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РЕГУЛЯЦИЯ КАТИОННЫХ ТОКОВ 
ЧЕРЕЗ ПЛАЗМАТИЧЕСКУЮ МЕМБРАНУ КЛЕТОК  
КОРНЯ ВЫСШИХ РАСТЕНИЙ ПОД ДЕЙСТВИЕМ  

НАНОЧАСТИЦ ОКСИДОВ МЕДИ, ЖЕЛЕЗА И ТИТАНА 

П. В. ГРИУСЕВИЧ 1), В. Е. АРТИШЕВСКАЯ 1), М. А. МЫСЛЕЙКО2),  
А. И. СОКОЛИК 1), Н. Л. ПШИБЫТКО1), И. И. СМОЛИЧ 1), В. В. ДЕМИДЧИК 2)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь 
2)Институт экспериментальной ботаники им. В. Ф. Купревича НАН Беларуси,  

ул. Академическая, 27, 220072, г. Минск, Беларусь

Аннотация. Разработка и использование экологически безопасных и высокоэффективных форм удобрений 
на основе наночастиц являются важными задачами современной экспериментальной биологии растений. В дан­
ной области одним из актуальных вопросов выступает оценка влияния металлсодержащих наночастиц, таких как 
оксиды меди, железа и титана, на функционирование мембранных систем ионного транспорта в корнях высших 
растений. В рамках настоящей работы с использованием техники локальной фиксации потенциала (пэтч-кламп) 
исследовано воздействие наночастиц CuO, Fe3O4 и TiO2 на функционирование наружувыпрямляющих K

+-каналов 
и внутрьвыпрямляющих Са2+-каналов плазматической мембраны клеток корня Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. 
Продемонстрировано, что наночастицы CuO и TiO2 в концентрации 300 мг/л ингибируют наружунаправленные  
K+-токи и внутрьнаправленные Са2+-токи через плазматическую мембрану при воздействии в течение 15 мин. 
При увеличении времени влияния наночастиц CuO до 30 мин зарегистрирована активация K+- и Са2+-токов, что, веро­
ятно, было связано с редокс-зависимой стимуляцией соответствующих групп катионных каналов. Наночастицы Fe3O4  



5

Физиология и клеточная биология
Physiology and Сell Biology

не вызывали изменений в картине ионных токов через плазматическую мембрану клеток корня. Также эффекты 
отсутствовали при применении вместо наночастиц соответствующих макрочастиц (балк-форма; более 1 мкм). 
Наночастицы Fe3O4, как не обладающие мембранотропными эффектами, протестированы в качестве стимулято­
ров роста в особых культивационных системах малого объема. Показано, что данные наночастицы, начиная с их 
концентрации в твердой среде свыше 300 мг/л, стимулировали рост растений A. thaliana. Этот факт указывает на 
значительный потенциал их использования в качестве наноудобрений. Полученные данные раскрывают новые 
закономерности воздействия перспективных наноматериалов на ионтранспортные механизмы мембран клеток 
корня высших растений, демонстрируя комплексные мембранотропные эффекты от наночастиц CuO и TiO2, а также 
относительную инертность по отношению к клеточным мембранам наночастиц Fe3O4.

Ключевые слова: пэтч-кламп; Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.; калиевые каналы; кальциевые каналы; наноча­
стицы оксидов металлов; наноудобрения. 
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REGULATION OF CATION CURRENTS  
THROUGH THE PLASMA MEMBRANE OF ROOT CELLS  

OF HIGHER PLANTS UNDER THE INFLUENCE OF COPPER,  
IRON AND TITANIUM OXIDE NANOPARTICLES 

P. V. HRYVUSEVICH a, V. Ya. ARTSISHEUSKAYAa, M. A. MYSLEIKAb,  
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Abstract. The development and use of environmentally friendly and highly effective forms of fertilisers based on 
nanoparticles are important subjects in modern plant biology. In this area one of the key problems is the assessment of 
the impact of metal-containing nanoparticles, such as copper, iron and titanium oxides, on the functioning of membrane 
ion transport systems in root cells of higher plants. In the present work using the local potential clamp method (patch-
clamp) the effect of CuO, Fe3O4 and TiO2 nanoparticles on activities of outward-rectifying K

+ channels and inward-recti
fying Ca2+ channels of the plasma membrane of Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. root cells were investigated in detail. 
It was demonstrated that CuO and TiO2 nanoparticles at a concentration of 300 mg/L inhibited outward K

+ currents and 
inward Ca2+ currents across the plasma membrane, when the time exposure was up to 15 min. With an increase in the 
exposure time for CuO nanoparticles to 30 min, activation of K+ and Ca2+ currents was recorded, which was probably 
associated with redox-dependent stimulation of the cation channels. Fe3O4 nanoparticles did not cause changes in the 
pattern of ionic currents through the plasma membrane of root cells. There were also no effects, when using the corre­
sponding macroparticles (bulk form; more than 1 µm) instead of nanoparticles. Fe3O4 nanoparticles, which do not have 
membranotropic effects, were tested as growth stimulants in special small-volume cultivation systems. It was shown that  
these nanoparticles, starting from their level in the medium of 300 mg/L, stimulated growth of A. thaliana. This fact indicates  
a high potential for their use as nanofertilisers. The obtained data reveal new patterns of the effect of nanomaterials on the 
ion-transport mechanisms of plant cell membranes, demonstrating significant membranotropic effects of CuO and TiO2 
nanoparticles and relative inertness with respect to cell membranes of Fe3O4 nanoparticles.

Keywords: patch-clamp; Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.; potassium channels; calcium channels; metal oxide nano
particles; nanofertilisers.
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Введение
Функционирование корневой системы является основой поддержания всех процессов жизнедеятель­

ности у большинства высших растений. Поглощение воды и минеральных веществ представляет собой 
одну из важнейших физиологических реакций растительного организма и ключевую функцию тканей 
корня. Водный и минеральный обмен в значительной степени определяет количество и качество урожая 
сельскохозяйственных растений, а также лимитирует распространение видов дикой флоры. В основе 
водного и минерального обмена лежит свойство полупроницаемости биологических мембран, кото- 
рое обеспечивает избирательное поглощение веществ, необходимых для роста и развития организма. 
Многие минеральные вещества поглощаются клетками растений в катионной форме [1]. Среди них 
важнейшими являются катионы K+ и Са2+, представляющие собой макроэлементы, обеспечение которы­
ми вносит огромный вклад в достижение показателей набора биомассы и продуктивности культурных 
растений. 

В последние годы большое внимание исследователей мира приковано к области нанотехнологий. Од­
ним из направлений так называемого нанотехнологического прорыва в науке является все более активное 
использование различных наноматериалов, например наночастиц металлов, в практических целях, в том 
числе в качестве микроудобрений. Наночастицы обладают уникальными свойствами, такими как высокая 
для твердых систем подвижность и огромное отношение площади к объему, что определяет их особую 
биологическую активность [2]. Поскольку минеральные вещества поглощаются корнями, встает воп
рос об особенностях влияния наночастиц, которые могут быть использованы в качестве минеральных 
удобрений (наноудобрений), на корневые клетки, главным образом на клетки ризодермы и кортекса 
(коры), ответственные за поглотительную функцию. Среди таких материалов особую группу образуют 
наночастицы, содержащие металлы-микроэлементы, особенно в стабильной форме (в частности, в виде 
оксидов).

Ранее мы исследовали влияние серебряных наночастиц, имеющих сферическую форму и диа­
метр около 40 нм, на K+- и Са2+-токи через плазматическую мембрану клеток корня резуховидки Таля  
(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) [3]. Было установлено, что данные наночастицы вызывают умеренный  
блок ионных каналов, который снижает их проводимость. Однако наиболее интересным эффектом ста­
ла активация всплесков ионной проводимости высокой амплитуды (включая входящие потоки Са2+ ), 
за которую, вероятно, были ответственны механочувствительные ионные каналы. Имеются данные, 
указывающие на широкий спектр потенциально мембранотропных эффектов наночастиц металлов-
микроэлементов в клетках высших растений [4–6]. Например, обнаружено, что при воздействии нано
частиц ZnO в относительно низких концентрациях снижается отток электролитов из клеток корня при 
засухе у Lycopersicum esculentum Mill [4]. В то же время имеются свидетельства того, что высокие 
концентрации металлсодержащих наночастиц могут воздействовать на мембрану разрушающе, приводя 
к неспецифическому выходу электролитов из тканей и снижению жизнеспособности клеток [6]. Показа­
но, что наночастицы CuO способны модифицировать морфологию корневой системы Lactuca sativa L. 
и Daucus carota L., вызывая утолщение и снижение скорости роста главного корня, а также они могут 
подавлять водный транспорт в корневых клетках данных видов [7]. Эффект проявлялся при высоких 
концентрациях (более 100 мг/л) наночастиц CuO. Похожий характер воздействия был зарегистрирован 
и для наночастиц TiO2, которые подавляли осмотический и ионный обмен клеток корня Zea mays L. [8]. 
Для наночастиц Fe3O4 установлено, что они способны стимулировать накопление калия и фосфора в тка­
нях корня Triticum aestivum L., что может быть связано с влиянием на транспортеры данных элементов 
в плазматической мембране клеток корня [9].

Настоящая работа посвящена анализу воздействия металлсодержащих наночастиц, в частности CuO, 
Fe3O4 и TiO2, на работу важнейших систем катионного транспорта плазматической мембраны клеток 
корня высших растений – наружувыпрямляющих K+-каналов и внутрьвыпрямляющих Са2+-каналов. 
Данные системы формируют основу пассивной катионной проводимости плазматической мембраны, 
составляя около 95 % ее суммарной величины [10]. Выбор наночастиц CuO, Fe3O4 и TiO2 был обусловлен 
тем, что медь и железо представляют собой важнейшие микроэлементы минерального питания, а титан 
относится к группе веществ, обладающих гормезисным эффектом. Титан, не являясь эссенциальным 
элементом, значительно стимулирует рост растений [1]. 

Железо – первый по значимости микроэлемент живой клетки, относящийся к группе переходных ме­
таллов (transition metals), или к группе металлов с переходной валентностью. В функциональном отноше­
нии оно необходимо для окислительно-восстановительных процессов (редокс-процессов) как компонент 
гемовых белков и белков, содержащих железосерные центры, а также других органических комплексов 
клетки [9]. Железо в наноформе может быть представлено различными по степени окисления оксидами: 
магнетитом (Fe3O4), маггемитом (γ-Fe2O3) и гематитом (α-Fe2O3). В данном исследовании использовались 
сертифицированные наночастицы Fe3O4, имеющие сферическую форму. Известно, что железосодержащие 
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наночастицы проявляют низкую фитотоксичность [11], а регистрируемые эффекты, описанные для об­
ширной группы видов растений, в основном выражаются в стимулирующих реакциях [12–16]. 

Медь – второй по значимости микроэлемент минерального питания, также относящийся к группе 
переходных металлов. Медь необходима для работы ключевых редокс-ферментов растений, таких как 
пластоцианин, цитохром-с-оксидаза, Cu,Zn-супероксиддисмутаза, аскорбатоксидаза, полифенолоксидаза, 
аминооксидаза и др. [17; 18]. Дефицит меди отражается в подавлении реакций фотосинтеза, дыхания, угле­
водного обмена и синтеза аминокислот [1]. Известно, что обработка умеренными дозами наночастиц Cu 
и CuO может приводить к увеличению содержания хлорофилла и стимуляции ключевых редокс-ферментов, 
включая каталазы, супероксиддисмутазы, пероксидазы класса III и НАДФН-оксидазы [19]. В то же время 
большое количество медьсодержащих наночастиц может быть токсичным для высших растений [20]. 

Титан – переходный металл, представленный в земной коре в довольно высокой концентрации. Хорошо 
описаны его гормезисные эффекты в отношении роста и развития растений, фотосинтеза и стрессоустой­
чивости, хотя до конца непонятна их природа [21]. Установлено, что титаносодержащие наночастицы 
могут напрямую влиять на работу фотосинтетического аппарата на уровне тилакоидной мембраны, 
устраняя излишнюю энергию от возбужденных светом молекул хлорофилла [22]. Однако неясно, какие 
эффекты могут оказывать наночастицы титана и его оксидов на мембраны клеток корней и как они могут 
влиять на их транспортные и сигнальные свойства.

Цель настоящей работы – выявление особенностей воздействия наночастиц CuO, Fe3O4 и TiO2 на 
K+- и Са2+-токи через плазматическую мембрану клеток корня высших растений на примере модельного 
вида A. thaliana, а также биофизический анализ изменения мембранной проводимости под действием 
данных наночастиц. Исследование проведено с использованием техники локальной фиксации потенциала 
на мембране (пэтч-кламп) в конфигурации «целая клетка», что позволило зарегистрировать изменения 
в мембранной проницаемости целой живой клетки.

Материалы и методы исследования
Растительный материал и ростовые тесты. При проведении исследования с применением техники 

«пэтч-кламп» использовались 7–12-дневные проростки A. thaliаna экотипа Columbia-0 (Col-0). Растения 
A. thaliаna культивировались в стерильных условиях на поверхности среды Мурасиге и Скуга (Duchefa,  
Нидерланды) с добавлением 1,0 % сахарозы и 0,35 % геллановой камеди PhytagelТМ (Sigma-Aldrich, 
США) в круглых, изолированных парафильмом пластиковых чашках (уровень рН 6,0 поддерживался 
при помощи KОН). После высадки семян чашки помещались в ростовую камеру с контролируемыми 
условиями температуры (22 °С) и освещения (плотность светового потока 100 мкмоль фотонов на 1 м2 

в секунду, световой режим 16 ч света и 8 ч темноты). 
Для анализа воздействия наночастиц на прирост главного корня растений A. thaliana использовались 

растения экотипа Col-0. Наночастицы ресуспендировались ультразвуком в деионизованной воде (0,65 мл) 
и вводились непосредственно в твердый культивационный субстрат (1,0 мл), который представлял собой 
объемную смесь ультрадисперсного торфа (измельченного в кофемолке) и вермикулита в соотноше
нии 1 : 1. Перед опытами производилась обработка торфяного субстрата лигандами, которые не по­
глощаются растениями и связывают железо (10 ммоль/л дефероксамина, 10 ммоль/л 2,2′-бипиридила), 
с последующим промыванием его деионизованной водой (тип I). Субстрат помещался в пластиковые 
емкости длиной 3,5 см. Растения культивировались в течение 3 сут для сравнения с контрольной группой. 

