 
и лейцина. При этом для отрицательно заряжен­
ной глутаминовой кислоты, в отличие от нейтраль­
ных фенилаланина и лейцина, не только сокраща­
ется время анализа, но и улучшается разделение 
по сравнению с TBA (рис. 5). Этот эффект можно 
объяснить тем, что при добавлении в подвижную 
фазу несимметричного OTMA длинный алифати­
ческий радикал глубоко и прочно связывается не­
подвижной C18-фазой, происходит формирование 
классического сильного анионообменника [33], на ко­
тором по конкурирующему механизму происходит 
разделение анионов. На ионообменный механизм 
сорбции анионов указывает тот факт, что удержи­
вание сильно зависит от ионной силы элюента, ко­
торая является основным средством регулирования 
прочности удерживания анионов. 
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Рис. 3. Хроматограммы изоин-
дольных производных энанти-
омеров фенилаланина и арги-
нина, полученных в результате 
предколоночной модификации 
ОPА в присутствии NAC. Гра-
диентный режим элюирова-
ния: 5 мМ фосфатный буфер 
рН 6.8, 0–10 мин 10% CH

3
CN, 

10–60 мин 10–40% CH
3
CN

Рис. 4. Эффект добавления ИПР в подвижную фазу при проведении хроматографического анализа изоиндоль-
ных производных, полученных в результате предколоночной модификации энантиомеров фенилаланина, лейци-
на и глутамата под действием ОPА в присутствии NAC. Изократический режим, 5 мМ фосфатный буфер рН 6.8, 
5 мМ TBA, 20% CH

3
CN (в случае Glu), 30% CH

3
CN (в случае Leu, Phe)
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Влияние ионной силы
Чтобы изучить влияние ионной силы на эффек­
ты, обусловленные добавлением в подвижную 
фазу ион-парных реагентов, в элюент, содержащий 
OTMA, добавляли соль NaCl в концентрации 50 мМ. 
Исследование показало, что увеличение ионной 
силы приводит к существенному уменьшению вре­
мени удерживания диастереомерных изоиндолов 
и сокращению времени анализа (рис. 6, слева и по 
центру). В этих условиях также начинают разде­
ляться изоиндольные производные полярного не­
заряженного аспарагина (рис. 6, слева). Улучшить 
разделение можно при более низких концентраци­
ях органического растворителя в элюенте (сравните 
рис. 6 справа и по центру).

Проведенные эксперименты позволили устано­
вить, что добавлением ион-парных реагентов в со­
став элюента и варьированием их структуры можно 
регулировать эффективность хирального анализа 
аминокислот, основанного на хроматографическом 
определении и разделении диастереомерных изо­
индолов, полученных при предколоночной моди­
фикации аминокислот под действием о-фталевого 
альдегида в присутствии N-ацетил-L-цистеина. 
С использованием ион-парных реагентов можно до­
биться лучшего разделения пиков определяемых 
изоиндолов фенилаланина, лейцина, глутаминовой 
кислоты и аспарагина, и, хотя это сопровождается 
более длительным удерживанием аналитов на ко­
лонке, время анализа можно сократить при исполь­
зовании асимметричного ИПР (OTMA) и увеличе­
нии ионной силы элюента. Характерное влияние 
различных факторов на эффективность хроматогра­
фического разделения изоиндольных производных 
энантиомеров аминокислот на примере глутамино­
вой кислоты представлено на рис. 7.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработка эффективных и доступных методов 
хирального анализа аминокислот является важ­
ной задачей как для научных исследований, ме­
дицинской диагностики, так и для характеристи­
ки широкого круга продуктов фармацевтической 
и пищевой промышленности. Хроматографическое 
определение отдельных энантиомеров природных 
и синтетических аминокислот с использованием 
ахиральных колонок после предколоночной мо­
дификации образцов под действием ОPА в при­
сутствии хиральных SH-соединений представля­
ет одну из наиболее распространенных и удобных 
методик. Проведенное исследование показало, 
что при использовании ион-парных реагентов мож­
но добиться лучшего разделения пиков определя­
емых диастереомерных изоиндолов. Варьирование 

Рис. 5. Влияние симметричного (ТВА) и асимметрично-
го (OTMA) ИПР на хроматографическое разделение 
изоиндольных производных, полученных в результате 
предколоночной модификации энантиомеров глутами-
новой кислоты под действием ОPА в присутствии NAC. 
Изократический режим: 5 мМ фосфатный буфер рН 
6.8, 20% CH

3
CN, 5 мМ ИПР 
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Рис. 6. Хроматограммы изоиндольных производных энантиомеров глутаминовой кислоты и аспарагина, получен-
ных в результате предколоночной модификации ОPА в присутствии NAC. Изократический режим: 5 мМ фосфат-
ный буфер рН 6.8, 5 мМ OTMA, 50 мМ NaCl, 20% CH

3
CN (слева и по центру) и 15% CH
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Рис. 7. Влияние различных факторов на скорость анализа и эффективность хроматографического разделения 
изоиндольных производных энантиомеров глутаминовой кислоты, полученных в результате предколоночной 
модификации ОPА в присутствии NAC. Изократический режим: 5 мМ фосфатный буфер рН 6.8
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структуры ион-парного реагента и увеличение 
ионной силы подвижной фазы способствуют бо­
лее эффективному разделению диастереомеров 
и уменьшению времени анализа. Таким образом, 
добавление ион-парных реагентов в состав под­
вижной фазы является важным фактором инже­
нерии хирального анализа аминокислот наряду 

с синтезом хиральных SH-соединений и подбором 
стационарных фаз. 
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РЕФЕРАТ Болезнь Альцгеймера – одно из самых распространенных нейродегенеративных заболеваний 
настоящего времени, значимость которого все более возрастает по мере старения населения, была 
описана более 100 лет назад. За все время ее изучения не удалось подобрать средства, которые были 
терапевтически эффективными или существенно замедляли патологический процесс, будучи при этом 
достаточно безопасными. В этой связи значительное внимание обращено на разработку и применение 
пептидных препаратов, имеющих природное происхождение и не вызывающих побочных эффектов. 
В настоящей работе определено действие известного нейропротективного пептида Семакс и его про-
изводного на поведенческие характеристики и развитие амилоидоза у трансгенных мышей линии 
APPswe/PS1dE9/Blg, являющихся моделью болезни Альцгеймера. C использованием тестов «Открытое 
поле», «Распознавание нового объекта» и «Лабиринт Барнса» обнаружено улучшение когнитивных 
функций у мышей под действием как Семакса, так и его производного. Гистологическое исследование 
показало, что данные пептиды снижают число амилоидных включений в коре и гиппокампе головного 
мозга животных. Полученные результаты показывают перспективность использования Семакса и его 
производных для разработки методов лечения и коррекции болезни Альцгеймера.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА болезнь Альцгеймера, пептидный препарат, поведенческое тестирование, гистологи-
ческий анализ, амилоидоз.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БА – болезнь Альцгеймера; Aβ – бета-амилоидный пептид; APP/PS1 – транс-
генные мыши линии APPswe/PS1dE9/Blg; АКТГ(4–7) – фрагмент адренокортикотропного гормона; 
Гептапептид – пептид Met-Glu-Asp-Arg-Pro-Gly-Pro; WT – дикий тип, мыши линии C57Bl6/Chg.

УДК 57.017, 57.043
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ВВЕДЕНИЕ 
Болезнь Альцгеймера (БА) на сегодняшний день за-
нимает одну из лидирующих позиций в нейродеге-
неративных заболеваниях пожилого и старческого 
возраста [1–4]. Прогрессирующая форма БА может 
вызываться церебральными нарушениями, интокси-
кацией, инфекцией, дефектами в легочной и кро-

веносной системах, которые вызывают снижение 
поступления кислорода в мозг, дефицитом пита-
тельных веществ и витамина B12, опухолями [5–8]. 
БА является наиболее распространенным типом 
деменции и может быть определена как медленно 
прогрессирующее нейродегенеративное заболева-
ние, характеризующееся формированием сенильных 
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бляшек и нейрофибриллярных клубков в резуль-
тате накопления бета-амилоидного пептида (Aβ) 
и белка тау в наиболее пораженной области моз-
га, медиальной височной доле и неокортикальных 
структурах [9–11]. 

На сегодняшний день рынок лекарственных 
препаратов, применяемых для лечения болезни 
Альцгеймера, достаточно мал [12, 13]. В связи с этим 
постоянно идет поиск новых субстанций, с помощью 
которых можно минимизировать снижение когни-
тивных функций, обусловленное прогрессированием 
заболевания [14, 15]. 

Важную роль в этих исследованиях играют жи-
вотные модели БА, позволяющие детально изучать 
действие препаратов на ключевые характеристи-
ки заболевания. Одной из таких линий являются 
трансгенные мыши APPswe/PS1dE9/Blg (APP/PS1), 
используемые для изучения механизмов БА и спо-
собов их коррекции [16]. 