Наночастицы. Наночастицы приобретались у компании MTI Corporation (США) и использовались по­
сле верификации их физических параметров, которая осуществлялась производителем с помощью просве­
чивающего электронного микроскопа CM200 HR-TEM (Philips, Нидерланды). Для этого наночастицы дис­
пергировались в этаноле и обрабатывались ультразвуком в течение 30 мин. Примерно 10 мкл полученной 
суспензии вносилось в ячейку медной сетки, покрытую аморфной углеродной пленкой. Наночастицы CuO  
имели средний диаметр (81,0 ± 7,0) нм, наночастицы Fe3O4 – (13,5 ± 5,0) нм (около 27 % наночастиц име- 
ли диаметр менее 10 нм, поэтому они могут быть отнесены к квантовым точкам), наночастицы TiO2 – 
(45,0 ± 10,0) нм. Базовые взвеси наночастиц готовили непосредственно перед проведением опыта с по
мощью ультразвукового диспергатора и вортекса.

Выделение протопластов. Протопласты изолировались преимущественно из клеток ризодермиса 
ферментативным методом согласно ранее разработанным протоколам [23]. Применялся ферментатив­
ный раствор, содержащий 1,5 % целлюлазы Onozuka RS (Yakult Honsha, Япония), 1,0 % целлюлизи­
на (CalBiochem, Великобритания), 0,1 % пектолиазы Y-23 (Yakult Honsha), 0,1 % альбумина (Sigma, 
США), 2 ммоль/л KCl, 10 ммоль/л CaCl2, 1 ммоль/л MgCl2 (уровень pH 5,8–6,0 фиксировался с помо­
щью буферов Tris и MES (1 и 2 ммоль/л соответственно)). Осмоляльность всех растворов для работы  
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в технике «пэтч-кламп» поддерживалась на уровне 300 мосмоль/кг с помощью D-сорбитола. После вы­
деления протопласты содержались на льду, сохраняя жизнеспособность на протяжении 24 ч. 

Регистрация и анализ ионных токов. Регистрация и анализ трансмембранных ионных токов про­
водились с использованием техники «пэтч-кламп» [10]. Для создания гигаомной изоляции между пэтч-
пипеткой и плазматической мембраной протопласта применялся наружный раствор с высоким содер­
жанием Ca2+: 20,0 ммоль/л СаCl2, 0,1 ммоль/л KCl (уровень рН 6,0 фиксировался с помощью буферов 
Tris и MES (1 и 2 ммоль/л соответственно)). Гигаомный контакт достигался за счет создания импульса 
негативного давления в пэтч-пипетке. Регистрация токов производилась в конфигурации «целая клетка». 
Пипеточный раствор имел следующий состав: 90 ммоль/л K+-глюконата, 10 ммоль/л KCl, 100 нмоль/л Ca2+ 
(2,0 ммоль/л 1,2-бис(o-аминофенокси)этан-N,N,N′,N′-тетрауксусной кислоты, 1,2 ммоль/л CaCl2) (уровень  
рН 7,2 фиксировался с помощью буферов Tris и MES (1 и 2 ммоль/л соответственно), осмоляльность 
поддерживалась на уровне 300 мосмоль/кг). Экспериментальные растворы фильтровались через бакте­
риальный фильтр (Millipore, Великобритания). Диффузионный потенциал растворов вычислялся с по­
мощью компьютерной программы JPCalc (SDR Scientific, Австралия), активность ионов рассчитывалась 
с помощью компьютерной программы Geochem (Geochem-EZ, США). 

Ионные токи через плазматическую мембрану регистрировались посредством усилителя PC-one 
Path / Whole Cell Clamp (Dagan, США) с использованием компьютеризированного аналого-цифрового 
преобразователя Digidata 1322А (Molecular Devices, США). Для анализа данных применялись компью­
терные программы Clampex (версия 9.2) и Clampfit (версия 9.2) (Molecular Devices). Протокол фиксации 
напряжения включал подачу прямоугольных импульсов от –200 до +100 мВ с шагом 30 мВ при потенциа
ле фиксации –80 мВ. Электрофизиологическая система была установлена на антивибрационном столе 
PCT-12 (OFC Systems, Великобритания). Использовались инвертированный микроскоп IM-2F (Carl Zeiss, 
Германия), микропозиционер компании Hodgkin – Huxley Ltd. (Великобритания) и набор периферийных 
компонентов компании Axon Instruments (США). Токовые кривые и вольт-амперные характеристики 
анализировались с помощью компьютерной программы SigmaPlot (версия 10.0) (Systat Software Inc.,  
США).

Статистическая обработка. Для обработки полученных результатов использовались стандартные 
методы вариационной статистики. Основными статистическими характеристиками послужили средняя 
арифметическая величина (Х), среднее квадратичное отклонение (σ) и ошибка средней величины ( ).S x  
Достоверность различий (р) рассчитывалась на основе стандартного дисперсионного анализа (analysis 
of variance, ANOVA). 

Результаты и их обсуждение
C использованием электрофизиологической техники «пэтч-кламп» в конфигурации «целая клетка» бы

ли зарегистрированы ионные токи через плазматическую мембрану клеток корневых волосков A. thaliana 
экотипа Сol-0 при воздействии 300 мг/л наночастиц CuO (рис. 1). В пипеточном растворе был задан 
высокий уровень K+ (100 ммоль/л) для регистрации выходящего катионного потока из клеток, а также 
в него было введено 90 ммоль/л глюконата, который плохо проникает через плазматическую мембрану 
на фоне 10 ммоль/л Сl –, обеспечивающего электрический контакт с системой усиления. Наружный 
раствор содержал 20 ммоль/л Са2+ для формирования стабильного гигаомного контакта и измерения 
входа Са2+ в клетку. 

Регистрация и дальнейший анализ выходящих ионных токов продемонстрировали наличие классиче­
ских компонентов, быстро и медленно активирующихся в наружунаправленной проводимости мембраны. 
В контрольных условиях максимальная плотность ионного тока при деполяризации плазматической мемб
раны была равна (573,4 ± 93,4) мА/м2 (n = 6; X S x± ), а при гиперполяризации – (–117,3 ± 19,7) мА/м2 
(n = 6; X S x± ).  Наночастицы CuО вызывали разные эффекты в зависимости от времени их воздействия. 
Так, по истечении экспозиции на протяжении 10–15 мин в растворе, содержащем 300 мг/л наночастиц CuО, 
происходило двукратное (по сравнению с контролем) снижение выходящего тока (до (319,7 ± 34,2) мА/м2; 
n = 6; X S x± ; р < 0,001; ANOVA) и входящего тока (до (–48,3 ± 7,4) мА/м2; n = 6; X S x± ; р < 0,05; 
ANOVA). При увеличении времени экспозиции до 30 мин наблюдался противоположный эффект: токи 
возрастали, причем если выходящий ток возрастал приблизительно в 2 раза ((931,5 ± 107,2) мА/м2; 
n = 6; X S x± ;  р < 0,001; ANOVA), то входящий ток увеличивался в 3 раза ((–351,3 ± 36,2) мА/м2; n = 6; 
X S x± ; р < 0,001; ANOVA). Аналогичные эксперименты с крупными частицами CuО (балк-форма; 
90–100 мкм) показали отсутствие влияния плазматической мембраны на электрические токи (данные 
не представлены). 
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Выходящий из клеток корня K+-ток может быть обусловлен функционированием такого типа K+-ка
налов, как канал GORK (guard cell outward-rectifying K+ channel ), и неселективных катионных каналов 
плазматической мембраны. Входящий Са2+-ток, вероятно, был опосредован работой Са2+-проницаемых 
катионных каналов или Са2+-селективных каналов плазматической мембраны [24; 25]. Снижение на­
ружу- и внутрьнаправленных катионных токов могло быть связано с блокированием соответствующих 
катионных каналов. В то же время значительное возрастание токов обоих направлений после экспо­
зиции в течение 30 мин, вероятно, было обусловлено активацией токов под действием активных форм 
кислорода [26; 27] либо нарушением целостности плазматической мембраны [28]. 

Исследователи выявили, что характер воздействия наночастиц СuO зависит от их размеров [29]. На­
пример, обработка этими наночастицами диаметром 25 нм приводила к повышению содержания меди 
в семенах сои и уменьшению размеров корня [29]. Вместе с тем данные эффекты не регистрировались 
при обработке наночастицами CuO размером 50 и 250 нм или при обработке Cu2+. 

Рис. 1. Воздействие наночастиц CuO на вольт-амперные характеристики  
плазматической мембраны протопластов, изолированных из корневых волосков  

A. thaliana экотипа Col-0 (n = 6; X S x± ). 
Наружный раствор: 20,0 ммоль/л СаCl2, 0,1 ммоль/л KCl  

(рН 6,0 (1 ммоль/л Tris, 2 ммоль/л MES), осмоляльность 300 мосмоль/кг).  
Пипеточный раствор: 90 ммоль/л K+-глюконата, 10 ммоль/л KCl, 100 нмоль/л Ca2+  

(2,0 ммоль/л 1,2-бис(o-аминофенокси)этан-N,N,N′,N′-тетрауксусной кислоты, 1,2 ммоль/л CaCl2) 
(рН 7,2 (1 ммоль/л Tris, 2 ммоль/л MES), осмоляльность 300 мосмоль/кг). 

Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю при р < 0,05,  
знаком ** – достоверные различия по отношению к контролю при р < 0,001 

Fig. 1. Influence of CuO nanoparticles on the current-voltage curves  
of the plasma membrane of protoplasts isolated from root hairs of A. thaliana  

ecotype Col-0 (n = 6; X S x± ). The standard bathing solution contained 20.0 mmol/L СаCl2,  
0.1 mmol/L KCl (рН 6.0 (1 mmol/L Тris, 2 mmol/L МES), osmolality 300 mosmol/kg).  

The pipette solution contained 90 mmol/L K+ gluconate, 10 mmol/L KCl,  
100 nmol/L Ca2+ (2.0 mmol/L 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid,  
1.2 mmol/L CaCl2) (рН 7.2 (1 mmol/L Tris, 2 mmol/L МES), osmolality 300 mosmol/kg).  

Sign * marked significant differences in relation to control at р < 0.05, 
sign ** – significant differences in relation to control at р < 0.001
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Были проанализированы изменения трансмембранных токов через плазматическую мембрану протопла­
стов, полученных из корневых волосков A. thaliana при введении в наружный раствор 300 мг/л наночастиц 
Fe3O4 (рис. 2). В контрольных условиях максимальная плотность наружунаправленного тока составила 
(567,4 ± 87,2) мА/м2 (n = 6; X S x± ), внутрьнаправленного тока – (–117,3 ± 12,7) мА/м2 (n = 6; X S x± ). 
Не были зарегистрированы достоверные изменения как наружунаправленных токов ((487,2 ± 67,7) мА/м2; 
n = 6; X S x± ), так и внутрьнаправленных токов ((–105,7 ± 12,5) мА/м2; n = 6; X S x± ) при инкубации про­
топластов в растворе, содержащем наночастицы Fe3O4 до 60 мин. В результате проведения аналогичных 
экспериментов с макрочастицами Fe3O4 (балк-форма; диаметр более 100 мкм) также не были выявлены 
изменения проводимости мембраны на протяжении 60 мин (данные не представлены).

Рис. 2. Воздействие наночастиц Fe3O4 на вольт-амперные характеристики  
плазматической мембраны протопластов, изолированных из корневых волосков 

A. thaliana экотипа Col-0 (n = 6; X S x± ).  Наружный раствор: 20,0 ммоль/л СаCl2, 
0,1 ммоль/л KCl (рН 6,0 (1 ммоль/л Tris, 2 ммоль/л MES), осмоляльность 300 мосмоль/кг).  

Пипеточный раствор: 90 ммоль/л K+-глюконата, 10 ммоль/л KCl, 100 нмоль/л Ca2+ 
(2,0 ммоль/л 1,2-бис(o-аминофенокси)этан-N,N,N′,N′-тетрауксусной кислоты,  

1,2 ммоль/л CaCl2) (рН 7,2 (1 ммоль/л Tris, 2 ммоль/л MES), осмоляльность 300 мосмоль/кг)
Fig. 2. Influence of Fe3O4 nanoparticles on the current-voltage curves  

of the plasma membrane of protoplasts isolated from root hairs of A. thaliana  
ecotype Col-0 (n = 6; X S x± ).  The standard bathing solution contained 20.0 mmol/L СаCl2,  
0.1 mmol/L KCl (рН 6.0 (1 mmol/L Тris, 2 mmol/L МES), osmolality 300 mosmol/kg).  

The pipette solution contained 90 mmol/L K+ gluconate, 10 mmol/L KCl,  
100 nmol/L Ca2+ (2.0 mmol/L 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid,  
1.2 mmol/L CaCl2) (рН 7.2 (1 mmol/L Tris, 2 mmol/L МES), osmolality 300 mosmol/kg)

Кроме того, было исследовано влияние наночастиц TiO2 (300 мг/л) на ионные токи через плазма­
тическую мембрану протопластов, полученных из корневых волосков A. thaliana (рис. 3). В контроль­
ных условиях максимальная плотность наружунаправленного тока была равна (573,4 ± 87,4) мА/м2 
(n = 6; X S x± ), внутрьнаправленного тока – (–117,3 ± 13,4) мА/м2 (n = 6; X S x± ). Введение в наруж­
ный раствор 300 мг/л TiO2 обусловило снижение тока при деполяризации плазматической мембраны 
до (223,6 ± 40,8) мА/м2 (n = 6; X S x± ; р < 0,001; ANOVA) и при гиперполяризации до (–67,5 ± 9,3) мА/м2 
(n = 6; X S x± ; р < 0,05; ANOVA).

При анализе изменения вольт-амперных характеристик плазматической мембраны было выявлено  
ингибирующее воздействие наночастиц TiO2 как на наружунаправленные K

+-токи, так и на внутрьнаправ­
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ленные Са2+-токи. Следует отметить, что действие было неодинаково: если выходящий K+-ток снижался 
более чем в 2,5 раза, то входящий Са2+-ток уменьшался в 1,7 раза. Этот факт может свидетельствовать 
об избирательности влияния наночастиц TiO2 на разные транспортные системы клеток ризодермиса. 
В результате проведения аналогичных экспериментов с макрочастицами TiO2 (балк-форма; диаметр 
более 100 мкм) не были выявлены изменения проводимости мембраны. 

Рис. 3. Воздействие наночастиц TiO2 на вольт-амперные характеристики  
плазматической мембраны протопластов, изолированных из корневых волосков  

A. thaliana экотипа Col-0 (n = 6; X S x± ). Наружный раствор: 20,0 ммоль/л СаCl2, 
0,1 ммоль/л KCl (рН 6,0 (1 ммоль/л Tris, 2 ммоль/л MES), осмоляльность 300 мосмоль/кг).  