Большое значение в настоящее время прида-
ется разработке лекарств на основе природных 
регуляторных пептидов, которые обладают мяг-
ким действием и отсутствием значительных по-
бочных эффектов [17]. Особое внимание при-
влекает Семакс – одно из известных и давно 
используемых лекарственных средств пептидной 
природы Met-Glu-His-Phe-Pro-Gly-Pro. Семакс яв-
ляется гибридной молекулой, содержащей в своем 
составе фрагмент адренокортикотропного гормона 
АКТГ(4–7) и трипептид Pro-Gly-Pro, обеспечиваю-
щий повышенную устойчивость соединения к дей-
ствию пептидаз. Семакс не обладает гормональной 
активностью, входит в «Перечень жизненно необ-
ходимых и важнейших лекарственных препаратов 
для медицинского применения» (Приложение № 1 
к распоряжению Правительства РФ от 12 октября 
2019 г. № 2406-р). Он используется для лечения не-
врологических патологий и стрессовых состояний. 
Обладает ноотропным действием, стимулирующим 
процессы обучения, внимания и формирования 
памяти у животных и людей [18–22]. Именно это 
свойство привлекательно для использования в те-
рапии БА. Предварительное испытание Семакса 
на ограниченном контингенте больных БА пока-
зало возможность его применения для профилак-
тики и лечения болезни Альцгеймера [23]. Однако 
для широкого внедрения препарата необходимо 
дальнейшее, более подробное исследование его 
действия на различные характеристики БА [24, 
25]. Кроме того, целесообразно исследовать и дру-
гие производные данного пептидного препарата, 
учитывающие в своей структуре особенности, спо-
собные улучшить физиологические свойства по-
тенциального лекарственного средства. В данной ра-

боте использован пептид, являющийся производным 
от Семакса, в последовательности которого произве-
дены две замены. Эти замены (His-Phe на Asp-Arg) 
привели к появлению внутри его структуры сочета-
ния Glu-Asp-Arg. Ранее с использованием клеточ-
ных моделей БА была показана позитивная роль 
трипептида Glu-Asp-Arg в улучшении функцио-
нального состояния нейронов [26]. 

В представленной работе исследовали дей-
ствие Семакса и его производного, Гептапептида 
Met-Glu-Asp-Arg-Pro-Gly-Pro, на поведение мышей 
линии APP/PS1 и амилоидную нагрузку в тканях 
головного мозга с целью определения терапевтиче-
ского потенциала этих пептидов при развитии пато-
логии Альцгеймеровского типа. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные 
Эксперименты проведены с использованием 60 сам-
цов мышей линии APPswe/PS1dE9/Blg (APP/PS1) 
на смешанном генетическом фоне с животными 
С57Bl6/Chg и 20 самцов линии C57Bl6/Chg (дикий 
тип, WT). Условия содержания животных соот-
ветствовали действующим санитарным правилам 
по устройству, оборудованию и содержанию экс-
периментально-биологических клиник. Животных 
содержали по 10 особей в клетке при темпера-
туре 22oС, с постоянным наличием воды и кор-
ма, с  12-часовым дневным освещением (с 8 
до 20 ч). Лабораторные животные со статусом «сво-
бодно от специфических патогенов» (SPF) были по-
лучены на базе НИИ Фармакологии живых систем 
НИУ «БелГУ» (г. Белгород). При работе соблюда-
лись требования Закона РФ «О защите животных 
от жестокого обращения» от 24.06.1998 года, правил 
лабораторной практики при проведении доклиниче-
ских исследований в РФ (ГОСТ 3 51000.3-96 и ГОСТ 
Р53434-2009) и директивы Европейского сообщества 
(86/609 ЕС). Все этапы работы проведены с соблю-
дением правила 3R Берча–Рассела.

Синтез пептидов и их характеристики
Пептид Met-Glu-Asp-Arg-Pro-Gly-Pro (Гептапептид) 
на основе адренокортикотропного гормона синтезиро-
вали методами классической пептидной химии в рас-
творе с использованием защищенных и свободных 
L-аминокислот. Индивидуальность полученного со-
единения подтверждали высокоэффективной жид-
костной хроматографией и масс-спектрометрией. 

Семакс – синтетический пептидный препарат, яв-
ляющийся аналогом АКТГ4-10, полностью лишенный 
гормональной активности, был получен как описано 
ранее [4, 18, 25]. Все аминокислоты L-формы. 
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Формирование экспериментальных групп
В ходе исследования были сформированы четы-
ре экспериментальные группы мышей. Первая 
группа (группа «APP/PS1») является положитель-
ным контролем, в нее входили животные линии 
APP/PS1 с подтвержденными проявлениями па-
тологии Альцгеймеровского типа. Вторая группа 
(группа «WT») – отрицательный контроль – жи-
вотные дикого типа. В третью и четвертую группы 
входили животные линии APP/PS1, которым, на-
чиная с возраста 6 месяцев, интраназально вводи-
ли Семакс (группа «Семакс») или его производное 
(группа «Гептапептид») в дозировке 50 мкг на 1 кг. 
Препараты вводили животным в течение одного ме-
сяца с временным промежутком 1 раз в 2 сут (всего 
15 введений). Затем группы животных делили попо-
лам. Первая половина животных каждой группы (по 
10 особей) была направлена на гистологические ис-
следования в возрасте 7.5 месяца. Вторая половина 
животных находились в отсидке без введения пре-
паратов в течение 1 месяца. В возрасте 8 месяцев 
эти животные были протестированы в поведенче-
ских установках в течение 14 дней. Были проведе-
ны тесты: «Открытое поле», «Распознавание нового 

объекта» и «Лабиринт Барнса». По окончании тести-
рования проводили гистологические исследования 
срезов мозга животных (рис. 1). 

Поведенческое тестирование

Тест «Открытое поле». Данный тест позволяет 
оценить двигательную активность, исследователь-
скую реакцию и тревожность животных. Животных 
помещали на арену с основанием 50 × 50 см, вы-
полненную из непрозрачного оргстекла с высотой 
стенок 50 см (OpenScience, Россия). Тестирование 
одной мыши проводили в течение 5 мин при домаш-
нем освещении – 35–40 Лк. При проведении теста 
в онлайн-режиме фиксировали: общее число пере-
движений животного; общее время движения в се-
кундах; общее пройденное расстояние (см); средняя 
скорость всех передвижений (см/с); время покоя 
(с); расстояние пробежек по периферии (см); общее 
время пробежек по периферии (с); расстояние про-
бежек в центре (см); время в центре (с); число пе-
ресечений центра. Для записи и обработки данных 
использовали программное обеспечение EthoVision 
(Версия 16, Нидерланды).

Рис. 1. Схема эксперимента исследования действия Семакса и Гептапептида на мышах линии APP/PS1
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Тест «Распознавание нового объекта». Тест ис-
пользуется для оценки когнитивных функций жи-
вотных, в частности памяти, путем определения 
предпочтения животного нового объекта знакомо-
му. Тест разделен на 3 фазы: привыкание, обуче-
ние и адаптация, фаза тестирования. Первым днем 
теста «Распознавание нового объекта» является 
тест «Открытое поле». На второй день теста живот-
ное также помещали на арену на 5 мин, при этом 
в определенные зоны ставили два объекта (игруш-
ки) одинакового цвета. На третий день живот-
ное также помещали на арену на 5 мин, при этом 
один из объектов заменяли новым другого цвета. 
При помощи программного обеспечения EthoVision 
фиксировали следующие показатели: двигательная 
активность, количество подходов к новому и старо-
му объекту и время, проведенное возле них. После 
анализа данных рассчитывали индекс предпочтения 
нового объекта по формуле:

,

где a – количество подходов к старому объекту; 
b – количество подходов к новому объекту.

Тест «Лабиринт Барнса». Данный тест исполь-
зовали для исследования пространственного обу-
чения и памяти животного. Цель теста «Лабиринт 
Барнса» – исследование мышью пространства, за-
поминание местоположения выхода с использова-
нием конфигурации дистальных визуальных сигна-
лов, расположенных вокруг области тестирования. 
Установка представляет собой арену диаметром 
122 см, которая содержит 40 отверстий диаметром 
5 см, одно из которых является выходом (убежи-
ще). Дистальные визуальные сигналы – это четы-
ре черно-белые картинки с различными фигурами 
и узорами, которые расположены в разных частях 
света: север, юг, запад, восток. 

Тест «Лабиринт Барнса» проводили в течение 
5 дней, четыре из которых тренировочные и обуча-
ющие, пятый день является тестовым. В течение че-
тырех дней животных помещали на арену на 3 мин. 
По прошествии этого времени, если грызун сам 
находил убежище, то норку вместе с мышью вы-
таскивали и аккуратно переносили в домашнюю 
клетку, если же животное не могло самостоятельно 
найти убежище, тогда экспериментатор помогал ему 
в этом, осторожно подталкивая к норке. У каждо-
го грызуна в течение одного обучающего дня было 
четыре попытки с промежутком 15 мин. На пятый 
день норку удаляли и отверстие закрывали пере-
городкой. Животное помещали на арену на 5 мин. 
При помощи программного обеспечения EthoVision 

фиксировали пройденное расстояние, скорость, вре-
мя нахождения выхода и время, проведенное в зоне 
убежища.

Гистология
Животных подвергали эвтаназии цервикальной 
дислокацией и препарировали ткани для анализа. 
Диссектировали мозг и фиксировали в растворе 
Карнуа (6 частей 96% этилового спирта, 3 части 
хлороформа, 1 часть ледяной уксусной кислоты) 
в течение ночи. Дегидратировали ткань в после-
довательной серии растворов этанола с увеличи-
вающейся концентрацией: 75% 1 ч, 96% (I) 5 мин, 
96% (II) 45 мин, 100% (I) 5 мин, 100% (II). Далее 
инкубировали в течение 30 мин в смеси 100% эти-
ловый спирт–хлороформ (1:1), 1 ч хлороформ (I), 
оставляли на ночь в хлороформе (II), после чего 
ткани пропитывали парафином (3 смены по 1 ч) 
при 600oС. Парафиновые блоки подготавлива-
ли на станции для заливки Leica EG1160 (Leica 
Biosystems). Парафиновые срезы толщиной 8 мкм 
монтировали на предметные стекла с полилизино-
вым покрытием. 

Из зоны мозга толщиной 400 мкм формировали 
пять стекол, содержащих 10 срезов мозга, на каж-
дое предметное стекло помещали каждый пятый 
срез мозга. Далее срезы депарафинизировали в те-
чение 20 мин в ксилоле, регидратировали последо-
вательной инкубацией в растворах этанола: 10 мин 
в 100%, 5 мин – 95%, 5 мин – 50%, далее 3 раза 
по 5 мин промывали в деионизованной воде. Срезы 
окрашивали раствором красителя Конго красный 
(0.5% Конго красного в 50% этиловом спирте) в те-
чение 5 мин и дифференцировали в растворе 0.2% 
KOH в 80% этиловом спирте в течение 1 мин, про-
мывали 3 раза по 5 мин в деионизованной воде и за-
ключали в среду на водной основе Immu-MountTM 
(Thermo Scientific). 