Пипеточный раствор: 90 ммоль/л K+-глюконата, 10 ммоль/л KCl, 100 нмоль/л Ca2+  
(2,0 ммоль/л 1,2-бис(o-аминофенокси)этан-N,N,N′,N′-тетрауксусной кислоты,  

1,2 ммоль/л CaCl2) (рН 7,2 (1 ммоль/л Tris, 2 ммоль/л MES), осмоляльность 300 мосмоль/кг). 
Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю при р < 0,05, 

знаком ** – достоверные различия по отношению к контролю при р < 0,001 
Fig. 3. Influence of TiO2 nanoparticles on the current-voltage curves  

of the plasma membrane of protoplasts isolated from root hairs of A. thaliana  
ecotype Col-0 (n = 6; X S x± ). The standard bathing solution contained 20.0 mmol/L СаCl2,  
0.1 mmol/L KCl (рН 6.0 (1 mmol/L Тris, 2 mmol/L МES), osmolality 300 mosmol/kg).  

The pipette solution contained 90 mmol/L K+ gluconate, 10 mmol/L KCl,  
100 nmol/L Ca2+ (2.0 mmol/L 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid,  

1.2 mmol/L CaCl2) (рН 7.2 (1 mmol/L Tris, 2 mmol/L МES), osmolality 300 mosmol/kg).  
Sign * marked significant differences in relation to control at р < 0.05, 

sign ** – significant differences in relation to control at р < 0.001

Среди протестированных наночастиц наиболее слабые мембранные эффекты были отмечены для 
наночастиц Fe3O4. Соответственно, данные наночастицы, вероятно, обладают низкой мембранотропной 
модифицирующей активностью, т. е. могут быть использованы в качестве наиболее безопасных нано
удобрений. Было протестировано их воздействие на прирост главного корня растений A. thaliana (рис. 4). 
С этой целью использовалась система культивирования модельных растений A. thaliana в малом объеме 
почвенного субстрата (1,0–1,5 мл), что позволило провести анализ влияния дорогостоящего сертифици­
рованного наноматериала на растения с достаточной статистической достоверностью.

Тесты показали, что прирост главного корня статистически достоверно стимулировался, начиная с кон­
центрации наночастиц Fe3O4 в среде свыше 300 мг/л, и достигал максимума (30–40 % выше контроля; 
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n = 75; X S x± ; р < 0,001; ANOVA) при концентрациях 3000–10 000 мг/л. Таким образом, наночастицы 
Fe3O4 обладают определенным потенциалом для использования в качестве наноудобрений. Как отмеча­
ется в некоторых источниках, себестоимость наночастиц Fe3O4 может быть значительно снижена при 
их массовом производстве, что делает данные наночастицы перспективным материалом для создания 
инновационных наноагротехнологий [30]. 
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Рис. 4. Воздействие наночастиц Fe3O4 на прирост главного корня  
растений A. thaliana экотипа Col-0 (n = 75; X S x± ). Наночастицы вводились  

в твердый железообедненный культивационный субстрат  
(1 мл; смесь ультрадисперсного торфа и вермикулита в соотношении 1 : 1)  

в виде суспензии и сравнивались с контрольной группой через 3 сут выращивания 
Fig. 4. Influence of Fe3O4 nanoparticles on the main root  
of A. thaliana ecotype Col-0 plants (n = 75; X S x± ).  

Nanoparticles were introduced into a solid iron-depleted cultivation substrate  
(1 ml; a mixture of ultrafine peat and vermiculite in a 1 : 1 ratio)  

as a suspension and compared with the control group after 3 days of cultivation 

Выявленные эффекты указывают на модифицирующее воздействие наночастиц CuO и TiO2 на ка­
тионные каналы плазматических мембран клеток корня. Первые вызывали активацию классических 
редокс-зависимых K+- и Са2+-каналов [26; 27], а вторые индуцировали блокирование данных систем, 
которое ранее было описано для клеток животных при влиянии ряда тяжелых металлов, включая ионы 
титана [31]. Воздействие наночастиц CuO и TiO2 на ионные каналы клеток растений ранее не было опи­
сано. Эффект от наночастиц TiO2 похож на эффект от наночастиц Ag, выявленный в нашей работе [3]. 
Примечательно, что при проведении настоящего исследования не были обнаружены всплески прово­
димости, характерной для наночастиц Ag. Данное обстоятельство может быть связано с отличием как 
размеров частиц, так и их состава. Возможно, отсутствие кислорода в структуре наночастицы определяет  
ее потенциал в качестве активатора механочувствительных ионных каналов. Этот факт может быть под­
твержден при выполнении исследований, которые потенциально могут быть проведены на наночастицах, 
состоящих из чистых элементов. 

Ранее специалисты показали, что обработка умеренным количеством медьсодержащих наночастиц 
(до 10 –30 мг/л) может повышать качество семян, урожайность и устойчивость к засухе у Z. mays [32] 
и Glycine max (L.) Merr. [33]. Однако данные наночастицы могут ингибировать те же процессы при вы­
соких концентрациях (более 100 мг/л). Например, наночастицы CuO вызывали подавление прорастания 
семян и утечку электролитов из клеток корня Oryza sativa L. [34]. Настоящая работа показала, что в ос­
нове влияния наночастиц CuO на растения, вероятно, может лежать их воздействие на плазматическую 
мембрану, выражающееся в росте ее проводимости и потере важных электролитов клеток. 

Интересно, что под действием соединений титана могут возрастать пероксидазная, каталазная и ни­
тратредуктазная активность растительных клеток и содержание хлорофилла, как это показано на при­
мере растений Capsicum anuum L. и Chlorella pyrenoidosa H. Chick в исследовании [35]. Применение 
наночастиц TiO2 может повышать активность рубиско и эффективность фотосинтетических реакций 
за счет увеличения потока электронов между фотосистемой II и фотосистемой I [36; 37]. Имеются све­
дения о том, что эти наночастицы могут стимулировать прорастание семян Spinacia oleracea L. [38]  
и ускорять рост молодых растений G. max [39]. Тем не менее высокие концентрации наночастиц TiO2 
(более 100 мг/л) способны замедлять ростовые процессы и подавлять фотосинтез, напрямую ингибируя 
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АТФ-синтазу, как это показано в публикации [36] для T. aestivum. Обнаруженное в настоящей работе 
влияние наночастиц TiO2 на катионный транспорт может лежать в основе подавления роста высших 
растений, так как ингибирование транспорта калия и кальция на 35–40 %, несомненно, отразится на 
всех процессах минерального питания. Снижение уровня K+ может привести к повреждению водного 
обмена, потере тургорного давления и разобщению транспортных потоков на мембране растительной 
клетки, что отразится на энергетическом балансе клетки, так как калий является активатором ферментов 
гликолиза, цикла Кребса и анаболизма [40]. Ингибирование входа Са2+ может модифицировать сигнальные 
реакции клетки, которые лежат в основе большинства регуляторных и адаптивных явлений [25]. В целом 
эффекты наночастиц CuO и TiO2 указывают на то, что данные наноматериалы можно использовать на 
практике, вероятно, лишь в очень небольших дозах. При воздействии их большого количества высока 
вероятность появления мембранной токсичности и подавления роста растений.

В некоторых научных источниках отмечается, что применение наночастиц Fe3O4 в качестве наноудоб
рений представляется очень перспективным направлением ввиду их малого размера, дешевизны и вы­
сокой доступности для разных частей растения, включая надземные органы [41]. Наночастицы железа 
способны выделять очень важное для жизни растений железо, связываясь в клеточной стенке вблизи 
плазматической мембраны. Например, обработка семян T. aestivum наночастицами Fe2O3 стимулировала 
их прорастание, повышение «железного статуса» проростков и их дальнейший рост, существенно уве­
личивая содержание железа в клеточных стенках, молодых тканях растений и зерне [42]. 

В последние годы возросло количество исследований, посвященных влиянию наночастиц на рост 
и развитие высших растений [43; 44]. При изучении воздействия наночастиц Al, Ce2O3, Cu, Au, Fe, Ag, Si, 
TiO2, Zn и ZnO было зарегистрировано повышение урожайности сельскохозяйственных культур [45], что, 
вероятно, связано с очень высоким отношением площади поверхности, обусловливающей способность 
металлов переходить в раствор, транспортироваться и взаимодействовать с клеточными компонентами, 
к объему [46]. Согласно оценке ряда авторов перспективным представляется использование металл
содержащих наночастиц в сельском хозяйстве и биотехнологии растений не только как наноудобре- 
ний, но и как агентов-антидотов, которые обеспечивают медленное выделение эссенциальных металлов, 
приводящее к снижению накопления более опасных тяжелых металлов (например, кадмий и свинец) [47]. 
Результаты настоящей работы показали, что наночастицы Fe3O4, вероятно, обладают подобными свой­
ствами в очень широком диапазоне концентраций, в то время как наночастицы CuO и TiO2 должны 
применяться только в низких концентрациях. 

Заключение
В данном исследовании с использованием техники локальной фиксации потенциала впервые вы­

явлены особенности воздействия наночастиц CuO, Fe3O4 и TiO2 на катионные потоки через плазмати­
ческую мембрану протопластов клеток корня A. thaliana. Продемонстрировано, что после экспозиции 
на протяжении 10 мин в растворе, содержащем 300 мг/л наночастиц CuO, происходило двукратное 
снижение проводимости K+- и Са2+-проницаемых ионных каналов плазматической мембраны. Более 
продолжительная обработка наночастицами CuO, а именно в течение 30 мин, вызвала увеличение прово­
димости K+- и Са2+-каналов, что, вероятно, было обусловлено активацией данных систем под действием 
активных форм кислорода. Наночастицы Fe3O4 в концентрации 300 мг/л не проявляли модифицирующего 
воздействия на катионные каналы, в то время как наночастицы TiO2 в такой же концентрации подавляли 
проводимость K+- и Са2+-каналов. В результате проведения аналогичных экспериментов с макрочасти­
цами CuO, Fe3O4 и TiO2 (балк-форма; более 100 мкм) не были обнаружены эффекты, похожие на эффек­
ты, вызываемые наночастицами CuO и TiO2. Наночастицы Fe3O4, начиная с их концентрации в среде 
свыше 300 мг/л, вызывали статистически достоверное увеличение прироста главного корня молодых 
растений A.  thaliana. Данный факт в совокупности с отсутствием у наночастиц Fe3O4 выраженного 
модифицирующего воздействия на катионную проводимость мембраны указывает на возможность их 
использования в качестве минеральных наноудобрений. 
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УДК 577.352.38

ОКИСЛИТЕЛЬНЫЙ СТАТУС ЗДОРОВЫХ  
И ИНФИЦИРОВАННЫХ ГРИБОМ FUSARIUM OXYSPORUM  

РАСТЕНИЙ ОГУРЦА CUCUMIS SATIVUS L.  
ПРИ РАЗНЫХ СООТНОШЕНИЯХ СИНЕГО СВЕТА  

В ПОЛНОСПЕКТРАЛЬНЫХ КОМПОЗИЦИЯХ LED-ОСВЕЩЕНИЯ

И. Н. ДОМАНСКАЯ 1), Л. Ф. КАБАШНИКОВА1),  
Л. В. ПАШКЕВИЧ 1), Я. Н. АРТЕМЧУК 1), О. В. МОЛЧАН 2)

1)Институт биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси, 
ул. Академическая, 27, 220072, г. Минск, Беларусь 

2)Институт экспериментальной ботаники им. В. Ф. Купревича НАН Беларуси,  
ул. Академическая, 27, 220072, г. Минск, Беларусь

Аннотация. Исследовано влияние синего света (СС) на окислительный статус здоровых и инфицированных 
грибным патогеном Fusarium oxysporum растений огурца. Установлено, что воздействие патогенного гриба на 
растения огурца проявляется в усилении синтеза вторичных метаболитов – фенольных соединений, включая 
гидроксикоричные кислоты. Зарегистрировано высокое содержание полифенолов в здоровых листьях огурца, 
выращенных при длительном и коротком освещении с долей СС 20 % в полноспектральных LED-композициях, 
а также в образцах, сформировавшихся при коротком освещении с долей СС 60 %. В растениях, культивированных 
при длительном освещении в режимах белого света и 60 % СС, по сравнению с контрольными образцами инфи­
цирование грибом F. oxysporum вызвало усиление синтеза полифенолов в 2,3 и 5,0 раза соответственно. Разные 
режимы полноспектрального LED-освещения с варьируемым соотношением СС и продолжительностью действия 
отличаются по своему влиянию на реализацию иммунного ответа в листьях огурца при фузариозном увядании: ин­
тенсивность перекисного окисления липидов усиливалась только при коротком пребывании растений на LED-осве- 
щении. Использование длительного LED-освещения с высокой долей СС (60 %) привело к значительному увели­
чению в инфицированных листьях огурца антирадикальной активности и содержания вторичных метаболитов, что 
свидетельствует об активации системы антиоксидантной защиты в качестве адаптационного механизма защиты 
от фитопатогена.



17

Физиология и клеточная биология
Physiology and Сell Biology

Ключевые слова: Cucumis sativus L.; Fusarium oxysporum; фенольные соединения; гидроксикоричные кисло­
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OXIDATIVE STATUS OF HEALTHY 
AND FUNGUS FUSARIUM OXYSPORUM INFECTED  

CUCUMBER CUCUMIS SATIVUS L. PLANTS  
AT DIFFERENT BLUE LIGHT RATIO  

IN FULL-SPECTRUM LED LIGHTING COMPOSITIONS
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Abstract. The effect of blue lighting (BL) on the oxidative status of healthy and fungal pathogen Fusarium oxysporum 
infected cucumber plants was studied. It was found that the impact of the pathogenic fungus on cucumber plants is mani
fested in increased synthesis of secondary metabolites – phenolic compounds, including hydroxycinnamic acids. A high 
content of polyphenols was recorded in healthy cucumber leaves under long and short lighting with a BL share of 20 % in 
full-spectrum LED compositions, as well as in samples formed under short lighting with a BL share of 60 %. In plants grown 
under long lighting in white light and 60 % BL modes, compared to control samples, infection with the fungus F. oxysporum 
caused an increase in the synthesis of polyphenols by 2.3 and 5.0 times, respectively. Different modes of full-spectrum 
LED lighting with a variable BL ratio and duration of action differ in their effect on the immune response in cucumber 
leaves during fusarium wilt: the intensity of lipid peroxidation increases only with a short stay of plants on LED lighting. 
The use of long LED lighting with a high BL share (60 %) leads to a significant increase in antiradical activity in infected 
cucumber leaves and the content of secondary metabolites, which indicates the activation of the antioxidant defense system 
as an adaptive mechanism of protection against phytopathogen.