После проведения фиксации мозга, дегидрата-
ции, инкубации и пропитывании парафином про-
изводили нарезку ткани и ее окрашивание в Конго 
красном. В ходе исследования подсчитывали общее 
число бляшек в каждой группе на всех срезах мозга 
в зоне коры и гиппокампа и рассчитывали среднее 
арифметическое значение. Подсчет амилоидных 
бляшек проводили в программе QuPath v0.5.1.

Статистическая обработка данных
Для статистической обработки данных использо-
ваны методы описательной статистики. Все пове-
денческое тестирование имело параметрическое 
распределение по H-критерию Крускала–Уоллиса. 
Для межгруппового сравнения в тесте «Лабиринт 
Барнса» применяли дисперсионный анализ (2 way-
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ANOVA) с использованием обобщенных линей-
ных моделей (GLM). Межгрупповые сравнения 
изменений переменных результатов в гистологии 
проводили по критерию Колмогорова–Смирнова. 
Также для контроля частоты ошибок первого рода 
при множественной проверке гипотез использовали 
поправку Сидака, которая корректирует критерий 
значимости в зависимости от количества заплани-
рованных сравнений. Различия определяли на уров-
не значимости 0.05. Статистический анализ прово-
дили с использованием программного обеспечения 
Statistica 10.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние Семакса и Гептапептида на поведение 
животных
На первом этапе исследования было оценено по-
ведение мышей в тесте «Открытое поле» (рис. 2). 
Сравнительный анализ поведения животных 
из групп WT и APP/PS1 показал, что развитие па-
тологии у мышей APP/PS1 приводит к статистиче-
ски значимому снижению числа их выходов в центр 

арены, выходов на периферию арены и времени, 
проведенному в центре арены. Все указанные нару-
шения в поведении APP/PS1 животных были пре-
дотвращены введением препарата Семакс. Кроме 
того, введение Семакса привело к тому, что живот-
ные стали в целом более активными. Увеличились 
скорость и расстояние, пройденное животными. 
Введение Гептапептида привело к статистически 
значимому, в сравнении с группой животных APP/
PS1, увеличению времени, проведенному на пери-
ферии арены. При этом Гептапептид не влиял ста-
тистически значимо на скорость, дистанцию, число 
выходов на периферию и в центр арены и время, 
проведенное в центре. 

Далее был проведен тест «Распознавание нового 
объекта» (рис. 3). На третий день теста животные 
из группы APP/PS1 проходили большее расстояние 
и имели большую скорость передвижения, чем жи-
вотные группы WT. В то же время интерес к ис-
следованию нового объекта у мышей APP/PS1 был 
достоверно ниже, чем у мышей дикого типа. Индекс 
предпочтения между этими двумя группами не раз-
личался.

Рис. 2. Результаты тести-
рования «Открытое поле». 
Скорость передвижения 
(А), пройденная дистанция 
(Б), число выходов в центр 
арены (В), число выходов 
на периферию арены (Г), 
время, проведенное в цен-
тре арены (Д), время, 
проведенное на перифе-
рии арены (Е). Здесь и да-
лее: APP/PS1 (APPswe/
PS1dE9/Blg), WT (жи-
вотные дикого типа), ГП 
(животные APP/PS1, полу-
чавшие Гептапептид), Се-
макс (животные APP/PS1, 
получавшие Семакс); 
* – p<0.05, ** – р <0.01, 
*** – р <0.001 (по отноше-
нию групп с препаратами 
к мышам линии APP/PS1), 
# – p>0.05 (по отноше-
нию мышей линии APP/PS1 
к животным дикого типа) 
(H-критерий Крускала–
Уоллиса). Количество жи-
вотных в каждой группе, 
n = 10
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Введение Гептапептида не повлияло на скорость 
животных, проходимую ими дистанцию и исследо-
вание нового объекта. Однако индекс предпочтения 
у этих животных вырос почти на 30% по сравнению 
с мышами APP/PS1. Введение Семакса статистиче-
ски значимо повышало у животных интерес к ново-
му объекту и индекс предпочтения нового объекта. 

Следующим был проведен тест «Лабиринт 
Барнса». На первом этапе тестирования животные 
обучались в течение 4 дней (рис. 4). Скорость и прой-
денное расстояние у всех исследуемых групп стати-
стически не различались за исключением животных, 
принимавших Семакс. Введение данного препарата 
статистически значимо повысило скорость и пони-
зило пройденное животными расстояние. На второй 
и третий день теста у этих животных отмечено до-
стоверное снижение латентного времени нахождения 
убежища, однако на четвертый день теста они пока-
зали ухудшение результатов.

На пятый день теста «Лабиринт Барнса» прово-
дили тестовый экспериментальный заход живот-
ных на арену, результаты которого представлены 
на рис. 5. Животные линии APP/PS1 проходили 
большее расстояние, имели большую скорость пере-

движения, а также медленнее находили зону «убе-
жища», чем животные дикого типа. 

Введение Гептапептида привело к статистиче-
ски значимому, в сравнении с группой животных 
линии APP/PS1, уменьшению пройденной дистан-
ции и скорости, повышению времени, проведенно-
го в зоне «убежища», а также к снижению латент-
ного периода нахождения «убежища». При этом 
Гептапептид статистически значимо не влиял 
на количество заходов в зону «убежища». Препарат 
Семакс статистически значимо снижал скорость 
и расстояние, время в зоне «убежища», количество 
заходов в зону «убежища», а также латентный пе-
риод нахождения зоны «убежище». Таким образом, 
введение как Гептапептида, так и Семакса привело 
к выраженной коррекции поведенческих параме-
тров животных линии APP/PS1 до уровня, сопоста-
вимого с показателями у животных дикого типа. 

Результаты гистологических исследований
Гистологическое исследование проводилось с це-
лью оценить влияние введения препаратов Семакс 
и Гептапептид на развитие амилоидоза у мышей 
APP/PS1. Эксперименты были проведены в двух 
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Рис. 4. Результаты те-
стирования «Лабиринт 
Барнса» (1–4 день). 
Латентный период на-
хождения зоны «убе-
жища» (А), пройден-
ное расстояние (Б), 
скорость передвиже-
ния (В); * – р<0.05, 
** – р<0.01, 
*** – р<0.001, 2-way 
Anowa (по отноше-
нию групп с препара-
тами к мышам линии 
APP/PS1), n = 10
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Рис. 5. Результаты тестирования «Лабиринт Барнса» (5 день). Пройденное расстояние (А), скорость передвиже-
ния (Б), время, проведенное в зоне «убежища» (В), количество заходов в зону «убежище» (Г), латентный пери-
од нахождения зоны «убежища» (Д); * – p<0.05, ** – р <0.01, *** – р <0.001 (по соотношению групп с препа-
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временных точках: установлен уровень амилоидных 
бляшек в мозге животных через 2 недели после 
введения препаратов (возраст 7.5 месяца) и через 
полтора месяца (возраст 8.5 месяца).

У животных 7.5 месяца терапия препаратами 
Гептапептид и Семакс привела к снижению ко-
личества амилоидных бляшек в зоне коры в 1.6 
и 2.8 раза соответственно, по сравнению с живот-
ными, не получающими препараты (рис. 6). Анализ 
распределения амилоидных бляшек по разме-
рам показал, что основная их часть представлена 
включениями размером менее 100 мкм2 – это вклю-
чения, которые образовались в недавнем времени 
и с возрастом они будут только увеличиваться. 

Гептапептид и Семакс значительно снизили пред-
ставленность именно этой популяции бляшек. 

Анализ амилоидных бляшек в зоне гиппокампа 
показал такую же тенденцию, как в коре (рис. 6). 
Количество амилоидных включений у мышей 
в группе «Гептапептид» было в 1.7 раза меньше, чем 
у группы «APP/PS1», в группе «Семакс» в 2.6 раза 
меньше. В наибольшей степени снижение количества 
бляшек под действием препаратов затронуло популя-
цию амилоидных включений площадью до 100 мкм2. 

У животных APP/PS1 в возрасте 8.5 месяца зна-
чительно возросло количество амилоидных бляшек 
как в коре, так и в гиппокампе (рис. 7). При этом за-
щитное действие Гептапептида и Семакса сохрани-
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Рис. 6. Результаты 
гистологического иссле-
дования мышей APP/PS1 
в возрасте 7.5 месяца 
(А). Репрезентативные 
микрофотографии 
срезов головного мозга 
контрольных живот-
ных и мышей, которым 
вводили Гектапептид 
и Семакс. Амилоид-
ные бляшки окрашены 
в ярко-красный цвет. 
Масштабная линейка: 
500 мкм. Среднее число 
амилоидных бляшек 
(Б, Г) и распределение 
бляшек по размерам 
(В, Д) в мозге мышей 
линии APP/PS1 в коре (Б, 
В) и гиппокампе (Г, Д) 
на первой точке экспери-
мента. ** – р<0.01, 
*** – р<0.001 Критерий 
Колмогорова–Смир-
нова, **** – р<0.0001, 
поправка Сидака на мно-
жественные сравнения. 
n = 10
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Рис. 7. Результаты 
гистологического 
исследования мышей 
APP/PS1 в возрасте 
8.5 месяца. Репре-
зентативные микро-
фотографии срезов 
головного мозга кон-
трольных животных 
и мышей, которым 
вводили Гектапептид 
и Семакс (А). Амило-
идные бляшки окра-
шены в ярко-крас-
ный цвет. Среднее 
число амилоидных 
бляшек (Б, Г) и рас-
пределение бляшек 
по размерам (В, Д) 
в мозге мышей линии 
APP/PS1 в коре 
(Б, В) и гиппокам-
пе (Г, Д) на первой 
точке эксперимен-
та. *** – р<0.001 
Критерий Колмо-
горова–Смирнова, 
**** – р<0.0001, 
поправка Сидака 
на множественные 
сравнения). n = 10
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лось практически на том же уровне, как и у живот-
ных в возрасте 7.5 месяца. Количество амилоидных 
включений в коре мышей в группе «Гептапептид» 
было в 1.8 раза меньше, чем в группе «APP/PS1», 
в группе «Семакс» в 2.2 раза меньше. У мышей 
группы «Гептапептид» бляшек в гиппокампе было 
в 1.6 раза меньше, чем в группе «APP/PSEN1», 
в группе «Семакс» – в 1.7 раза меньше. Анализ рас-
пределения амилоидных бляшек выявил наиболь-
шее снижение числа бляшек размером до 100 мкм2 
у получавших препараты мышей в возрасте как 7.5, 
так и 8.5 месяца. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Пептид Семакс, обладающий нейропротекторны-
ми и ноотропными свойствами, является стиму-
лятором памяти пролонгированного действия [17]. 
Предложенные нами модификации Семакса, в ре-
зультате которых был получен Гептапептид, пред-
положительно могли усилить влияние пептида 
на основные патологические признаки БА. 

Тестирование поведения животных показало, 
что у мышей APP/PS1 по сравнению с мышами ди-
кого типа значительно ухудшены поведенческие 
и когнитивные характеристики. После курсового 
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введения препаратов пептидов многие из них были 
полностью или частично восстановлены. В тестах 
«Отрытое поле» и «Распознавание нового объек-
та» значимый позитивный эффект продемонстри-
ровал Семакс. В случае теста «Лабиринта Барнса» 
Гептапептид улучшал некоторые поведенческие па-
раметры животных линии APP/PS1 до уровня по-
казателей у животных дикого типа. Семакс в дан-
ном тесте оказывал положительное действие на еще 
большее число параметров.

Таким образом, через месяц после курсового вве-
дения пептидов наблюдалось улучшение ряда пове-
денческих и когнитивных характеристик животных 
с патологией Альцгеймеровского типа.

Наиболее яркие результаты были получены 
при изучении гистологических препаратов мозга 
животных. Через 2 недели после месячного кур-
сового введения пептидных препаратов амилоид-
ные бляшки определялись в коре головного мозга 
и в гиппокампе. В этот период у животных группы 
APP/PS1 среднее число амилоидных бляшек превы-
шало 350 на мм2, тогда как в группе «Гептапептид» 
это число было снижено в 1.6 раза, а в группе 
«Семакс» еще больше – в 2.8 раза. При этом пепти-
ды в основном снижали количество бляшек мало-
го размера (меньше 100 мкм2), что свидетельствует 
о том, что они препятствуют образованию новых 
бляшек. В области гиппокампа среднее число бля-
шек было ожидаемо меньшим – более 50 на мм2. 
У мышей группы APP/PS1 также наблюдалось 
снижение числа бляшек под действием пептидов: 
в 1.7 раза меньшее в группе «Гептапептид» и в 2.6 
раза меньшее в группе «Семакс». Таким образом, 
на данном этапе курсовое введение того или другого 
пептида значительно снижает количество образую-
щихся амилоидных бляшек в обоих отделах мозга, 
причем наиболее эффективное действие оказывает 
Семакс.

Следующий этап гистологического исследования 
был проведен на образцах мозга животных через 
1.5 месяца после введения препаратов. За это вре-
мя в коре головного мозга животных группы APP/
PS1 среднее число бляшек (на мм2) превысило 400. 
В группах «Гептапептид» и «Семакс» этот показа-

тель хотя и немного увеличился, но остался значи-
тельно сниженным (в 1.8 и 2.2 раза соответственно). 
Сходные результаты получены и в образцах гип-
покампа. Таким образом, оба пептида вызвали сни-
жение амилоидных включений в тканях, которое 
сохраняется в течение 1.5 месяца после их введе-
ния. Действие этих пептидов может быть основано 
на важном свойстве, присущем многим пептидам – 
на способности аллостерически взаимодействовать 
с различными рецепторами, меняя их воздействие 
на контролируемые сигнальные пути [27].

Предложенная ранее концепция «амилоидных 
матриц» основана на долговременном взаимодей-
ствии измененных форм бета-амилоида с белками-
партнерами, включая альфа-4-никотиновый аце-
тилхолиновый рецептор. Образованные комплексы 
могут служить затравками патологической агрега-
ции интактных молекул бета-амилоида, генерируя 
формирование амилоидных бляшек [28, 29]. Таким 
образом, можно предположить, что оба изучаемых 
пептида связываются аллостерически с рецепто-
рами, включая ацетилхолиновые, и тем самым ме-
няют их конфигурацию, приводя к невозможности 
или резкому снижению их связывания с изменен-
ной формой бета-амилоида. Тогда именно этот путь 
образования амилоидных бляшек может тормозить-
ся под действием исследованных нами пептидов, 
причем это торможение сохраняется более месяца 
после их курсового введения. 

Полученные данные показывают, что интрана-
зальное введение препаратов Семакс и Гептапептид 
приводит к улучшению когнитивных функций 
у мышей с моделью болезни Альцгеймера. При этом 
и Семакс и Гептапептид значительно снижают ами-
лоидную нагрузку в мозге животных. Эти результа-
ты демонстрируют перспективность использования 
Семакса и его производных для разработки методов 
лечения и коррекции болезни Альцгеймера. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (грант № 19-74-30007, 
поведенческие тесты, гистология) и Госзадания 

НИЦ «Курчатовский институт» (дизайн 
и синтез пептидов).
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РЕФЕРАТ Токсин ProTx-I из яда тарантула Thrixopelma pruriens ингибирует потенциал-зависимые на-
триевые (NaV), калиевые и кальциевые каналы, а также хемочувствительный канал TRPA1, влияя 
на процессы их активации. Благодаря активности в отношении каналов NaV1.7, NaV1.8 и TRPA1, уча-
ствующих в восприятии и распространении болевых сигналов, ProTx-I может рассматриваться в ка-
честве модели для создания анальгетиков нового поколения. ProTx-I состоит из 35 аминокислотных 
остатков, при этом три дисульфидные связи в его структуре образуют мотив ингибиторного цисти-
нового узла, что затрудняет рекомбинантную продукцию токсина. Разработка эффективной системы 
продукции ProTx-I необходима для изучения механизма действия токсина на молекулярном уровне. 
В представленной работе мы сравнили ряд подходов к бактериальной продукции дисульфидсодержа-
щих токсинов. Цитоплазматическая экспрессия ProTx-I в составе слитого растворимого белка с тиоре-
доксином или глутатион-S-трансферазой не позволила получить правильно свернутый токсин. В то же 
время ProTx-I с природной структурой был получен в ходе «прямой» экспрессии в виде цитоплазмати-
ческих телец включения с последующей ренатурацией, а также при секреции в периплазматическое 
пространство в слитой конструкции с мальтозосвязывающим белком. Активность рекомбинантного 
ProTx-I была изучена электрофизиологическими методами на ооцитах Xenopus laevis, экспрессирующих 
каналы TRPA1 крысы и человека. Токсин показал большую активность на канале крысы, чем на ка-
нале человека (IC50 = 250 ± 70 и 840 ± 190 нМ соответственно). Также было обнаружено, что наличие 
дополнительного N-концевого остатка метионина у токсина, полученного в ходе «прямой» экспрессии, 
значительно ослабляет активность ProTx-I.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА цистиновый узел, TRPA1, токсин, влияющий на активацию, бактериальная продук-
ция, дисульфид-богатые белки.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ AITC – аллилизотиоцианат; GST – глутатион-S-трансфераза; ICK – ингибитор-
ный цистиновый узел; MBP – мальтозосвязывающий белок; NaV – потенциал-зависимый натриевый 
канал; TRX – тиоредоксин; ИПТГ – изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид.
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ВВЕДЕНИЕ
Яды пауков – богатый источник полипептидных ток-
синов, действующих на различные мембранные ре-
цепторы и ионные каналы [1–3]. Многие токсины пау-
ков принадлежат к семейству ноттинов – небольших 
(20–50 а.о.) β-структурных пептидов, содержащих 
в своей структуре консервативный мотив «ингибитор-
ного цистинового узла» (ICK) [4], образованный тремя 
дисульфидами C1−C4, C2−C5 и C3−C6. Такая про-
странственная структура обеспечивает высокую фи-
зико-химическую и протеолитическую стабильность 
ноттинов, что делает мотив ICK перспективной ос-
новой для дизайна новых пептидных препаратов [5]. 

Среди ноттинов пауков выделяют мембранотроп-
ные токсины, влияющие на активацию или инак-
тивацию натриевых (NaV), калиевых и кальциевых 
потенциал-зависимых каналов (так называемые gat-
ing modifier toxins) [6]. Токсин ProTx-I (Protoxin-I 
или β/ω-theraphotoxin-Tp1a, 35 а.о.) – мембрано-
тропный ноттин перуанского зеленого бархатного 
тарантула Thrixopelma pruriens. ProTx-I эффек-
тивно ингибирует ряд потенциал-зависимых кана-
лов [7], а также хемочувствительный канал TRPA1 
[8]. Среди мишеней ProTx-I каналы NaV1.7, NaV1.8 
и TRPA1 являются перспективными терапевтиче-
скими мишенями для лечения боли и неврологиче-
ских воспалительных синдромов [9–11]. Изучение 
механизма действия ProTx-I на эти каналы может 
дать информацию, необходимую для создания новых 
анальгетиков и других биомедицинских препаратов.