Keywords: Cucumis sativus L.; Fusarium oxysporum; phenolic compounds; hydroxycinnamic acids; lipid peroxida­
tion; antiradical activity.
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Введение
Выращивание овощных культур, включая огурцы, часто происходит в теплицах с использованием 

светодиодной технологии. Ее преимуществами являются значительно улучшенная энергоэффектив­
ность освещения и возможность контролировать спектральный состав света в течение суточного цикла 
и онтогенеза растений. Применяемые в настоящее время светодиодные технологии весьма перспектив­
ны, они требуют научного обоснования и проверки качества LED-освещения. Спектральный состав  
света выступает важным фактором, определяющим морфогенез растения. Известно, что в процессе форми
рования растений Arabidopsis thaliana на светодиодном красном свету (КС) при варьировании соотноше­
ния КС и синего света (СС) от КС/СС = 1 до КС/СС = 5 стимулировались прибавка сухой массы растений, 
разрастание корней, стеблей и другие процессы [1], повышалось содержание хлорофилла, возрастала 
эффективность функционирования фотосистемы II, наблюдалось более раннее образование соцветий 
и увеличение их количества по сравнению с тем результатом, который достигался при использовании 
люминесцентного освещения [2]. Добавление СС оказывало позитивное влияние на развитие растений, 
а применение в светокультуре КС и СС имело синергетический эффект, причем оптимальное соотношение 
КС, дальнего красного света (ДКС) и СС для каждой культуры индивидуально [3; 4]. В работе [3] описано 
увеличение антиоксидантной способности листьев салата, шпината, капусты при выращивании на КС  
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с добавлением 17 % СС, базилика и перца при выращивании на КС с добавлением 9 % СС. В этой связи 
важным условием успешного формирования огурца в светокультуре является подбор оптимального 
спектрального состава света.

В постоянно изменяющихся условиях внешней среды растения подвергаются воздействию различ­
ных факторов биотической и абиотической природы, к негативному влиянию которых они адаптируют­
ся, формируя механизмы противодействия. К объективным причинам значительного снижения урожая 
важнейших продовольственных культур можно отнести заражение возбудителями грибных болезней. 
Огромное разнообразие грибных патогенов, их высокая вариабельность и возможность приспосабливать­
ся к растению-хозяину представляют собой серьезную проблему защиты растений. Одним из опасней­
ших патогенов является гриб Fusarium oxysporum. В исследовании [5] отмечено, что световые сигналы 
модулируют защитные реакции растений в ответ на атаки патогенов. В настоящее время светозависи­
мое формирование устойчивости растений к фитопатогенам показано на ряде растений [6–8]. В рабо­
тах, выполненных в основном на мутантах A. thaliana, обсуждаются механизмы регуляции активности  
про- и антиоксидантных систем в инфицированных растениях при изменении светового режима [9; 10]. 
Сегодня разрабатываются и применяются на практике множество методов борьбы с грибной инфекци­
ей на сельскохозяйственных культурах, однако наиболее перспективным направлением является по­
иск средств повышения общей неспецифической устойчивости растений (иммунного статуса) путем 
изменения антиоксидантной защиты. Наряду с конститутивной устойчивостью у растений существуют 
механизмы активной устойчивости, нацеленной на предотвращение последствий инвазии патогена. 
Важным компонентом такой защиты служат низкомолекулярные антиоксиданты, к которым относят 
аскорбиновую кислоту, глутатион, каротиноиды, фенольные соединения и другие соединения, которые 
нейтрализуют образующиеся активные формы кислорода для сохранения жизнеспособности растений 
в стрессовых условиях фузариоза.

Фенольные соединения (более 9000 соединений) являются обязательными компонентами клеток 
высших растений, выполняющими разнообразные функции [11; 12]. В публикациях [11; 13–17] описано 
их участие в окислительно-восстановительных процессах (компоненты электрон-транспортных цепей 
дыхания и фотосинтеза) и реакциях иммунитета, а также в процессах передачи сигналов при патогене­
зах, формирования устойчивости, образования структурных компонентов клеточной стенки (лигнина), 
накопления запасных веществ. Основными фенольными соединениями у высших растений являются 
фенилпропаноиды и флавоноиды. Будучи весьма реакционноспособными веществами, эти вторичные 
метаболиты могут инактивировать свободные радикалы. Наибольшее внимание исследователи уделяют 
анализу антиоксидантных свойств флавоноидов, которые активно используются в медицине и фарма
кологии. Функции фенилпропаноидов, в состав которых входят гидроксикоричные кислоты, интенсивно 
изучаются [18]. В последнее время отечественные исследователи используют препарат «Циркон», синте­
зированный на основе смеси гидроксикоричных кислот [19; 20], которые принимают участие в регуляции 
физиолого-биохимических процессов.

Цель настоящего исследования – изучение роли полноспектрального LED-освещения с варьируемым 
соотношением и продолжительностью действия СС в реализации иммунного ответа при фузариозном 
увядании растений огурца, который наблюдался по изменению количества в листьях вторичных метабо­
литов – полифенольных соединений, включая гидроксикоричные кислоты, а также по антирадикальной 
активности и содержанию продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ).

Материалы и методы исследования
Эксперименты проводили с зелеными растениями огурца Cucumis sativus L. сорта Кустовой, выра­

щенными с фотопериодом 14 ч света и 10 ч темноты при температуре 24 °С и влажности 65 % в грунте 
на основе торфа «Универсальный» (Terra Vita, Россия). 

Выращивание образцов, режимы освещения и обработка патогенным грибом. Для подбора опти­
мальных световых режимов использовали два варианта светодиодного освещения: 1) длительное освещение 
(25 дней); 2) короткое освещение (7 дней). В первом случае растения огурца выращивали на полихрома­
тическом свету с разной долей квантов СС (20 и 60 %) с начала появления настоящих листьев до 25 дней, 
затем переносили в условия белого света (БС) на 3 дня, предварительно обработав листья первого и вто­
рого ярусов спорами патогенного гриба F. оxysporum. Во втором случае растения огурца культивировали 
на полихроматическом БС до 18 дней с последующим переносом на синее LED-освещение с разной 
долей квантов СС (20 и 60 %) на 7 дней, после чего инфицировали патогенным грибом и помещали под 
белое LED-освещение на 3 дня. Использовали LED-светильники, включающие все диапазоны физио­
логически активной радиации (400–800 нм) в различном соотношении. В варианте «20 % СС» доля СС, 
КС + ДКС и зеленого света составила около 20; 70 и 10 % суммарного светового потока соответственно  
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(рис. 1, а). В варианте «60 % СС» доля СС, КС + ДКС и зеленого света была равна 60; 30 и 10 % суммар­
ного светового потока соответственно (рис. 1, б). Контролем служили растения огурца, сформированные 
под белыми LED-светильниками (вариант «БС»). Интенсивность света составляла около 100 мкмоль 
квантов на 1 м2 в секунду для всех вариантов освещения. Искусственное инфицирование грибным па
тогеном F. оxysporum, вызывающим фузариозное увядание растений, проводили суспензией, которая со- 
держит 1 ⋅ 106 спор на 1 мл из расчета 5 мл на растение. Анализ проводили через 3 дня после заражения, 
используя листья первого яруса. Контролем служили растения всех вариантов, обработанные дистилли­
рованной водой. Патогенный гриб F. оxysporum предварительно выращивали на картофельно-глюкозном 
агаре в течение 2 недель.

Рис. 1. Соотношение физиологически значимых спектральных диапазонов  
LED-освещения в разных вариантах опыта (20 % СС (а), 60 % СС (б))

Fig. 1. Ratio of physiologically significant spectral ranges  
of LED lighting in different experimental variants (20 % blue light (BL) (a), 60 % BL (b))

Определение фенольных соединений, включая гидроксикоричные кислоты. Фенольные соеди­
нения экстрагировали 96 % этанолом из измельченного и замороженного жидким азотом растительного 
материала в течение 60 мин при температуре 45 °С [21]. Гомогенат центрифугировали при 12 000 об/мин  
в течение 5 мин (центрифуга Microfuge-16 (Beckman Coulter, США)). Супернатант использовали для 
определения суммарного содержания фенольных соединений с коммерческим реактивом Фолина – Чо­
кальтеу (PanReac AppliChem, Германия). Для проведения реакции к 0,075 мл исследуемого экстракта 
добавляли 0,075 мл реактива Фолина – Чокальтеу, 0,150 мл 20 % раствора Na2CO3 и 1,20 мл дистил
лированной воды. Смесь выдерживали 24 ч. Спектры поглощения веществ, образовавшихся при взаимо­
действии реактива Фолина – Чокальтеу и этанольных экстрактов из листьев огурца, регистрировали на 
спектрофотометре UV-2401PC (Shimadzu, Япония) в области 400–800 нм, при этом наблюдали широкий 
максимум в диапазоне 760–765 нм. Суммарное содержание фенольных соединений рассчитывали исходя 
из калибровочной кривой, построенной для препарата галловой кислоты. Раствор галловой кислоты 
готовили путем разведения коммерческого препарата (Serva, Германия) в 96 % этаноле в пределах кон­
центраций 10–100 мкг/мл. 

Для определения содержания гидроксикоричных кислот использовали 96 % спиртовой экстракт из 
листьев огурца (0,1 г) с последующей инкубацией в течение 45 мин при температуре 45 °С. Затем 
в кювету наливали 0,1 мл экстракта и 0,9 мл дистиллированной воды. Оптическую плотность раствора 
измеряли на спектрофотометре UV-VIS РВ 2201 (ЗАО «Солар», Беларусь) при 330 и 400 нм [22]. Расчет 
содержания гидроксикоричных кислот осуществляли по калибровочной кривой, которая была построена 
по кофейной кислоте.

Определение антирадикальной активности. Для проведения оценки антирадикальной активности 
использовали методику спектрофотометрического измерения кинетики восстановления молекул ста­
бильного радикала 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила (DPPH) антиоксидантами растений [23]. Стандарт­
ный раствор DPPH (5 ⋅ 10–4 моль/л) в этаноле, подкисленном уксусной кислотой, разводили этанолом 
в соотношении 1 : 10 в целях получения рабочего раствора. Данный раствор должен иметь оптическую 
плотность не выше 0,9 при 517 нм. К 5 мл рабочего раствора DPPH добавляли 50 мкл исследуемых  
экстрактов, перемешивали и регистрировали кинетику убыли оптической плотности раствора в течение 
30 мин при 517 нм на спектрофотометре UV-2401PC. В качестве контрольного образца использовали 
рабочий раствор DPPH. 
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Антирадикальную активность определяли по следующей формуле: 

процент ингибирования = Аконтр � �
A
A

x 100,

где Ах – оптическая плотность исследуемого раствора; Аконтр – оптическая плотность исследуемого образца. 
Определение активности ПОЛ. Для анализа активности ПОЛ определяли количество малонового 

диальдегида (МДА) по методу, приведенному в работе [24]. Растительный материал гомогенизировали 
в 5 ммоль/л фосфатном буфере (рН 7,2). К гомогенату добавляли равный объем 0,5 % тиобарбитуровой 
кислоты (ТБК) в 20 % трихлоруксусной кислоте. Полученные образцы нагревали на кипящей бане в те­
чение 20 мин, охлаждали и центрифугировали при 3000 об/мин (центрифуга Microfuge-16). Измерение 
оптической плотности проводили при 532 нм на спектрофотометре UV-VIS РВ 2201. Количество МДА 
рассчитывали с учетом миллимолярного коэффициента экстинкции комплекса МДА – ТБК, который 
с поправкой на неспецифическое поглощение при 600 нм составил 155 ⋅ 105 моль/(л–1 ⋅ см–1) [25]. 

Статистическая обработка полученных результатов. Исследования проводили в 3–4-кратной био­
логической повторности. Статистическую обработку данных осуществляли с помощью методов пара­
метрической и непараметрической статистики [26]. Достоверность различий средних значений между 
вариантами определяли с учетом t-критерия Стьюдента для принятого уровня значимости (р ≤ 0,05), 
использовали компьютерные программы Statistica (версия 10.0) (StatSoft) и Excel 2019 (Microsoft). При­
водили средние значения и ошибки средней величины. 

Результаты и их обсуждение
Анализ роста и развития растений огурца в условиях LED-освещения и последующего фуза

риозного инфицирования. Проведены эксперименты на растениях огурца, формирование которых про­
исходило при LED-освещении различного спектрального состава (БС, 20 % СС, 60 % СС) и варьировании 
продолжительности такого освещения, а затем при их инфицировании патогенным грибом F. оxysporum.  
На рис. 2 видно, что при выращивании в условиях разного соотношения СС и КС в полноспектраль- 
ных композициях светодиодного освещения с уровнем плотности потока фотонов 100 мкмоль квантов на 1 м2 
в секунду ростовые показатели растений огурца (общая длина стебля, длина междоузлий и площадь листьев) 
различаются. Известное увеличение высоты растений под влиянием СС наблюдали как при длительном, 
так и при коротком периоде роста под синими LED-светильниками с разным вкладом СС, что, вероятно, 
связано с отсутствием в них полноценной фитохромной системы, принимающей участие в регуляции ро­
стовых процессов, либо опосредовано действием фототропинов, запускающих реакцию фототропизма [27]. 
Так, образцы, выросшие при длительном и коротком освещении с долей СС 60 %, были выше, чем образцы, 
выросшие при БС, в 3,5 и 2,0 раза соответственно. Листья огурца разных вариантов в наших опытах также 
отличались по таким биометрическим показателям, как общая площадь листовой пластинки и показатель 
удельной поверхностной плотности листа (данные не приведены). Растения становились более компактными, 
площадь листовых пластинок увеличилась уже через 7 дней развития на свету с низкой долей СС (20 %). 
Площадь листьев огурца, выращенных при коротком освещении с долей СС 60 %, была меньше на 40 % по 
сравнению с этим параметром у растений, выращенных в тех же условиях с долей СС 20 %. За 3 дня фуза­
риозного инфицирования значительные изменения в измеряемых параметрах не были зарегистрированы.