Первым шагом, необходимым для изучения меха-
низма действия ProTx-I, а также для дизайна но-
вых вариантов этого ноттина, является разработка 
эффективной системы продукции. Традиционно не-
большие полипептидные токсины, включая ноттины 
пауков, получают методами пептидного синтеза с по-
следующей ренатурацией для формирования пра-
вильной системы дисульфидных связей [12]. Кроме 
того, рекомбинантные ноттины получают в клетках 
Pichia pastoris [12–14] и в клетках Escherichia coli 
[15, 16]. Однако при цитоплазматической продукции 
происходит накопление этих белков в виде нерас-
творимых телец включения [17, 18]. Для получения 
дисульфид-богатых токсинов в клетках E. coli при-
меняют: (1) «прямую» экспрессию с последующим 
выделением пептида из телец включения и ренату-
рацией; (2) получение в виде слитых конструкций 
с белками, способствующими замыканию дисуль-
фидных связей и повышающими уровень продук-
ции, такими как, например, тиоредоксин A (TRX) 
или глутатион-S-трансфераза (GST); (3) секрецию 
рекомбинантных пептидов в периплазматическое 
пространство E. coli, в котором происходит образо-
вание дисульфидных связей [17, 19].

Мы сравнили эти подходы к бактериальной про-
дукции ProTx-I и впервые получили корректно свер-
нутый рекомбинантный токсин, активность которо-
го охарактеризовали на каналах TRPA1 человека 
и крысы. Полученные данные показали значитель-
ную видоспецифичность ингибирующего действия 
ProTx-I, а также влияние N-концевой последова-
тельности токсина на его активность. Разработанная 
система бактериальной продукции открывает новые 
возможности для получения мутантных и мечен-
ных изотопами вариантов ProTx-I для дальнейших 
структурных и функциональных исследований.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Конструирование экспрессионных векторов
Ген ProTx-I был сконструирован на основе ами-
нокислотной последовательности P83480 из базы 
данных UniProt. Нуклеотидная последователь-
ность гена была оптимизирована с учетом ча-
стоты использования кодонов в E. coli. Векторы 
для цитоплазматической экспрессии слитых бел-
ков TRX-ProTx-I и GST-ProTx-I получены путем 
клонирования гена ProTx-I в векторы pET-32a(+) 
(Novagene, США) и pET-32a(+)/GST по сайтам KpnI/
BamHI и BamHI/HindIII соответственно. Плазмида 
pET-32a(+)/GST была получена ранее путем заме-
ны последовательности гена TRX в плазмиде pET-
32a(+) на последовательность гена GST. Вектор 
для бактериальной секреции слитого белка MBP-
ProTx-I получен путем клонирования гена ProTx-I 
по сайтам KpnI и SacI в плазмиду pLicC-MBP-
APETx2 (Addgene, #72668) [20]. Вектор для прямой 
экспрессии Met-ProTx-I получали путем клониро-
вания гена ProTx-I в вектор pET-22b(+) (Novagene) 
по сайтам NdeI и BamHI. В этом случае N-конец 
молекулы ProTx-I содержал дополнительный оста-
ток метионина, кодируемый стартовым кодоном 
ATG. Для продукции 6His-Met-ProTx-I на 5’-конец 
гена ProTx-I вставляли дополнительную последова-
тельность, кодирующую 6His-tag, и линкерную по-
следовательность, содержащую остаток метионина. 
Далее этот ген клонировали в вектор pET-22b(+) 
по сайтам NdeI и BamHI. Схема использованных 
конструкций приведена на рис. 1.

Бактериальная продукция слитых белков 
TRX-ProTx-I, GST-ProTx-I и MBP-ProTx-I 
Для получения слитых белков TRX-ProTx-I и GST-
ProTx-I штаммы E. coli BL21(DE3) и SHuffle T7 
Express (NEB) трансформировали векторами 
pET-32a(+)/TRX-ProTx-I и pET-32a(+)/GST-ProTx-I 
соответственно. MBP-ProTx-I продуцировали 
в штамме E. coli Rosetta-gami (DE3). Клетки вы-
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ращивали на среде ТВ (12 г бактотриптона, 24 г 
дрожжевого экстракта, 4 мл глицерина, 2.3  г 
KH2PO4, 12.5 г K2HPO4 на 1 л среды, pH 7.4), со-
держащей 100 мкг/мл ампициллина (Sigma, США) 
до OD600 ~ 0.6. Экспрессию индуцировали, добав-
ляя 0.1 мМ изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида 
(ИПТГ, Sigma). Клетки культивировали в тече-
ние 16 ч при 20°C в случае GST-ProTx-I или 72 ч 
при 13°C в случае MBP-ProTx-I и TRX-ProTx-I.

Бактериальная продукция Met-ProTx-I 
и 6His-Met-ProTx-I
Met-ProTx-I  и   6His-Met-ProTx-I  получа-
ли в штамме E. coli BL21(DE3), трансформи-
рованном векторами pET-22b(+)/Met-ProTx-I 
или pET-22b(+)/6His-Met-ProTx-I соответственно. 
Для получения Met-ProTx-I клетки выращивали 
на среде TB при 37°C до OD600 ~ 0.6 и индуцировали 
экспрессию, добавляя 0.2 мМ ИПТГ. Для получения 
6His-Met-ProTx-I клетки выращивали на среде SB 
(32 г бактотриптона, 20 г дрожжевого экстракта, 5 г 
NaCl, pH 7.4) при 37°C до OD600 ~ 6.0 и индуцировали 
экспрессию 1 мМ ИПТГ. После индукции культиви-
рование продолжали в течение 18 ч при 37°C.

Выделение и хроматографическая очистка слитых 
белков TRX-ProTx-I, GST-ProTx-I и MBP-ProTx-I
Клетки собирали центрифугированием при 10000 g 
в течение 20 мин и 4°C. Клеточный осадок ресу-
спендировали в буфере A (20 мМ Трис-HCl, 300 мМ 
NaCl, pH 8.0) в присутствии 1 мМ фенилметил-
сульфонилфторида (PMSF, Sigma). Клетки раз-
рушали ультразвуком (Branson Digital Sonifier, 
США) при выходной мощности прибора 500 Вт 
и 4ºC в течение 6 мин. Суспензию центрифугирова-
ли при 30000 g в течение 30 мин при 4°C. Очистку 
слитых белков осуществляли с помощью металл-
аффинной хроматографии на смоле Ni-Sepharose 
FastFlow (Cytiva, США), предварительно уравнове-
шенной в буфере А. Рекомбинантные белки элюиро-
вали ступенчатым градиентом концентрации имида-
зола (Macklin, Китай) от 20 до 500 мМ.

Выделение и очистка восстановленных 
Met-ProTx-I и 6His-Met-ProTx-I
Выделение сульфитированного Met-ProTx-I из цито-
плазматических телец включения и его хроматогра-
фическую очистку в денатурирующих условиях про-
водили согласно протоколам, описанным ранее [19]. 
После хроматографии Met-ProTx-I восстанавливали 
500-кратным молярным избытком дитиотреитола 
(ДТТ, Sigma). Цитоплазматические тельца включения, 
содержащие 6His-Met-ProTx-I, солюбилизировали 
в денатурирующем буфере (20 мМ Трис-HCl, 300 мМ 
NaCl, 10 мМ β-меркаптоэтанол, 8 М мочевина, pH 8.0) 
в течение 3 ч, центрифугировали и супернатант на-
носили на хроматографическую смолу Ni-Sepharose 
FastFlow, уравновешенную денатурирующим бу-
фером. 6His-Met-ProTx-I элюировали ступенчатым 
градиентом концентрации имидазола (20–500 мМ). 
Перед гидролизом с помощью BrCN (Sigma) в хрома-
тографические фракции 6His-Met-ProTx-I добавляли 
500-кратный молярный избыток ДТТ. 

Гидролиз рекомбинантных белков с помощью 
BrCN
Полученные рекомбинантные белки 6His-Met-
ProTx-I, TRX-ProTx-I, GST-ProTx-I и MBP-ProTx-I 
в концентрации 4 мг/мл гидролизовали, добавляя 
0.3 М HCl и 50-кратный молярный избыток (по от-
ношению к остаткам метионина) BrCN. Реакцию 
проводили в течение ночи в темноте при комнатной 
температуре. Затем BrCN удаляли выпариванием 
на приборе Centrivap (Labconco, США), оснащенном 
криогенной ловушкой.

Ренатурация Met-ProTx-I и ProTx-I
Ренатурацию Met-ProTx-I и ProTx-I (полученного 
в результате гидролиза 6His-Met-ProTx-I с помо-

Рис. 1. Дизайн генетических конструкций для получения 
ProTx-I в клетках E. coli. А – аминокислотная последова-
тельность токсина ProTx-I. Остатки цистеинов показаны 
желтым цветом, линиями обозначены дисульфидные 
связи. Б – схемы генетических конструкций. Сверху 
вниз: векторы для «прямой» продукции Met-ProTx-I 
и 6His-Met-ProTx-I; векторы для цитоплазматической 
продукции ProTx-I в виде слитых белков с TRX и GST; 
вектор для секреции ProTx-I в виде слитого белка с MBP. 
Зелеными галочками отмечены конструкции, с исполь-
зованием которых удалось получить рекомбинантный 
ProTx-I в структурированном виде
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Рис. 2. Анализ рекомбинантных вариантов ProTx-I методами ВЭЖХ, масс-спектрометрии и SDS-ПААГ-электро
фореза. A, Б, В – репрезентативные хроматограммы ВЭЖХ-очистки (верхняя панель) и ВЭЖХ-анализ очищенных 
вариантов ProTx-I (нижняя панель), полученных разными способами: ренатурированный Met-ProTx-I (А), ренатури-
рованный ProTx-I после гидролиза 6His-Met-ProTx-I с помощью BrCN (Б), ProTx-I после гидролиза секретируемого 
MBP-ProTx-I с помощью BrCN (В). Г–Е – MALDI-MS- спектры вариантов ProTx-I, представленных на панелях (A–В). 
В образцы, показанные на Д и Е, дополнительно добавляли токсин Phα1β. На Д и Е также наблюдаются двухзарядные 
ионы [ProTx-I+2H+] и [Phα1β+2H+]. Ж – электрофоретический анализ препаратов ProTx-I, полученных в результате 
«прямой» экспрессии: M – маркер (BioSharp BL712A); 1 – Met-ProTx-I до ренатурации; 2 – ProTx-I, полученный в ре-
зультате гидролиза 6His-Met-ProTx-I с помощью BrCN, до ренатурации; 3 – препарат с дорожки 2 после ренатурации

значение m/z (4116.9 Да, рис. 2Г), близкое к ожида-
емой моноизотопной массе [Met-ProTx-I+H+] 4116.7 
Да, соответствующей молекуле токсина с замкнуты-
ми дисульфидными связями. 

Анализ вариантов ProTx-I, полученных в ре-
зультате гидролиза 6His-Met-ProTx-I (рис. 2Д) 
или бактериальной секреции (рис. 2Е), проводили 
на спектрометре Ultraflex MALDI-TOF/TOF (Bruker, 
Германия). Для калибровки спектрометра использо-
вали продукты автолиза трипсина. Молекулярные 
массы ProTх-I – 3985.0 и 3985.9 Да, – полученные 
в обоих случаях, соответствовали расчетной моно-
изотопной массе ProTx-I (3985.7 Да, [ProTx-I+H+]) 
в пределах погрешности измерения. В обоих слу-
чаях для проверки калибровки в образцы дополни-
тельно добавляли токсин Phα1β (расчетная масса 
6029.5 Да [Phα1β+H+]), для которого были получены 
массы 6028.5 и 6029.9 Да соответственно.

ЯМР-спектроскопия
Спектры ЯМР измеряли в водном растворе (5% 
D2O, pH 4.5, 30°C), используя ЯМР-спектрометр 
AVANCE-800 (Bruker) с рабочей частотой протонов 
800 МГц. В качестве положительного контроля кор-

щью BrCN) инициировали переносом рекомбинант-
ных белков в ренатурирующий буфер (0.1 М Трис-
HCl, 2 М мочевина, 1.5 мМ GSH и 0.15 мМ GSSG, pH 
7.5) с помощью гель-фильтрации на хроматографи-
ческих колонках NAP-25 (Cytiva). Финальная кон-
центрация рекомбинантных токсинов в ренатуриру-
ющем буфере составляла 0.02 мг/мл. 

Хроматографическая очистка и анализ рекомби­
нантных вариантов ProTx-I с помощью ВЭЖХ
ВЭЖХ рекомбинантных вариантов ProTx-I про-
водили на колонке Jupiter C4 (A300, 4.6 × 250 мм, 
Phenomenex) с использованием хроматографов 
Vanquish Core и Ultimate 3000 (ThermoFisher, CША). 
Токсины элюировали градиентом ацетонитри-
ла в присутствии 0.1% трифторуксусной кислоты 
при скорости потока 1 мл/мин. Полученные препа-
раты токсинов лиофилизировали. 

Масс-спектрометрия
Препарат Met-ProTх-I анализировали в рефлектор-
ном режиме детекции положительно заряженных 
ионов на спектрометре Rapiflex MALDI-TOF/TOF 
(Bruker, Германия). В результате было получено 
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ректной пространственной структуры использовали 
коммерческий препарат токсина, полученный путем 
химического синтеза (Smartox Biotechnology Inc., 
Франция).

Электрофизиологические эксперименты
Регистрацию токов через TRPA1 человека и кры-
сы [21] проводили в ооцитах X. laevis, экспресси-
рующих эти каналы. Выделение ооцитов, инъек-
ция мРНК и запись экспериментов описаны ранее 
в [22]. Все растворы готовили в день эксперимента 
на основе ND-96 без кальция, содержащего (в мМ) 
96 NaCl, 2 KCl, 1 MgCl2 и 10 HEPES при pH 7.4. 
Токи стимулировали аппликацией 100 мкМ AITC 
(Sigma-Aldrich), раствор добавляли вручную в пер-
фузионную камеру, запись токов проводили с пи-
лообразным изменением напряжения как описано 
в [22]. Для каждого ооцита последовательно запи-
сывали три ответа на аппликацию AITC, а также 
последующий ток утечки в присутствии специфиче-
ского ингибитора TRPA1 HC030031 (Sigma-Aldrich). 
Амплитуду первого ответа использовали для нор-
мирования данных, полученных на разных ооцитах. 
Для возбуждения второго ответа AITC подавали 
вместе с ProTx-I или HC030031. Амплитуду этого 
ответа измеряли, нормировали, усредняли между 
разными ооцитами и использовали для построения 
кривых доза-ответ. Кривые доза-ответ аппроксими-
ровали уравнением Хилла:

 , 

где nH – коэффициент Хилла.
Статистическую обработку результатов осущест-

вляли в программе GraphPad Prism 9.0. Для сравне-
ния амплитуд токов при определенных концентрациях 
токсина использовали либо двусторонний t-критерий 
Стьюдента, либо однофакторный дисперсионный ана-
лиз ANOVA и критерий Даннетта для множественно-
го сравнения. Сравнение параметров кривых доза-от-
вет осуществляли с помощью F-теста. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Продукция ProTx-I в слитой конструкции с TRX 
и GST
Для получения рекомбинантного ProTx-I были про-
тестированы пять различных подходов. ProTx-I по-
лучали в виде слитых с белками-партнерами раство-
римых белков: TRX, GST и мальтозосвязывающим 
белком (MBP), а также с шестью N-концевыми 
остатками гистидина (6His-tag) и без них в виде 
цитоплазматических телец включения (рис. 1). 
Эффективность рекомбинантной продукции токсинов 

пауков в связке с TRX и GST показана ранее [23–26], 
а эффективность продукции в виде цитоплазматиче-
ских телец включения с последующей ренатурацией 
продемонстрирована нами для ряда дисульфид-бо-
гатых белков, включая токсины из яда змей и белки 
человека семейства Ly6/uPAR [27]. 

Культивирование клеток BL21(DE3), трансфор-
мированных плазмидой pET-32a/ProTx-I, при 37°С 
приводило к получению слитого белка TRX-ProTx-I 
в нерастворимом виде, в то время как понижение тем-
пературы культивирования клеток до 13°С позволило 
получить растворимый белок с выходом 20 мг/л бак-
териальной культуры. Поскольку молекула ProTx-I 
не содержит остатки метионина, мы использовали 
BrCN для гидролиза слитого белка [28] по дополни-
тельному остатку метионина, введенному перед пер-
вым остатком ProTx-I. Анализ очищенного препарата 
ProTx-I с помощью MALDI подтвердил ожидаемую 
молекулярную массу токсина с замкнутыми ди
сульфидными связями. Однако сравнение 1Н-ЯМР-
спектров рекомбинантного токсина и коммерческого 
препарата ProTx-I выявило отсутствие корректной 
пространственной структуры у рекомбинантного 
ProTx-I (рис. 3А, Д). Использование GST в качестве 
белка-партнера также не позволило получить ProTx-I 
в структурированном виде. Эти результаты подчер-
кивают необходимость анализа пространственной 
структуры рекомбинантных токсинов, поскольку их 
получение в растворимом виде с белками-партнерами 
и с ожидаемой молекулярной массой не гарантирует 
правильного сворачивания белковой молекулы и об-
разования корректных дисульфидных связей. 

Получение Met-ProTx-I из телец включения
Ген ProTx-I содержит на 5’-конце стартовый кодон 
ATG, необходимый для инициации трансляции, по-
этому итоговый рекомбинантный продукт при его 
получении в виде цитоплазматических телец вклю-
чения содержит дополнительный N-концевой оста-
ток метионина (рис. 1Б). Для очистки Met-ProTx-I 
мы использовали ранее разработанный протокол, 
включающий солюбилизацию токсина из цитоплаз-
матических телец включения в денатурированном 
виде с остатками цистеина, химически модифи-
цированными до S-сульфоната, и последующую 
ионообменную хроматографию на смоле DEAP-
spheronite-OH [27]. Выход денатурированного Met-
ProTx-I на этой стадии составил 6 мг/л бактериаль-
ной культуры. Очищенный препарат Met-ProTx-I 
обрабатывали ДТТ для снятия S-сульфонатных 
групп с остатков цистеина, затем удаляли ДТТ 
с помощью гель-фильтрации и переносили токсин 
в буфер для ренатурации. Протокол ренатурации 
токсина был основан на протоколе, опубликованном 
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ранее для химически синтезированного ProTx-I 
[29] и сходен с используемыми нами протоколами 
для ренатурации других дисульфид-богатых бел-
ков [27]. Ренатурированный Met-ProTx-I, очищен-
ный с помощью ВЭЖХ в градиенте ацетонитрила 
(рис. 2А), имел природную структуру (рис. 3Б), од-
нако эффективность ренатурации токсина при та-
ком подходе оказалась крайне низкой. Конечный 
выход ренатурированного продукта составил всего 
~ 0.05 мг/л бактериальной культуры. 