Рис. 2. Внешний вид здоровых и инфицированных грибом F. oxysporum  
растений огурца сорта Кустовой, выращенных при длительном LED-освещении  

разного спектрального состава (БС (а), 20 % СС (б), 60 % СС (в))
Fig. 2. External appearance of healthy and fungus F. oxysporum infected  

cucumber plants of the Kustovoi variety, grown under long LED lighting of  
different spectral compositions (white light (WL) (a), 20 % BL (b), 60 % BL (c))

контр
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Влияние LED-освещения и последующего фузариозного инфицирования на антирадикальную 
активность в листьях огурца. Антирадикальную активность в исследуемых образцах регистрировали 
спектрофотометрическим методом по изменению кинетики восстановления молекул DPPH антиоксидан­
тами растений (рис. 3). У образцов из инфицированных листьев огурца, выращенных при длительном 
и коротком освещении с долей СС 60 %, зарегистрировали наиболее высокую способность к тушению сво­
бодных радикалов в расчете на 1 мл экстракта и факт увеличения этого показателя относительно контроля 
(178 и 169 % соответственно). Спиртовые растворы, которые изготовлены из инфицированных листьев 
огурца, находившихся на длительном и коротком освещении в режиме 20 % СС, показали статистически 
достоверное снижение антирадикальной активности. Следует отметить, что для установления механизма 
антирадикальной активности требуется детальное исследование качественного и количественного состава 
экстрактов на содержание составных компонентов (полифенолов, флавоноидов, танинов и др.).
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Рис. 3. Антирадикальная активность в листьях огурца, выращенных при длительном (а)  
и коротком (б) LED-освещении разного спектрального состава 

(БС, 20 % СС, 60 % СС), а затем инфицированных грибом F. oxysporum. 
Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю (р ≤ 0,05)

Fig. 3. Antiradical activity in cucumber leaves grown under long (a)  
and short (b) LED lighting of different spectral compositions  

(WL, 20 % BL, 60 % BL) and then infected with the fungus F. oxysporum. 
Sign * marked significant differences in relation to control (р ≤ 0.05)

Влияние LED-освещения и последующего фузариозного инфицирования на накопление вто-
ричных метаболитов в листьях огурца. Антиоксидантные и антирадикальные свойства вторичных 
метаболитов обусловлены их химической структурой. Наличие гидроксильных групп позволяет им 
взаимодействовать со свободными радикалами разного происхождения и ликвидировать дисбаланс, 
возникающий при влиянии грибных токсинов или экологических стрессоров. Результаты тестирования 
здоровых растений огурца, культивированных при длительном и коротком освещении на БС и 20 % СС, 
приведены на рис. 4. В ходе анализа данных установлено, что листья огурца, выращенные на БС, син­
тезировали в 2 раза меньше фенольных соединений (10 мг-экв галловой кислоты на 1 г сырой массы), 
чем образцы, выращенные на 20 % СС. В физиологических условиях культивирования при длитель­
ном освещении с долей СС 60 % содержание полифенолов составило в среднем 4,7 мг-экв галловой 
кислоты на 1 г сырой массы, в то время как при коротком освещении с той же долей СС оно осталось 
на уровне 20,0 мг-экв галловой кислоты на 1 г сырой массы. В ответ на патогенное заражение грибом 
F. oxysporum растения, находившиеся на длительном освещении в режимах БС и 60 % СС, по сравнению 
с контрольными образцами, накапливали в листьях в 2,3 и 5,0 раза больше полифенолов соответственно. 
Длительное и короткое освещение с долей СС 20 % вызвало лишь небольшую деградацию полифенолов 
в инфицированных листьях. Следовательно, воздействие патогена на растения огурца, формировавшиеся 
длительное время в условиях БС и 60 % СС, приводит к увеличению способности синтеза защитных 
вторичных метаболитов. Среди многочисленных функций полифенолов особенно выделяют их влия­
ние на устойчивость растений к грибным заболеваниям. Сделано предположение о том, что высокое 
содержание фенольных соединений в образцах, выращенных при длительном и коротком освещении 
в режиме 20 % СС (приблизительно 20,0 мг-экв галловой кислоты на 1 г сырой массы), может способ­
ствовать локализации инфекции и ограничению развития патологического процесса (данный факт был 
визуально отмечен в таких образцах).
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К группе фенольных соединений относятся и биологически активные вещества – гидроксикорич­
ные кислоты, широко распространенные в растениях и принимающие участие в их защите от инфек­
ционных заболеваний и повреждений насекомыми [18]. Эти соединения характеризуются антиокси­
дантными свойствами, которые связаны с торможением свободнорадикальных процессов окисления  
за счет наличия гидроксильных групп, присоединенных непосредственно к ароматическому ядру. Со­
гласно представленным на рис. 5 результатам при исследовании здоровых листьев огурца наибольшее 
количество гидроксикоричных кислот наблюдалось в контрольных образцах, которые формировались 
длительное время при 20 % СС (10,0 мг-экв кофейной кислоты на 1 г сырой массы). Для образцов, вы­
ращенных в режимах БС и 60 % СС, количество этих производных кофейной кислоты зарегистрировано 
на уровне 2,6 и 3,9 мг-экв кофейной кислоты на 1 г сырой массы соответственно. Заражение грибом 
F. oxysporum спровоцировало значительное увеличение содержания данных вторичных метаболитов: 
почти в 3,5 раза по сравнению с контрольными образцами, выращенными на БС, и в 2,5 раза по сравнению  
с листьями огурца, находившимися на длительном освещении с долей СС 60 %. 

Рис. 4. Содержание фенольных соединений в листьях огурца, выращенных при длительном (а) и коротком (б)  
LED-освещении разного спектрального состава (БС, 20 % СС, 60 % СС), а затем инфицированных грибом F. oxysporum.  

Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю (р ≤ 0,05)
Fig. 4. Content of phenolic compounds in cucumber leaves grown under long (a) and short (b) 

LED lighting of different spectral compositions (WL, 20 % BL, 60 % BL) and then infected with the fungus F. oxysporum.  
Sign * marked significant differences in relation to control (р ≤ 0.05)

Рис. 5. Содержание гидроксикоричных кислот в листьях огурца, выращенных при длительном (а) и коротком (б)  
LED-освещении разного спектрального состава (БС, 20 % СС, 60 % СС), а затем инфицированных грибом F. oxysporum. 

Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю (р ≤ 0,05)
Fig. 5. Content of hydroxycinnamic acids in cucumber leaves grown under long (a) and short (b) 

LED lighting of different spectral compositions (WL, 20 % BL, 60 % BL) and then infected with the fungus F. oxysporum.  
Sign * marked significant differences in relation to control (р ≤ 0.05)
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Иммунный ответ с участием гидроксикоричных кислот особенно четко выразился в здоровых рас­
тениях, формировавшихся длительное время при 20 % СС (10,0 мг-экв кофейной кислоты на 1 г сырой 
массы). После заражения растений в листьях оказалось вполне достаточное для проявления защитного 
эффекта количество вторичных метаболитов (94,5 % относительно контроля).

Влияние LED-освещения и последующего фузариозного инфицирования на активность ПОЛ 
в листьях огурца. Для характеристики развития окислительных процессов в растениях огурца, сформи­
рованных в условиях LED-освещения, определяли содержание МДА, количество которого характеризует 
интенсивность ПОЛ и выступает одним из важнейших показателей устойчивости растений. Вместе с тем 
продукты ПОЛ способны являться индикаторами и первичными медиаторами стресса как особого состоя
ния клетки, которое может привести к увеличению ее резистентности [28]. Показано, что интенсивность 
ПОЛ в растениях огурца при длительном выращивании на БС была выше, чем при длительном выращи­
вании в режимах 20 % СС и 60 % СС, на 27 и 20 % соответственно (рис. 6, а). Инфицирование растений 
огурца грибом F. oxysporum способствовало достоверному снижению количества конечных продуктов ПОЛ 
(на 15 %) в листьях по сравнению с уровнем в контрольных образцах, однако активность переокисления 
липидов практически не изменялась по сравнению с соответствующими показателями в контрольных 
образцах, сформированных при 20 % СС и 60 % СС. Иную картину наблюдали при регистрации свободно- 
радикальных процессов в листьях огурца, выращенных при коротком освещении. Изначально низкий 
уровень продуктов ПОЛ не различался во всех вариантах опыта (рис. 6, б). После 3-дневного патогенного 
влияния гриба F. oxysporum зарегистрировали значительное увеличение количества конечных продук­
тов ПОЛ: в 3,0; 2,0 и 3,5 раза для образцов, выращенных при БС, 20 % СС и 60 % СС соответственно.
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Рис. 6. Содержание МДА в листьях огурца, выращенных при длительном (а) и коротком (б)  
LED-освещении разного спектрального состава (БС, 20 % СС, 60 % СС), а затем инфицированных грибом F. oxysporum. 

Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю (р ≤ 0,05)
Fig. 6. MDA content in cucumber leaves grown under long (a) and short (b) 

LED lighting of different spectral compositions (WL, 20 % BL, 60 % BL) and then infected with the fungus F. oxysporum.  
Sign * marked significant differences in relation to control (р ≤ 0.05)

Полученные результаты свидетельствуют о высокой чувствительности процессов ПОЛ, протекающих 
в листьях огурца, как к длительности применяемого LED-освещения и его составу, так и к инфицирова­
нию, связанному с развитием патогенного гриба F. oxysporum в растительных тканях. Вероятным объясне­
нием обнаруженного возрастания активности ПОЛ при длительном освещении является светозависимое 
усиление генерации активных форм кислорода по реакциям Фентона и Габера – Вейса при транспор- 
те электронов в хлоропластах и (или) при фотодыхании в пероксисомах [29]. Вместе с тем инфицирование 
растений огурца F. oxysporum в этих световых условиях не приводило к избыточному росту перекисной 
деградации липидов при любом спектральном соотношении, что свидетельствует о довольно сильной пер­
вичной активации иммунных процессов в растении в ответ на длительное световое воздействие. На фоне 
короткого освещения в условиях грибного заражения активность окислительных процессов в листьях 
огурца в большей мере зависела от спектрального состава применяемого LED-освещения, в частности  
от преобладания в нем доли СС. Небольшое увеличение доли квантов СС (20 %) при грибном инфици­
ровании стабилизировало протекание окислительных процессов в биомембранах клеток огурца за счет 
индукции защитных механизмов, которые ограничивают вызванные биотическим стрессом повреждения, 
снижая содержание конечного продукта ПОЛ – МДА. 
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Заключение
При проведении исследования было установлено, что здоровые листья огурца, длительно выращи­

ваемые в режимах БС и с разной долей СС в полноспектральных композициях LED-освещения, раз­
личаются по своему окислительному статусу. Использование длительного освещения с высокой долей 
СС (60 %) приводит к значительному увеличению антирадикальной активности в листьях огурца, ин­
фицированных грибом F. oxysporum, и содержания вторичных метаболитов – фенольных соединений, 
включая гидроксикоричные кислоты. Вместе с тем интенсивность процессов ПОЛ усиливается только 
при коротком пребывании растений на LED-освещении с высокой долей СС (60 %). Ранее полученные 
нами результаты подавления функциональной активности как фотосистемы I хлоропластных мембран 
огурца, так и стрессочувствительной фотосистемы II [30] в совокупности с представленной информа­
цией о синтезе вторичных метаболитов, которые сформировались при LED-освещении растений огурца, 
инфицированных патогеном F. oxysporum, указывают на необходимость добавления СС для улучшения 
роста и антиоксидантной защиты культуры огурца в контролируемой среде. Данные сведения могут 
быть использованы для разработки новых методов стимуляции иммунитета растений огурца на основе 
световой регуляции защитных реакций в фотосинтезирующих тканях высших растений.
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МЕХАНИЗМЫ ИНДУКЦИИ НАКОПЛЕНИЯ ββ-КАРОТИНА  
В КЛЕТКАХ МИКРОВОДОРОСЛИ DUNALIELLA SALINA  
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Аннотация. Показано, что условия азотного голодания и действия света высокой интенсивности существен­
но влияют на пигментный состав клеток микроводоросли Dunaliella salina (штамм IBCE D-1) при ее культиви­
ровании. В частности, наблюдается снижение количества хлорофиллов и неоксантина в 7 раз, виолаксантина 
в 5 раз, лютеина в 4 раза на фоне повышения содержания β-каротина в клетках микроводоросли в 6 раз. Сочетан- 
ное действие азотного голодания и света высокой интенсивности является наиболее эффективным из исследо
ванных в работе способов повышения продукции β-каротина клетками D. salina. Установлены снижение количества 
белка D1 реакционного центра фотосистемы II и частичная инактивация активности этой фотосистемы в клетках 
микроводоросли, культивированных в условиях недостатка азота, что может быть ключевым фактором запуска 
повышенного синтеза β-каротина.

Ключевые слова: микроводоросль; Dunaliella salina; β-каротин; фотосинтетический аппарат; азотное голо
дание.
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Abstract. It has been shown that conditions of nitrogen starvation and exposure to high intensity light significantly 
affect the pigment composition of cells of microalgae Dunaliella salina (strain IBCE D-1) during its cultivation. In par­
ticular, there is a decrease of the concentration of chlorophyll and neoxanthine by 7 times, violaxanthin by 5, lutein by 
4 times against the background of an increase of the concentration of β-carotene in the cells of microalgae by 6 times. 
The combined effect of nitrogen starvation and high intensity light is the most effective of the methods studied in the 
work to increase the production of β-carotene by cells of D. salina. A decrease in the D1 protein amount of the reaction 
centre of photosystem II and a predominant activity suppression of this photosystem in the cells of microalgae cultivated 
in a nitrogen-deficient medium was found, which may be a key factor in increased synthesis of β-carotene.

Keywords: microalgae; Dunaliella salina; β-carotene; photosynthetic apparatus; nitrogen starvation.

Введение
Галофитная зеленая микроводоросль Dunaliella salina, относящаяся к семейству Dunaliellaceae, спо­

собна размножаться и расти при уровне солености от 0,5 до 5,0 моль/л NaCl [1]. Клетки микроводоросли 
имеют хлорофиллы а и b, содержание которых варьируется в диапазонах 50–59 и 19–25 % соответствен­
но, а также каротиноиды (неоксантин, виолаксантин, лютеин и β-каротин), которые составляют 8–16 % 
всех пигментов клетки [2]. D. salina обладает способностью к накоплению значительного количества 
β-каротина при действии стрессоров разной природы. Благодаря этой особенности она является важ­
нейшим источником натурального β-каротина и используется в качестве пищевой и кормовой добав­
ки, косметологического средства и компонента препаратов для лечения и профилактики заболеваний. 
D. salina активно культивируется ввиду очень высокого итогового выхода данного пигмента: 2100,0 мг 
транс-β-каротина и 102,4 мг цис-β-каротина на 100 г микроводоросли против 5,8 мг транс-β-каротина 
и 2,8 мг цис-β-каротина на 100 г моркови [3]. В природе каротиноиды обычно встречаются в транс-
форме. Однако при накоплении каротиноидов, индуцированном стрессорами различной природы, клетки 
D. salina могут синтезировать цис-изомеры с повышенным фармакологическим эффектом. В целом доля 
цис-изомеров в клетках растительных организмов является небольшой, но при этом в клетках D. salina  
доля 9-цис-β-каротина может составлять от трети до половины общего числа каротиноидов [3; 4].  
D. salina обладает высокой метаболической и физиологической пластичностью, что позволяет ей жить 
в агрессивной высокосолевой среде, а также в больших количествах синтезировать биотехнологически 
значимые продукты, среди которых важное место занимает β-каротин. По результатам ряда исследо­
ваний был сделан вывод о синтезе β-каротина как адаптивной реакции на изменение условий среды 
с благоприятных на экстремальные [5; 6]. Показатели содержания β-каротина, такие как степень его 
накопления и скорость синтеза, зависят от интенсивности и продолжительности действия стрессоров, 
в частности высокой интенсивности падающего света, высокой температуры окружающей среды и недо­
статка питательных веществ. Однако такие экстремальные условия могут повлиять на жизнеспособность 
D. salina, тем самым снижая количество клеток на единицу объема [3; 7; 8]. Исследования данной микро­
водоросли носят как фундаментальный, так и прикладной характер, и чаще всего главным интересом  
в них выступает организация эффективного производства β-каротина. В Беларуси имеется коллек- 
ция микроводорослей, в которой присутствует D. salina (штамм IBCE D-1) [9]. Этот штамм как про
дуцент β-каротина изучен недостаточно.
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Цель данной работы – исследование влияния модификации состава питательной среды путем удале­
ния из нее азота на продуцирование клетками D. salina (штамм IBCE D-1) β-каротина в условиях разной 
освещенности, а также раскрытие механизмов индукции его накопления.