Получение ProTx-I с природной N-концевой 
последовательностью
Низкая эффективность ренатурации Met-ProTx-I 
могла быть связана с недостаточной чистотой пре-
парата перед ренатурацией. Для повышения чисто-
ты токсина перед ренатурацией и, как следствие, 
повышения выхода ренатурированного ProTx-I 
в N-концевую последовательность ProTx-I ввели 
последовательность 6His-tag. Похожий подход ис-
пользовали ранее для рекомбинантной продукции 
других токсинов пауков [30]. Известно, что дополни-
тельные остатки в N-концевой последовательности 
токсинов могут влиять на их структуру и актив-
ность [31], поэтому для получения токсина с при-
родной N-концевой последовательностью после 
6His-tag был введен дополнительный остаток метио-
нина для последующего гидролиза с помощью BrCN 
(рис. 1Б). Выход 6His-Met-ProTx-I после очистки 
с помощью металл-хелатной хроматографии соста-
вил ~ 13 мг/л бактериальной культуры. Таким об-
разом, введение 6His-tag в N-концевую последова-
тельность позволило не только увеличить чистоту 
препарата токсина перед ренатурацией (рис. 2Ж), 
но и поднять уровень продукции токсина, что на-
ходится в согласии с нашим более ранним наблю-
дением, согласно которому N-концевая последова-
тельность может влиять на выход рекомбинантных 
белков [32]. Денатурированный препарат токсина 
6His-Met-ProTx-I гидролизовали с помощью BrCN, 
далее ренатурацию проводили аналогично препара-
ту Met-ProTx-I. Конечный выход ренатурированно-
го препарата ProTx-I с природной N-концевой по-
следовательностью составил после ВЭЖХ (рис. 2Б) 
0.3 мг/л бактериальной культуры. Таким образом, 
введение 6His-tag в молекулу ProTx-I позволило 
не только повысить продукцию токсина, но и по-
лучить пептид с природной последовательностью 
в структурированном виде, что подтверждено дан-
ными ЯМР-спектроскопии (рис. 3В). 

Секреция ProTx-I
Альтернативным способом продукции белков с кор-
ректно замкнутыми дисульфидными связями в клет-

ках E. coli является секреция в периплазматическое 
пространство [20]. Для повышения уровня продукции 
токсина использовали слитую конструкцию с MBP, 
а для секреции в периплазматическое пространство 
в N-концевую последовательность MBP вводили 
сигнальный пептид MalE [33] (рис. 1Б). Для после-
дующего отщепления ProTx-I от МВР перед по-
следовательностью токсина встраивали остаток ме-
тионина. На этом этапе мы использовали штамм E. 
coli Rosetta-gami™ (производное Origami™), хорошо 
зарекомендовавший себя для получения дисульфид-
богатых белков, включая токсины животных [34, 35]. 
Для увеличения выхода белка в растворимом виде 
мы понижали температуру культивирования клеток 
после индукции до 13°C, что позволяет замедлить 
скорость синтеза белка и способствует формирова-
нию корректно замкнутых дисульфидных связей [36]. 
Выход белка MBP-ProTx-I после очистки из суммар-
ного клеточного лизата с помощью металл-хелатной 
аффинной хроматографии составил 75 мг/л бактери-
альной культуры. Далее белок MBP-ProTx-I гидро-
лизовали с помощью BrCN, и ProTx-I с природной 
N-концевой последовательностью очищали с помо-
щью ВЭЖХ (рис. 2В). Финальный выход секретиру-

Рис. 3. 1D 1H-ЯМР-спектры вариантов ProTx-I (pH 4.5, 
30°C). А – спектр неправильно свернутого ProTx-I, 
полученного в результате продукции слитого белка 
TRX-ProTx-I и гидролиза BrCN. Б – спектр Met-ProTx-I, 
полученного в виде телец включения и последующей ре-
натурации. В – спектр ProTx-I, полученного в виде телец 
включения (конструкция 6His-Met-ProTx-I), после гидро-
лиза BrCN и ренатурации. Г – спектр ProTx-I, полученного 
в результате секреции слитой конструкции MBP-ProTx-I 
и гидролиза BrCN. Д – спектр коммерческого препарата 
ProTx-I, полученного методом химического синтеза

м.д. 
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Таблица 1. Параметры уравнения Хилла для анализа кривых ингибирования

Рецептор/токсин IC50, мкМ Коэффициент Хилла
hTRPA1/Met-ProTx-I 8.9 ± 7.0 =1.0*

hTRPA1/ProTx-I (Smartox) 0.41 ± 0.16 0.68 ± 0.24
hTRPA1/rProTx-I 0.84 ± 0.19 0.91 ± 0.18
rTRPA1/rProTx-I 0.25 ± 0.07 1.03 ± 0.26

*При анализе кривой доза-ответ для этого варианта токсина коэффициент Хилла предполагали равным 1.0. 

Рис. 4. Действие вариантов ProTx-I на направленные наружу AITC-индуцированные токи в ооцитах X. laevis, экс-
прессирующих TRPA1. A – усредненные нормированные записи токов через канал TRPA1 человека в отсутствие 
и в присутствии селективного антагониста HC030031 или ProTx-I. Данные представлены как среднее ± SEM (линии 
и затененные области соответственно, n = 3–6 ооцитов). Периоды аппликации веществ показаны горизонтальны-
ми линиями. Б – кривые доза–ответ для ингибирования TRPA1 человека рекомбинантными препаратами rProTx-I, 
Met-ProTx-I и коммерческим ProTx-I (Smartox). **(p <0.01) и ***(p <0.001) указывают на значительное отличие 
амплитуды тока между препаратом Met-ProTx-I и препаратами rProTx-I и ProTx-I (Smartox) согласно критерию 
ANOVA/Даннетт. Различие в значениях IC

50
 для соответствующих кривых, аппроксимированных уравнением 

Хилла (табл. 1), статистически значимо с p <0.0001 (F-тест). В – кривые доза–ответ для рекомбинантного препа-
рата rProTx-I в отношении TRPA1 человека (hTRPA1) и крысы (rTRPA1). Различие в значениях IC

50
 для этих кривых 

статистически значимо с p = 0.006 (F-тест). **(p <0.01) указывает на значительное отличие амплитуды токов 
на каналах крысы и человека согласно двустороннему t-тесту. Данные на Б и В (среднее ± SEM, n = 3–6 ооци-
тов) нормированы на ответ, записанный без ProTx-I (100%) 
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емого корректно свернутого ProTx-I (рис. 3Г) соста-
вил ~ 0.15 мг/л бактериальной культуры. Небольшие 
отличия в положении отдельных сигналов в ЯМР-
спектрах рекомбинантного и коммерческого токсина 
(рис. 3Г, Д) объясняются вариацией pH в образцах (в 
пределах 0.1 ед.).

N-концевая последовательность ProTx-I влияет 
на взаимодействие токсина с TRPA1
Активность химически синтезированного ProTx-I 
была показана ранее на клетках HEK293, экспрес-
сирующих рецепторы TRPA1 человека и мыши 
[8]. В настоящей работе сравнили функциональ-
ную активность Met-ProTx-I и ProTx-I, получен-
ного в результате гидролиза 6His-Met-ProTx-I, 
на канале TRPA1 человека, экспрессированного 
в ооцитах X. laevis. В соответствии с [8] обнару-
жили, что 10 мкМ рекомбинантного ProTx-I поч-
ти полностью ингибирует ток через канал TRPA1, 
индуцированный 100 мкМ ковалентного агониста 
аллилизотиоцианата (AITC) (рис. 4А). Этот эффект 
был аналогичен эффекту 50 мкМ HC030031 – селек-
тивного антагониста TRPA1 (рис. 4А). 

Сравнение кривых доза-ответ рекомбинантного 
и коммерческого ProTx-I подтвердило близкие свой-
ства препаратов (рис. 4Б, табл. 1). Параметры кривых 
(IC50 и коэффициент Хилла) статистически не разли-
чались. Однако анализ Met-ProTx-I выявил драма-
тическое статистически значимое падение активно-
сти этого варианта токсина. Так, при концентрации 
10 мкМ рекомбинантный и синтетический ProTx-I 
ингибировали токи до ~ 5%, а Met-ProTx-I только до ~ 
60 %, а значение IC50 увеличилось на порядок (рис. 4Б, 
табл. 1). Таким образом, N-концевая аминокислот-
ная последовательность токсина критически важна 
для взаимодействия с рецептором. Примечательно, 
что ранее полученные данные об активном сайте 
ProTx-I не включали N-концевые остатки [8]. 

ProTx-I ингибирует TRPA1 крысы эффективнее, 
чем канал человека 
Сравнение активности рекомбинантного ProTx-I 
на каналах TRPA1 крысы и человека выявило бо-
лее высокую активность токсина по отношению к ре-
цептору крысы (IC50 ~ 250 и 840 нМ соответствен-
но, разница в IC50 статистически значима, рис. 4В, 

табл. 1). Примечательно, что ранее проведенное 
сравнительное исследование ProTx-I на TRPA1 чело-
века и мыши, наоборот, выявило большую активность 
на канале человека [8]. Разница в действии токсина 
на рецепторы человека, крысы и мыши может объ-
ясняться значительными отличиями в аминокислот-
ной последовательности внеклеточных петель S1-S2 
и S3-S4 канала TRPA1 – основного сайта взаимо-
действия токсина [8]. Так, консервативный остаток 
Glu754 (нумерация дана для канала человека) заме-
нен у мыши на Gly, а Glu825 в канале человека – 
на Asp у крысы и Asn у мыши. Кроме того, имеются 
и другие точечные отличия. В результате в канале 
мыши два отрицательно заряженных остатка в сайте 
связывания токсина заменены нейтральными остат-
ками, что, вероятно, и ослабляет связывание поло-
жительно заряженной молекулы токсина (заряд +2). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые разработана система рекомбинантной про-
дукции токсина ProTx-I. Показано, что ProTx-I 
проявляет разную активность по отношению к ка-
налам TRPA1 человека и крысы, а модификация 
N-концевой последовательности ProTx-I может 
привести к инактивации токсина. 
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ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ
Журнал Acta Naturae публикует экспериментальные и об-
зорные статьи, посвященные наиболее актуальным во-
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и биотехнологий. Журнал выпускается на русском и ан-
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ционной комиссии Минобрнауки России, включен в базы 
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Редакция журнала Acta Naturae просит авторов руковод-
ствоваться приведенными ниже правилами. Статьи, не со-
ответствующие профилю журнала или не соответствую-
щие его требованиям, отклоняются Редакционным советом 
и Редколлегией без рецензирования. Редакция не рассма-
тривает работы, результаты которых уже были опублико-
ваны или находятся на рассмотрении в других изданиях.