Материалы и методы исследования
В качестве объекта исследования использовали галофитную зеленую микроводоросль D. salina (штамм 

IBCE D-1) из альгологической коллекции Республиканского центра альгологии Института биофизики 
и клеточной инженерии НАН Беларуси [9]. Ее культивировали в стеклянных колбах с рабочим объе
мом 50 мл на стандартной питательной среде Артари при светодиодном освещении (цветовая темпе
ратура 4000 К) с интенсивностью 20 мкмоль квантов на 1 м2 в секунду и фотопериодом 14 ч света  
и 10 ч темноты. Эксперименты проводили в строго контролируемых условиях окружающей среды: тем­
пература в световом периоде составляла (23 ± 1) °С, относительная влажность воздуха была равна 50 %.

Полная стандартная питательная среда Артари для D. salina имела такой состав: NaCl – 116,0 г/л; 
MgSO4 ⋅ 7H2O – 50,0 г/л; KNO3 – 2,5 г/л; K2HPO4 – 0,2 г/л; FeSO4 – 0,009 г/л; ЭДТА – 0,037 г/л; NaHCO3 – 1,0 г/л;  
микроэлементы по Арнону – 2,0 мл на 1 л среды. Состав раствора микроэлементов был следующим: H3BO3 – 
2,86 г/л; MnCl2 ⋅ 4H2O – 1,81 г/л; ZnSO4 ⋅ 7H2O – 0,222 г/л; MoO3 – 176,4 мг на 10 л; NH4VO3 – 229,6 мг  
на 10 л. Для выяснения влияния модификации состава питательной среды, а именно удаления из нее 
биогенов, использовали дефицитную по азоту среду, которая не содержала KNO3. Постановка экспери­
мента осуществлялась следующим образом. Суспензию микроводоросли D. salina известной оптической 
плотности центрифугировали 10 мин при 4000 g на центрифуге 3-18KS (Sigma Laborzentrifugen GmbH, 
Германия), супернатант удаляли, осадок промывали раствором NaCl (116 г/л) и затем снова центрифу­
гировали 10 мин при 4000 g. Супернатант удаляли, осадок ресуспендировали в 30 мл питательной сре- 
ды, после чего суспензию помещали в стеклянные колбы. Экспериментальные колбы с микроводорослью 
D. salina располагали под светом высокой интенсивности (high intensity, HI) (200 мкмоль квантов на 1 м2 
в секунду), а контрольные колбы – под светом низкой интенсивности (low intensity, LI) (20 мкмоль квантов 
на 1 м2 в секунду). РАМ-флуориметрию и вестерн-блоттинг проводили после 2 сут инкубации суспензии 
D. salina на свету, анализ содержания фотосинтетических пигментов и подсчет клеток – после 14 сут ин­
кубации. Для осуществления биохимических и молекулярно-биологических анализов (определения со­
держания фотосинтетических пигментов и белков фотосистем) отбирали по 12 мл суспензии из каждой 
колбы, центрифугировали 10 мин при 4000 g, супернатант удаляли, осадок промывали раствором NaCl 
(116 г/л) и снова центрифугировали 10 мин при 17 000 g на центрифуге Heraeus Pico 17 (Thermo Fisher 
Scientific Inc., США). Осадок замораживали и хранили до проведения анализа при температуре –24 °С.

Метод оценки продуктивности микроводоросли. Продуктивность микроводоросли D. salina оце­
нивали по количеству клеток в единице объема суспензии. Подсчет осуществляли на 14-е сутки экспе­
римента с помощью камеры Горяева на микроскопе Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Япония) [10].

Метод определения качественного и количественного состава фотосинтетических пигментов 
в клетках микроводоросли с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии. Пиг­
ментный состав клеток D. salina определяли методом высокоэффективной жидкостной хроматогра­
фии (ВЭЖХ), модифицированным в лаборатории биофизики и биохимии растительной клетки Института 
биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси [11] согласно работам [12; 13]. В целях выполнения 
ВЭЖХ использовали 100 % ацетон для экстракции пигментов, раствор А, содержащий 90 % ацетонитрила, 
9,9 % дистиллированной воды, 0,1 % триэтиламина, и раствор В, содержащий 100 % этилацетат. ВЭЖХ 
проводили с помощью хроматографа LC-20 Prominence (Shimadzu, Япония), используя хроматографиче­
скую колонку Nucleodur C18 Gravity (размер частиц 5 мкм, длина колонки 15 см) фирмы Macherey-Nagel  
GmbH (Германия). Разделение пигментов в хроматографической колонке осуществляли с исполь
зованием растворов А и В по программе, представленной в табл. 1, со скоростью потока 0,5 мл/мин.  
Объем инъекции составлял 30 мкл. Пигменты регистрировали детектором с диодной матрицей по спект
рам поглощения в диапазоне 200–800 нм.

Таблица  1 
Программа изменения концентрации растворителя

Tab le  1 
Programme for changing the solvent concentration

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

0,01 1,0 100 0 Линейный градиент
6,0 1,0 0 100 Изократический режим
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Время, мин Скорость потока, мл/мин Раствор А, % Раствор B, % Режим

9,0 1,0 0 100 Линейный градиент
9,50 1,0 100 0 Изократический режим
12,50 1,0 100 0 Остановка

Для визуализации профиля хроматограммы выделяли спектр поглощения при 440 нм. В целях коли­
чественного определения пигментов использовали площади пиков хроматограммы. Расчет содержания 
пигментов проводили по формуле

Cпигм =
S440 Fпигм V

,
Vаликв l

где Спигм – содержание пигмента, мкг на 1 мл суспензии; S440 – площадь пика поглощения при 440 нм; 
Fпигм – фактор (коэффициент) для расчета содержания пигмента; V – объем супернатанта; Vаликв – объем 
инъекции (аликвота 30 мкл); l – объем исходной суспензии, мл. Для получения факторов (коэффициентов), 
отражающих зависимость площади под пиком хроматограммы от концентрации пигмента, использовали 
стандарты соответствующих пигментов.

Для проведения ВЭЖХ применялись следующие реагенты: ацетон марки «х. ч.» (≥99,0 %) (АО «Экос-1»,  
Россия), ацетонитрил для ВЭЖХ (≥99,9 %) и этилацетат для ВЭЖХ (≥99,7 %) (Honeywell, Германия), 
триэтиламин (≥99,5 %) (AppliChem, Германия), стандарты фотосинтетических пигментов (Sigma-Aldrich, 
Германия).

Метод определения фотохимической активности фотосистем в клетках микроводоросли с по-
мощью РАМ-флуориметрии. Фотосинтетическую активность фотосистем клеток водоросли определяли 
на 2-е сутки эксперимента. Параметры, характеризующие активность работы фотосистемы II (ФС II) 
и фотосистемы I (ФС I), рассчитывали с использованием метода индукции флуоресценции хлорофилла 
для нативной культуры D. salina, которую адаптировали к темноте в течение 15 мин.

Для определения показателей индукции флуоресценции хлорофилла использовали PAM-флуориметр 
Dual-PAM-100 (Heinz Walz, Германия) с модулем регистрации флуоресценции ФС II и двухволно­
вым (830 и 875 нм) модулем регистрации сигнала Р700 (реакционного центра ФС I). Данный прибор позво- 
ляет возбуждать модулированным светом низкой интенсивности (0,048 мкмоль квантов на 1 м2 в секунду, 
длина волны возбуждающего света 635 нм) фоновую флуоресценцию хлорофилла (F0). При включении 
актиничного света с интенсивностью 150 мкмоль квантов на 1 м2 в секунду интенсивность флуорес­
ценции достигает максимального уровня (Fm), после чего за счет дезактивации по фотохимическому 
и диссипационному пути снижается. Применение вспышки насыщающего света (10 000 мкмоль квантов 
на 1 м2 в секунду, 635 нм) на фоне действия актиничного света увеличивает интенсивность флуоресцен­
ции с уровня F до уровня  ′Fm . По полученным значениям показателей F0, ′F0, Fm, ′Fm  и F рассчитывали 
величину вариабельной флуоресценции (F F Fv m� � 0), потенциальный квантовый выход фотохимиче­
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). Эффективность функционирования электрон-транспортной цепи, или ско­

рость транспорта электронов, вычисляли по формуле 
ETR(II) = Y(II) ⋅ PAR ⋅ c ⋅ 0,5,

где PAR – интенсивность фотосинтетически активной радиации (в нашем случае 150 мкмоль квантов на 
1 м2 в секунду); c – часть абсорбированного света (обычно 0,84, т. е. 84 %); 0,5 – часть фотосинтетически 
активной радиации, приходящейся на ФС II1 [14; 15]. Кроме того, определяли показатели Y(I) и ETR(I), 
которые характеризуют состояние и активность ФС I и являются аналогичными таковым для ФС II2. 
После световой адаптации клеток регистрировали световые кривые для показателей ETR(I) и ETR(II)  

1Dual-PAM-100 // WALZ Photosynthesis Instruments : website. URL: http://www.walz.com/products/dual-pam-100/ (date of access: 
28.08.2025).

2Ibid.

О ко н ч а н и е  т а бл .  1 
En d i n g  o f  t h e  t a b l e  1
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с применением вспышки насыщающего света (10 000 мкмоль квантов на 1 м2 в секунду, 635 нм) на фоне 
действия актиничного света разной интенсивности (11; 18; 27; 58; 100; 131; 221; 344; 536 и 830 мкмоль кван- 
тов на 1 м2 в секунду; 30 с при каждой интенсивности света).

Метод определения содержания белка D1 с помощью вестерн-блоттинга в клетках D. salina. 
Выделение белков из клеток D. salina, их электрофоретическое разделение в полиакриламидном геле 
и вестерн-блоттинг выполняли так, как описано в работе [16]. Навеску осажденных при 17 000 g клеток 
водоросли массой 0,1 г растирали в ступке с жидким азотом до порошка, переносили в пробирку Эппен­
дорфа и приливали 1 мл среды выделения, содержащей 56 ммоль/л дитиотреитола, 56 ммоль/л Na2CO3, 
12 % сахарозы, 2 ммоль/л этилендиаминтетраацетата, 2 % SDS-Na, и тщательно перемешивали 1 мин, 
используя вортекс Vortex-Genie-2 (Scientific Industries, США). После этого пробы инкубировали в течение 
10 мин при температуре 80 °С в термошейкере TS-100 (Biosan, Латвия). Затем снова перемешивали и цен­
трифугировали в течение 5 мин при 17 000 g на центрифуге Biofuge Pico (Thermo Fisher Scientific Inc.).  
В полученном экстракте определяли содержание белка по методу Брэдфорда [17] и при необходимости 
разбавляли пробы буфером для экстракции в целях выравнивания в них содержания белка.

Разделение белков осуществляли с помощью денатурирующего гель-электрофореза. В лунки вносили 
15 мкл белкового экстракта с равным количеством белка. Электрофорез проводили на установке для 
вертикального гель-электрофореза Mini-Protean Tetra System (Bio-Rad, США), используя коммерческие 
препараты разделяющего и концентрирующего гелей в течение 1 ч при комнатной температуре и на­
чальном напряжении 120 В (пока белки не вошли в разделяющий гель). Затем напряжение увеличивали 
до 180 В.

После разделения белков их переносили из геля на нитроцеллюлозную мембрану Hybond-C pure 
(Cytiva, Великобритания) с порами 0,45 мкм. Гель наносили на мембрану и помещали на поверхность 
Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad ) между семью слоями хроматографической бумаги размером 
7,0 × 8,5 см, предварительно смочив их в анодном буфере, содержащем 25 ммоль/л Tris, 129 ммоль/л гли­
цина и 20 % метанола. Перенос белков осуществляли в течение 7 мин (сила тока рассчитывалась ав­
томатически). После окончания переноса нитроцеллюлозную мембрану окрашивали в течение 3 мин 
в растворе красителя пунцового красного для визуализации белкового профиля. Для иммунохимического 
окрашивания белков, иммобилизованных на нитроцеллюлозной мембране, использовали раствор TBS, 
содержащий 20 ммоль/л Tris-HCl (рН 7,5) и 150 ммоль/л NaCl, а также раствор ТBST, в состав которого 
дополнительно входил 0,05 % Тween-20. Мембрану инкубировали при комнатной температуре в течение  
1 ч в 50 мл TBST, содержащего 5 % cухого обезжиренного молока, перемешивая в шейкере Elpan-357 (El-
pan, Польша). После блокировки мембрану инкубировали в течение 1 ч при постоянном перемешивании 
с поликлональными первичными антителами к белку D1 реакционного центра ФС II (Agrisera, Швеция), 
растворенными в TBS, содержащем 5 % сухого обезжиренного молока. Затем мембрану дважды промыва- 
ли в течение 30 мин в TBST (без сухого молока), после чего инкубировали при постоянном перемешивании  
в течение 1 ч с кроличьими вторичными антителами (Agrisera), конъюгированными со щелочной фос­
фатазой. Мембрану снова промывали в течение 30 мин в TBST (без сухого молока), а затем инкуби­
ровали в течение 2 мин в щелочно-фосфатазном буфере, содержащем 100 ммоль/л Tris-HCl (рН 9,5), 
100 ммоль/л NaCl и 5 ммоль/л MgCl2. Для визуализации белков мембрану инкубировали в темно- 
те в 25 мл проявляющей смеси для щелочной фосфатазы, которая содержала 10 мг NBT, растворенного 
в 200 мкл дистиллированной воды, и 5 мг BCIP, растворенного в 400 мкл дистиллированной воды. После 
четкой визуализации полос мембрану тщательно промывали водой, подсушивали на воздухе. Количество 
белков рассчитывали в относительных единицах по площади и интенсивности окраски полос после их 
визуализации, используя программу TotalLab (версия 2.01). 

Статистическая обработка экспериментальных данных. Для статистической обработки экспери­
ментальных данных рассчитывали среднее значение и стандартную ошибку среднего. При определении 
достоверности различий полученных сведений между опытными образцами учитывались допустимый 
уровень значимости (p ≤ 0,05) и заданное число степеней свободы. Представлены данные как минимум трех 
независимых экспериментов в двойной биологической повторности. В качестве средств статистической 
обработки экспериментальных данных были использованы программы Excel 2019 (Microsoft) и SigmaPlot  
(версия 12.0) (Systat Software Inc., США), а также статистические методы из области биологических 
исследований [18].