Максимальный объем обзора вместе с  таблицами 
и списком литературы не должен превышать 50 000 зна-
ков с пробелами (примерно 30 страниц формата А4, напе-
чатанных через 1.5 интервала, шрифт Times New Roman, 
12 размер) и 16 рисунков.
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воды. Объем краткого сообщения не должен превышать 
12 000 знаков (5–6 страниц формата А4 вместе с табли-
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2) рисунки в формате TIFF;
3) текст статьи с рисунками в едином pdf-файле;
4) �перевод на английский язык названия статьи, фамилий 

и инициалов авторов, названий организаций, реферата, 
ключевых слов, сокращений, подписей к рисункам, рус-
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6) �лицензионный договор (форму договора можно скачать 
с сайта www.actanaturae.ru).

ОФОРМЛЕНИЕ РУКОПИСЕЙ
Рукопись должна быть построена следующим образом: 

 • УДК в левом верхнем углу. Шрифт – курсив, размер 9.
 • Название статьи. Шрифт – полужирный. Заглавие 
не должно быть слишком длинным или коротким и ма-
лоинформативным. Оно должно отражать главный ре-
зультат, суть и новизну работы. Название не должно 
превышать 100 знаков.
 • Инициалы и фамилии авторов (в обзорах не более 5 
авторов).
 • Указывается электронный адрес автора, ответственного 
за переписку с редакцией, включая работу с корректу-

рой. Автор, ответственный за переписку, выделяется 
значком *. 
 • Приводится полное название научной организации и ее 
ведомственная принадлежность. Если научных учреж-
дений два и более, необходимо цифровыми надстрочны-
ми индексами связать название учреждения и фамилии 
авторов, в нем работающих. 
 • Реферат. Структура реферата должна быть четкой 
и отражать следующее: постановка проблемы, описа-
ние экспериментальных методов, возможность прак-
тических приложений, возможность постановки новых 
задач. Средний объем реферата составляет 20 строк 
(примерно 1500 знаков).
 • Ключевые слова (3–6). В них следует отразить: предмет 
исследования, метод, объект, специфику данной работы.
 • Список сокращений. 
 • Введение.
 • Раздел «Экспериментальная часть».
 • Раздел «Результаты». 
 • Раздел «Обсуждение» (или «Результаты и обсужде-
ние»). 
 • Раздел «Выводы» (или «Заключение»). В конце раздела 
указываются названия организаций, финансировавших 
работу, в скобках – номера грантов. 
 • Раздел «Список литературы». 

РЕКОМЕНДАЦИИ ПО НАБОРУ И ОФОРМЛЕНИЮ ТЕКСТА 
 • Рекомендуется использование редактора Microsoft 
Word 2003 for Windows. 
 • Шрифт – Times New Roman. Стандартный размер 
шрифта – 12. 
 • Интервал между строками 1.5.
 • Нецелесообразно использовать более одного пробела 
между словами. 
 • Запрещено использовать при наборе текста автома-
тическое создание сносок, автоматический перенос 
или автоматический запрет переносов, создание спи-
сков, автоматический отступ и т.п. 
 • При создании таблицы рекомендуется использовать 
возможности Word (Таблица  – Добавить таблицу) 
или MS Excel. Таблицы, набранные вручную (с помо-
щью большого числа пробелов, не используя ячейки), 
не могут быть использованы. 
 • Между инициалами и фамилией всегда ставится про-
бел: А.А. Иванов (в заглавии статьи пробелы ставятся 
и между инициалами – А. А. Иванов). 
 • Все даты в виде «число.месяц.год» набиваются следую-
щим образом: 02.05.1991. 
 • Точка не ставится после: УДК, заглавия статьи, авторов, 
адресов, заголовков и подзаголовков, названий таблиц, 
подписей к  рисункам, размерностей (с – секунда, 
г – грамм, мин – минута, ч – час, сут – сутки, 
град – градус). 
 • Точка ставится после: сносок (в том числе в таблицах), 
примечаний к таблице, краткой аннотации, сокращений 
(мес. – месяц, г. – год, т. пл. – температура плавления), 
но не ставится в подстрочных индексах: Тпл – темпера-
тура плавления, Тф. п – температура фазового перехода. 
Исключение: млн – миллион – без точки. 
 • Десятичные цифры набираются только через точку, 
а не через запятую (0.25 вместо 0,25). 
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 • Сокращения единиц измерений пишутся только рус-
скими буквами (мкМ, но не µM; нм, но не nm).
 • Знак «–» (тире) отбивается пробелами, знаки «минус», 
«интервал» или «химическая связь» пробелами не отби-
ваются.
 • В качестве знака умножения используется только «×». 
Знак «×» ставится только в том случае, если справа 
от него стоит число. Символом «∙» обозначаются ком-
плексные соединения в химических формулах, а также 
нековалентные комплексы (ДНК∙РНК и т.п.).
 • Используются только «кавычки», но не “кавычки”. 
 • В формулах используются буквы латинского и грече-
ского алфавитов.
 • Латинские названия родов и видов животного мира пи-
шутся курсивом, таксонов более высокого ранга, а так-
же названия вирусов и бактериофагов в латинской 
транскрипции – прямым шрифтом. 
 • Названия генов (кроме обозначения генов дрожжей) пи-
шутся строчным курсивом, названия белков – прямым 
шрифтом.
 • Названия нуклеотидов (А, Т, G, C, U), аминокислотных 
остатков (Arg, Ile, Val и т.д.) и фосфатов (ATP, AMP 
и т.д.) пишутся в латинской транскрипции прямым 
шрифтом.
 • Нумерация азотистых оснований и аминокислотных 
остатков пишется без дефиса (T34, Ala89).
 • При выборе единиц измерения необходимо придержи-
ваться международной системы единиц СИ.
 • Молекулярная масса выражается в дальтонах (Да, кДа, 
МДа).
 • Количество пар нуклеотидов обозначается сокращени-
ями (п.н., т.п.н.).
 • Количество аминокислотных остатков обозначается со-
кращением (а.о.).
 • Биохимические термины (в частности, названия фер-
ментов) приводятся в соответствии с международными 
правилами IUPAC.
 • Сокращения терминов и названий в тексте должны 
быть сведены к минимуму. 
 • Повторение одних и тех же данных в тексте, таблицах 
и графиках недопустимо.

ТРЕБОВАНИЯ К ИЛЛЮСТРАЦИЯМ 
 • Рисунки к статьям приводятся отдельными файлами 
в формате TIFF, при необходимости – в заархивирован-
ном виде.
 • Иллюстрации должны иметь разрешение не  ниже 
300 dpi для  цветных и  полутоновых изображений 
и не менее 600 dpi для черно-белых иллюстраций. 
 • Недопустимо использование дополнительных слоев. 

РЕЦЕНЗИРОВАНИЕ, ПОДГОТОВКА РУКОПИСИ К ПЕЧАТИ, 
ОЧЕРЕДНОСТЬ ПУБЛИКАЦИИ
Статьи публикуются по мере поступления. Члены ред-
коллегии имеют право рекомендовать к ускоренной пу-
бликации статьи, отнесенные редколлегией к приоритет-
ным и получившие высокую оценку рецензентов.

Статьи, поступившие в редакцию, проходят эксперти-
зу членов редколлегии и направляются на внешнее ре-
цензирование. Выбор рецензента является прерогативой 
редакции. Рукопись направляется на отзыв специалистам 

в данной области исследований, и по результатам рецен-
зирования редколлегия определяет дальнейшую судьбу 
рукописи: принятие к публикации в представленном виде, 
необходимость доработки или отклонение. 

Возвращение рукописи авторам на доработку не оз-
начает, что статья принята к печати. После получения 
доработанного текста рукопись вновь рассматривается 
редколлегией. Доработанный текст автор должен вернуть 
вместе с ответами на все замечания рецензента. 

Переработанная рукопись должна быть возвращена 
в редакцию в течение одной недели после получения ав-
торами отзывов. 

На всех стадиях работы с авторами, редакторами и ре-
цензентами редакция использует электронно-почтовую 
связь, поэтому авторы должны быть очень внимательны 
к указанному в рукописи электронному адресу и должны 
своевременно сообщать о произошедших изменениях.

Корректуры статей редакция рассылает авторам 
по электронной почте в виде pdf-файла. На стадии кор-
ректуры не допускаются замены текста, рисунков или та-
блиц. Если это все же необходимо, то данный вопрос ре-
шается с редколлегией.

ОФОРМЛЕНИЕ ССЫЛОК
Ссылки на цитируемую литературу приводятся в тексте 
цифрами в квадратных скобках (нумерация в порядке 
цитирования). Ссылке на работу в таблице или в подписи 
к рисунку присваивается порядковый номер, соответству-
ющий расположению данного материала в тексте статьи.

Библиографические описания цитируемых источни-
ков в списке литературы следует оформлять в соответ-
ствии с требованиями Международного комитета редак-
торов медицинских журналов (International Committee of 
Medical Journal Editors — ICMJE) и AMA Manual of Style: 
A Guide for Authors and Editors (11th Edition). 

Подробные правила оформления ссылок представлены 
тут:  https://actanaturae.ru/2075-8251/pages/view/references 

Пользователям специализированного ПО для форми-
рования библиографии редакция рекомендует следующие 
ресурсы:
• �EndNote — скачать файл стиля Acta Naturae.ens, про-

смотреть референтный стиль JAMA: Journal of the 
American Medical Association (AMA 11th edition);

• �Zotero — просмотреть референтный стиль American 
Medical Association 11th edition (brackets);

• �Mendeley — посмотреть референтный стиль  American 
Medical Association.
Примеры оформления ссылок:

1. Hisakata R, Nishida S, Johnston A. An adaptable metric 
shapes perceptual space. Curr Biol. 2016;26(14):1911-1915. 
doi: 10.1016/j.cub.2016.05.047
2. Sambrook J, Russell DW. Molecular Cloning: A Laboratory 
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