Результаты и их обсуждение
Оценка продуктивности D. salina при культивировании в условиях азотного голодания и разной 

интенсивности света. На первом этапе исследования проводили оценку влияния сочетанного действия 
дефицита азота и света высокой интенсивности на продуктивность D. salina непосредственно по измене­
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нию количества клеток микроводоросли в суспензии после культивирования в течение 14 сут. На рис. 1 
представлены данные опытов, проведенных в следующих условиях: в среде с нормальным содержанием 
азота при низкой интенсивности света (+N LI), в среде с дефицитом азота при низкой интенсивности света 
(−N LI), в среде с нормальным содержанием азота при высокой интенсивности света (+N HI), в среде 
с дефицитом азота при высокой интенсивности света (−N HI). В полной питательной среде количество 
клеток в течение 14 сут культивирования в среднем увеличилось в 2,5 (низкая интенсивность света) 
и 2,0 (высокая интенсивность света) раза по сравнению с исходным значением. В условиях азотного 
голодания количество клеток повысилось в среднем в 1,5 раза.

Рис. 1. Количество клеток D. salina, выращенных в течение 14 сут  
в разных условиях (+N LI, −N LI, +N HI, −N HI).  

Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю (+N LI) (p ≤ 0,05). 
Референсной линией обозначено исходное количество клеток

Fig. 1. Number of D. salina cells grown for 14 days  
under different conditions (+N LI, −N LI, +N HI, −N HI). 

Sign * marked significant differences in relation to control (+N LI) (р ≤ 0.05). 
Reference line indicates the initial number of cells

Отметим, что еще до хроматографического разделения фотосинтетических пигментов наблюдались 
существенные различия в окраске суспензий микроводоросли для разных вариантов опыта. Так, если 
исходная культура и культура, инкубированная на свету низкой интенсивности, имели ярко-зеленый 
цвет, что указывает на нормальное соотношение в клетках хлорофиллов и каротиноидов, то при дейст
вии света высокой интенсивности и особенно сочетанном действии дефицита азота и света высокой 
интенсивности суспензия приобрела желтый цвет, что свидетельствует о повышенном накоплении 
каротиноидов (рис. 2).

Рис. 2. Суспензии клеток D. salina, выращенных в течение 14 сут  
в разных условиях (+N LI, −N LI, +N HI, −N HI)

Fig. 2. Suspensions of D. salina cells grown for 14 days  
under different conditions (+N LI, −N LI, +N HI, −N HI)
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На рис. 3 представлены микрофотографии, которые демонстрируют изменение формы и окраски 
клеток D. salina, выращенных в течение 14 сут в разных условиях. Наблюдается четкое влияние азотного 
голодания в сочетании с действием света высокой интенсивности на накопление каротиноидов непо­
средственно в клетках микроводоросли (рис. 3, г).

Рис. 3. Микрофотографии клеток D. salina, выращенных в течение 14 сут  
в разных условиях (+N LI (а), −N LI (б), +N HI (в), −N HI (г)) (увеличение ×40)

Fig. 3. Microphotographs of D. salina cells grown for 14 days under different conditions  
(+N LI (a), −N LI (b), +N HI (c), −N HI (d)) (magnification ×40)

Влияние азотного голодания и света высокой интенсивности на накопление фотосинтетиче-
ских пигментов в клетках D. salina. На втором этапе исследования проводили оценку качественного 
и количественного состава фотосинтетических пигментов в клетках D. salina. Были разделены и иден­
тифицированы следующие пигменты: неоксантин, виолаксантин, лютеин, хлорофилл b, хлорофилл a 
и β-каротин. Хроматограмма ацетонового экстракта фотосинтетических пигментов из клеток D. salina, 
отраженная на рис. 4, содержит пики неоксантина (время удержания 2,06 мин), виолаксантина (2,36 мин), 
лютеина (3,08 мин), хлорофилла b (4,06 мин), хлорофилла a (4,39 мин) и β-каротина (5,31 мин).

Рис. 4. Хроматограмма ацетонового экстракта фотосинтетических пигментов 
из клеток D. salina. Цифрами 1– 6 обозначены пики неоксантина (1), виолаксантина (2),  

лютеина (3), хлорофилла b (4), хлорофилла a (5) и β-каротина (6)
Fig. 4. Chromatogramme of the acetone extract of photosynthetic pigments 

from D. salina cells. Numbers 1– 6 indicate peaks of neoxanthin (1), violaxanthin (2),  
lutein (3), chlorophyll b (4), chlorophyll a (5) and β-carotene (6)
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Для идентификации разделенных веществ использовали очищенные стандарты соответствующих соеди- 
нений, а также спектры поглощения, зарегистрированные фотометрическим детектором [11]. На рис. 5 
представлены данные проведенного методом ВЭЖХ анализа количества фотосинтетических пигментов 
в клетках D. salina при культивировании в разных условиях. Выявлено, что при выращивании кле- 
ток в среде с азотным голоданием, при свете высокой интенсивности, а также в условиях сочетанного 
действия этих факторов содержание β-каротина относительно контроля (+N LI) увеличивалось. Клетки, 
культивированные в дефицитной по азоту среде при свете высокой интенсивности, характеризовались 
максимальным количеством этого пигмента (превышает его количество в клетках контрольных образ­
цов более чем в 6 раз). В клетках, сформировавшихся в данной среде, на фоне увеличения содержания 
β-каротина наблюдалось существенное уменьшение содержания хлорофилла и ксантофилловых кароти­
ноидов (неоксантина, виолаксантина и лютеина) по сравнению с клетками контрольных образцов. Так, 
сочетанное действие азотного голодания и света высокой интенсивности снизило количество хлорофилла 
и неоксантина в среднем в 7 раз, виолаксантина в 5 раз, лютеина в 4 раза.

Рис. 5. Содержание фотосинтетических пигментов в клетках D. salina,  
выращенных в течение 14 сут в разных условиях (+N LI, −N LI, +N HI, −N HI).  

Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю (+N LI) (p ≤ 0,05)
Fig. 5. Content of photosynthetic pigments in D. salina cells 

grown for 14 days under different conditions (+N LI, −N LI, +N HI, −N HI). 
Sign * marked significant differences in relation to control (+N LI) (р ≤ 0.05)

Влияние азотного голодания и света высокой интенсивности на фотохимическую активность 
фотосистем клеток D. salina. На третьем этапе работы проанализировали фотохимическую активность 
фотосистем клеток D. salina на начальной стадии стрессового воздействия, а именно через 2 сут после 
начала инкубации клеток в среде с дефицитом азота при действии света высокой интенсивности. На этой 
стадии стрессового воздействия еще отсутствуют детектируемые инструментальными методами изме­
нения в пигментном составе клеток, однако уже наблюдаются отклонения от их контрольных флуорес­
центных характеристик. РАМ-флуориметрия дает информацию об эффективности функционирования 
электрон-транспортной цепи в пределах ФС I и ФС II, а также о перераспределении энергии на фото­
химические (фотосинтез) и нефотохимические процессы. Знание этих параметров работы системы 
фотосинтеза клеток D. salina позволит определить возможное участие фотосинтетического аппарата 
в регуляции накопления каротиноидов как адаптационного механизма.

При азотном голодании  выявлено снижение показателей 
F
F
v

m
, Y(II) и ETR(II) в пределах ФС II на 9; 

9 и 10 % соответственно, при действии света высокой интенсивности – на 40; 51 и 52 % соответственно, 
при сочетанном действии стрессовых факторов – на 60; 67 и 67 % соответственно (табл. 2). Для всех 
вариантов опыта также было установлено снижение показателя qP в среднем на 15 %. В условиях дефи­
цита азота и действия света высокой интенсивности достоверное снижение фотохимической активности 
ФС I (показатели Y(I) и ETR(I)) не было обнаружено. 
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На рис. 6 представлены результаты анализа изменения хода световых кривых, отражающих зависи­
мость эффективности функционирования электрон-транспортной цепи ФС II от интенсивности акти­
ничного света. Зафиксировано существенное достоверное снижение показателя ETR(II) как при азотном 
голодании, так и при действии света высокой интенсивности. Различия значений показателя ETR(I), от­
ражающего эффективность функционирования электрон-транспортной цепи ФС I, в условиях дефицита 
азота и света разной интенсивности были не такими явными (рис. 7). Более того, при использовании 
актиничного света с интенсивностью 344 мкмоль квантов на 1 м2 в секунду показатель ETR(I) в клет­
ках, выращенных при азотном голодании и свете высокой интенсивности, был выше, чем в клетках 
контрольных образцов, что указывает на отсутствие подавления активности ФС I при недостатке азота.

Таблица  2 
Результаты РАМ-флуориметрии суспензии клеток D. salina,  

выращенных в течение 14 сут в разных условиях (++N LI, −−N LI, ++N HI, −−N HI)

Tab le  2 
Results of RAM fluorimetry of suspension of D. salina cells 

grown for 14 days under different conditions (++N LI, −−N LI, ++N HI, −−N HI)

Показатели
Варианты опыта

+N LI −N LI +N HI −N HI

F0 0,19 ± 0,01 0,21 ± 0,01 0,16 ± 0,01 0,11 ± 0,02
Fm 0,52 ± 0,02 0,50 ± 0,02 0,26 ± 0,02* 0,15 ± 0,02*
F
F
v

m
0,63 ± 0,01 0,57 ± 0,02* 0,38 ± 0,03* 0,25 ± 0,02*

Y(II) 0,43 ± 0,01 0,35 ± 0,02* 0,21 ± 0,02* 0,14 ± 0,01*
ETR(II) 23,91 ± 0,45 19,02 ± 0,94* 11,36 ± 1,54* 7,83 ± 0,49*
NPQ 0,07 ± 0,02 0,11 ± 0,03 0,24 ± 0,16 0,03 ± 0,01
qN 0,09 ± 0,02 0,13 ± 0,04 0,16 ± 0,07 0,05 ± 0,02
qP 0,70 ± 0,01 0,63 ± 0,01* 0,54 ± 0,06* 0,62 ± 0,04*
Y(I) 0,62 ± 0,05 0,56 ± 0,05 0,50 ± 0,06 0,51 ± 0,06

ETR(I) 34,02 ± 2,49 31,0 ± 2,73 27,54 ± 3,11 27,90 ± 3,25
*Достоверные различия по отношению к контролю (+N LI) (p ≤ 0,05).

Рис. 6. Эффективность функционирования электрон-транспортной цепи ФС II  
в клетках D. salina, выращенных в течение 14 сут в среде  

с нормальным содержанием азота и его дефицитом  
на свету низкой (а) и высокой (б) интенсивности. Знаком * отмечены  
достоверные различия по отношению к контролю (+N) (p ≤ 0,05)

Fig. 6. Efficiency of the electron transport chain of photosystem II (PS II) 
in D. salina cells grown for 14 days in a medium with normal nitrogen content  
and nitrogen deficiency under low (a) and high (b) light intensity. Sign * marked  

significant differences in relation to control (+N) (р ≤ 0.05)
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Рис. 7. Эффективность функционирования электрон-транспортной цепи ФС I  
в клетках D. salina, выращенных в течение 14 сут в среде  

с нормальным содержанием азота и его дефицитом  
на свету низкой (а) и высокой (б) интенсивности. Знаком * отмечено  
достоверное различие по отношению к контролю (+N) (p ≤ 0,05)

Fig. 7. Efficiency of the electron transport chain of photosystem I  
in D. salina cells grown for 14 days in a medium with normal nitrogen content  
and nitrogen deficiency under low (a) and high (b) light intensity. Sign * marked  

significant difference in relation to control (+N) (р ≤ 0.05)

Влияние азотного голодания и света высокой интенсивности на накопление белка D1 реак-
ционного центра ФС II в клетках D. salina. Вестерн-блоттинг позволил через 2 сут инкубации выя
вить уменьшение количества белка D1 реакционного центра ФС II в клетках, выращенных в условиях 
азотного голодания при низкой (уменьшение составило 27 %) и высокой (уменьшение составило 28 %) 
освещенности, по сравнению с количеством этого белка в клетках, культивированных в питательной 
среде с нормальным содержанием азота (рис. 8). Отметим, что хотя действие света высокой интенсив­
ности во всех вариантах опыта приводило к достоверному снижению содержания белка D1 реакционного 
центра ФС II в клетках микроводоросли, однако влияние дефицита азота на его количество было более 
значительным. Результаты денситометрического анализа полученных изображений вестерн-блоттинга 
представлены на рис. 9.

Таким образом, установлено снижение количества белка D1 реакционного центра ФС II на фоне 
преимущественного подавления активности ФС II в клетках D. salina, культивированных в дефицитной 
по азоту среде, что может быть ключевым фактором запуска повышенного синтеза в клетках β-каротина 
как антиоксиданта, предотвращающего избыточное накопление в хлоропластах активных форм кисло­
рода, в частности синглетного молекулярного кислорода [19]. Подавление фотохимической активно­
сти ФС II в условиях азотного голодания является следствием нарушения биосинтеза основных струк­
турных белков фотосинтетического аппарата, в том числе белка D1 реакционного центра ФС II [20]. 
Максимальный выход β-каротина в условиях дефицита азота и света высокой интенсивности может 
быть обусловлен действием синглетного молекулярного кислорода, генерация которого увеличивается 
при повреждении компонентов или нарушении функционирования комплексов ФС II, особенно на свету 
высокой интенсивности [21; 22].

Рис. 8. Вестерн-блоттинг белка D1 реакционного центра ФС II 
в клетках D. salina, выращенных в течение 14 сут 
в разных условиях (+N LI, −N LI, +N HI, −N HI) 

Fig. 8. Western blot analysis of D1 protein of the reaction centre PS II 
in D. salina cells grown for 14 days 

under different conditions (+N LI, −N LI, +N HI, −N HI)
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Рис. 9. Содержание белка D1 реакционного центра ФС II в клетках D. salina, 
выращенных в течение 14 сут в разных условиях (+N LI, −N LI, +N HI, −N HI).  

Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю (+N LI) (p ≤ 0,05)
Fig. 9. Content of D1 protein of the reaction centre PS II in D. salina cells  

grown for 14 days under different conditions (+N LI, −N LI, +N HI, −N HI). 
Sign * marked significant differences in relation to control (+N LI) (р ≤ 0.05)

Заключение
Условия азотного голодания и действия света высокой интенсивности существенно влияют на пиг­

ментный состав клеток микроводоросли D. salina (штамм IBCE D-1) при ее культивировании. В част­
ности, наблюдается снижение содержания хлорофиллов и неоксантина в 7 раз, виолаксантина в 5 раз, 
лютеина в 4 раза на фоне увеличения содержания β-каротина в клетках микроводоросли в 6 раз. Со­
четанное действие дефицита азота и света высокой интенсивности является наиболее эффективным из 
исследованных в работе способов повышения продуцирования β-каротина клетками D. salina. Установ­
лены снижение количества белка D1 реакционного центра ФС II и частичная инактивация активности 
ФС II в клетках микроводоросли, культивированных в условиях азотного голодания. Такое нарушение 
структурно-функционального состояния фотосинтетического аппарата клеток D. salina потенциально 
опасно развитием фотоокислительного стресса, оно приводит к активации биосинтеза каротиноидов 
и, как следствие, сверхпродуцированию β-каротина, являющегося специфическим тушителем синглет­
ного молекулярного кислорода. Настоящее исследование дает представление о механизме регуляции 
синтеза β-каротина в клетках D. salina, а также показывает перспективность использования дефицитных 
по азоту сред при культивировании клеток данной микроводоросли в целях получения β-каротина в про­
мышленных масштабах.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ СПОСОБОВ ДОСТАВКИ  
НУКЛЕАЗЫ Cas9 НА УРОВЕНЬ НОКАУТА В Т-ЛИМФОЦИТАХ  

ПРИ ИСПОЛЬЗОВАНИИ СИСТЕМЫ ГЕНОМНОГО  
РЕДАКТИРОВАНИЯ CRISPR/Cas9 НА ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ  

МОДЕЛИ Т-КЛЕТОЧНОЙ ЛИНИИ Jurkat

Е. С. ПОКЛАДОК 1), А. Н. МЕЛЕШКО1), М. С. КИСЕЛЬ2)

1)Республиканский научно-практический центр детской онкологии, гематологии и иммунологии, 
ул. Фрунзенская, 43, 223053, д. Боровляны, Боровлянский с/с, Минский р-н, Беларусь 

2)Институт биоорганической химии НАН Беларуси,  
ул. Академика Купревича, 5, корп. 2, 220084, г. Минск, Беларусь

Аннотация. Разработка аллогенных CAR-T-клеток представляет собой перспективное направление в иммуно
терапии онкологических заболеваний, которое позволяет преодолеть ограничения, возникающие при исполь
зовании аутологичных Т-клеток. Одним из ключевых этапов создания таких клеток является эффективное введе­
ние в них компонентов системы геномного редактирования CRISPR /Cas9. В настоящей статье рассматриваются 
стратегии оптимизации параметров электропорации нуклеазы Cas9 (мРНК, белок, плазмидный вектор) для повы­
шения эффективности редактирования генома. Оптимизированный протокол может способствовать стандарти
зации производства аллогенных CAR-T-продуктов, улучшая их терапевтическую эффективность и безопасность.

Ключевые слова: CRISPR /Cas9; sgRNA; ген TRAC; ген B2M; нокаут; CAR.
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ON KNOCKOUT EFFICIENCY IN T LYMPHOCYTES  
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Abstract. The development of allogeneic CAR-T cells represents a promising direction in cancer immunotherapy, 
overcoming the limitations of autologous approaches. One of the key steps in creating such cells is the efficient delivery of 
CRISPR/Cas9 genome editing components into them. This article explores strategies for optimising electroporation parame
ters for nuclease Cas9 (mRNA, plasmid vector, protein) to enhance genome editing efficiency. The optimised protocol may 
contribute to the standardisation of allogeneic CAR-T cell manufacturing, improving their therapeutic efficacy and safety.

Keywords: CRISPR/Cas9; sgRNA; gene TRAC; gene B2M; knockout; CAR.

Введение
Метод CAR-T-терапии онкологических заболеваний был разработан как терапия аутологичными 

Т-лимфоцитами, которые экспрессируют химерные антигенные рецепторы (chimeric antigen receptor, 
CAR), распознающие специфичные для опухолевых клеток мембранные антигены. Использование ауто­
логичных клеток связано с рядом сложностей, таких как малое количество и сниженная функциональная 
активность Т-лимфоцитов у пациентов после химиотерапии. Аллогенные Т-клетки решают эти пробле­
мы, но их прямое применение невозможно, во-первых, из-за развития реакции «трансплантат против 
хозяина» и, во-вторых, в связи с отторжением аллогенных Т-клеток иммунной системой реципиента [1]. 

В настоящем исследовании используем систему геномного редактирования CRISPR /Cas9 для нокаута 
генов субъединицы альфа Т-клеточного рецептора (TRAC) и бета-2-микроглобулина (B2M), одной из 
цепей MHCI, в целях их элиминации с поверхности мембраны. Система CRISPR /Cas9 состоит из ДНК-
эндонуклеазы Cas9 и sgRNA (single guide RNA – одиночная гидовая РНК), искусственной молекулы, 
представляющей собой гибрид таких РНК-компонентов, как 20-нуклеотидная последовательность гид 
РНК, комплементарная редактируемому участку генома, и scRNA (scaffold RNA – каркасная РНК). Оба 
компонента, белок Сas9 и sgRNA могут быть доставлены в клетку разными способами: в виде рибонуклео
протеина, или двух генов, или белка Сas9 независимо от sgRNA [2–5]. В случае редактирования 
генома с использованием системы CRISPR /Cas9 эффективность процесса зависит не только от дизайна 
sgRNA [1], но и от формы доставки нуклеазы Cas9 (мРНК, белком Cas9 или плазмидным вектором).

Получение CAR-T-клеток требует стабильной генетической модификации (обычно путем ретровирус­
ной трансдукции) для включения в геном экспрессионной кассеты CAR. Как правило, для редактирования 
генома с помощью системы CRISPR /Cas9 используют электропорацию мРНК белка Cas9, белком Cas9 
и sgRNA. Такой способ обусловлен, во-первых, достаточной эффективностью доставки рибонуклеопро­
теиновых комплексов и, во-вторых, избеганием негативных эффектов конститутивной экспрессии белка 
Cas9, в частности off-target-эффекта редактирования. 

Был разработан способ получения аллогенных CAR-T-клеток, при котором sgRNA доставляются 
в CAR-T-клетки в составе бицистронной конструкции лентивирусного вектора, который включает ген, 
кодирующий CAR, и сдвоенный ген двух sgRNA. Выбор оптимальных sgRNA и их промоторов был вы­
полнен в исследовании [1]. Цель настоящей работы – оптимизация редактирования генов TRAC и B2M 
в лимфоцитах человека при получении CAR-T-продуктов путем выбора наилучшей формы доставки 
нуклеазы Cas9, а именно электропорации мРНК белка Cas9, белком Cas9 или плазмидной ДНК. 

Материалы и методы исследования
Клеточные линии. В рамках данного исследования использовались модельные культуры Jurkat 

и HEK293T. Клетки линии HEK293T культивировали в полной среде DMEM (10 % эмбриональной те­
лячьей сыворотки (ЭТС)), клетки линии Jurkat – в полной среде RPMI 1640 (10 % ЭТС) с добавлением 
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гентамицина (10 мкг/мл). Клеточная культура Jurkat является модельной культурой Т-лимфобластного 
лейкоза с конститутивной экспрессией CD3, IL-2, T-клеточного рецептора.

Первичные Т-лимфоциты получали из периферической крови донора. Кровь наслаивали на 0,5 объе
ма градиента плотности 1,077 г/мл (гистопак), находившегося при комнатной температуре, и центрифуги­
ровали при 400 g при комнатной температуре в течение 30 мин. После центрифугирования мононуклеары 
крови локализовались в области кольца на границе раздела сыворотка – гистопак. Слой мононуклеа- 
ров крови переносили в стерильную пробирку, дважды отмывали в растворе DPBS (Dulbecco’s phosphate 
buffered saline – фосфатно-солевой буфер Дульбекко) (центрифугировали при 250 g в течение 10 мин). 
Для изоляции Т-лимфоцитов использовали набор для иммуномагнитной селекции EasySep Human T-cell 
Isolation Kit (#17951; Stemcell, Канада). Культивирование проводили в полной среде RPMI с добавлением 
10 % ЭТС, 100 МЕ/мл IL-2.

Используемые плазмиды и векторы. Для доставки белка Cas9 в составе плазмидного вектора ис­
пользовали плазмиду lentiCas9-Blast (#52962; Addgene, США). Данный плазмидный вектор содержит 
в себе ген Cas9 под эукариотическим промотором EF1a. 

Получение вирусных частиц. За день до котрансфекции 3 млн клеток линии HEK293T засевали 
в чашку Петри (Sarstedt Group, Германия) для адгезивных культур, содержащую 10 мл полной рос
товой среды DMEM, и инкубировали при температуре 37 °C во влажной атмосфере с 5 % CO2 на 
протяжении суток. Котрансфекцию проводили с использованием линейного полиэтиленимина (ПЭИ) 
(25 кДа) в растворе с массовым соотношением ДНК : ПЭИ = 1 : 2. Трансфицирующая смесь включа- 
ла 10,2 мкг трансферного вектора, 6 мкг плазмиды pCMV dR8.91, 3 мкг плазмиды pMD2.G и 38 мкг ПЭИ 
в 1,2 мл раствора DPBS. Котрансфекцию проводили в 11,0 мл бессывороточной среды DMEM в течение 
6–16 ч с последующей сменой среды на полную. Через 48 ч собирали супернатант, фильтровали через 
шприцевой фильтр с размером пор 0,45 мкм, концентрировали вирусные частицы центрифугированием 
при 3000 g в течение 16 ч при температуре 4 °С и хранили при температуре –80 ℃.

Трансдукция. Полученный вирусный концентрат использовали для трансдукции клеточной куль­
туры Jurkat. Трансдуцировали 50 тыс. клеток в присутствии 6 мкг/мл полибрена с множественностью 
инфекции MOI = 5 в условиях спинокуляции при 600 g в течение 90 мин. На следующие сутки сменили 
среду на полную среду RPMI 1640. 

Селекция. Экспрессионная кассета, доставляемая в клеточную культуру Jurkat, имела в своем со­
ставе маркерный ген EGFP, а также ген устойчивости к пуромицину. После оценки уровня трансдукции 
в среду добавляли 1 мкг/мл пуромицина для получения культуры с высоким содержанием модифици­
рованных Т-лимфоцитов.

Синтез мРНК белка Cas9. Синтез мРНК белка Cas9 производили набором HiScribe T7 ARCA mRNA 
Kit (with tailing) (#E2060S; New England Biolabs, США). Матрицей для гена Cas9 служила плазмида 
pET-20b(+)Cas9. Данный вектор получили путем молекулярного клонирования гена Cas9 по сайтам  
рестрикции BamHI и NcoI в плазмидный вектор pET-20b(+) (#69739-3; Addgene). В полученном векторе 
ген Cas9 находится под промотором T7.

Электропорация. Доставку нуклеазы Cas9 осуществляли посредством электропорации мРНК бел­
ка Cas9, синтетическим белком Cas9 (Институт биоорганической химии НАН Беларуси) и плазмидной 
ДНК (lentiCas9-Blast) на приборе Neon Transfection System (Thermo Fisher Scientific, США). Используе
мый режим электропорации – 1600 В, 10 мс, 3 удара. Электропорировали пробы по 100 тыс. клеток 
в объеме 10 мкл буфера R, после электропорации их сразу же рассаживали в лунки с 200 мкл среды 
RPMI (10 % ЭТС) без добавления антибиотика. Через 72 ч определяли количество клеток в каждой лунке 
и рассчитывали их жизнеспособность. 

Проточная цитометрия. Уровень нокаута генов TRAC и B2M определяли на приборе DxFLEX (Beckman 
Coulter, США) с использованием антител anti-СD3-ECD (BD Biosciences, США) и anti-B2M-PE /Cy5.5 (Abcam, 
Великобритания). Уровень жизнеспособности выявляли с помощью флуоресцентного красителя DAPI.

Результаты и их обсуждение
Для доставки системы CRISPR/Cas9 использовалась следующая стратегия. Две последовательности 

sgRNA для генов TRAC и B2M были клонированы в один лентивирусный вектор с геном, кодирующим 
CAR, для одновременной доставки sgRNA и CAR в клетки Т-лимфоцитов путем трансдукции. Нуклеа
за Cas9 доставлялась отдельно методом электропорации одним из трех вариантов: в виде мРНК, белка 
и плазмиды с геном Cas9 (рис. 1).

Трансферный вектор был собран на основе лентивирусного вектора lentiCRISPR, содержащего ген 
устойчивости к пуромицину на 5′-конце экспрессионной кассеты. В вектор lentiCRISPR v2 (#52961; 
Addgene) по сайтам рестрикции EcoRI и KpnI были клонированы sgRNA к генам TRAC и B2M [1] под 
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промоторами hU6 и mU6 соответственно [2]. По сайтам рестрикции BshTI и BamHI из исходного 
вектора (lentiCRISPR v2) удалили ген Cas9 и на его месте клонировали кассету, состоящую из маркерно- 
го гена EGFP и химерного антигенного рецептора anti-CD19 (anti-CD19-CAR) (рис. 2).

Рис. 1. Схема этапов доставки компонентов системы CRISPR /Cas9  
и CAR в клеточную культуру Т-лимфоцитов

Fig. 1. Schematic representation of the delivery stages of the CRISPR /Cas9  
system components and CAR into T lymphocyte cell culture
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Была проведена трансдукция Т-клеточной линии Jurkat лентивирусным вектором, содержащим экс
прессионную кассету с CAR и sgRNA, как описано выше. Уровень трансдукции оценивался по флуорес­
ценции репортерного гена GFP. Первоначальный уровень трансдукции составлял 75 %. Позже культура 
была обогащена трансдуцированными клетками путем селекции по гену устойчивости к пуромицину, 
после чего количество модифицированных клеток достигло 92 % (рис. 3).

После селекции была получена культура Т-лимфоцитов, содержащая 92 % клеток GFP+. Модифициро
ванные клетки имели sgRNA к генам TRAC и B2M, а также CAR. Для активации системы редактирования 
CRISPR /Cas9 мы доставляли в клетки нуклеазу Cas9 методом электропорации мРНК, белком и плаз­
мидой, кодирующей белок Cas9 (рис. 4). Режим электропорации подбирался нами ранее эмпирическим 
путем с целью сохранения баланса между жизнеспособностью клеточной культуры (более 85 % живых 
клеток) и уровнем доставки. 

Оценку нокаута генов TRAC и B2M проводили методом проточной цитометрии по потере экспрессии 
CD3 (для гена TRAC ) и B2M на 3-и, 7-е и 11-е сутки (рис. 5–7) для региона клеток GFP+. В качестве 
контроля использовали трансдуцированные клетки без электропорации. 

Рис. 3. Оценка эффективности трансдукции клеточной культуры Jurkat с последующей селекцией:  
а – состав клеточной культуры Jurkat, не проходившей процедуру трансдукции;  

б – состав клеточной культуры Jurkat на 3-и сутки после трансдукции  
(количество модифицированных клеток достигло 74 %); 

в – состав трансдуцированной клеточной культуры Jurkat  
на 2-е сутки после селекции (количество модифицированных клеток достигло 92 %). 

Окрашивание антителом anti-GFP-FITC
Fig. 3. Evaluation of transduction efficiency in Jurkat cell culture followed by selection:  
a – composition of Jurkat cell culture that did not undergo the transduction procedure;  

b – composition of Jurkat cell culture on the 3rd day after transduction  
(the number of modified cells reached 74 %);  

c – composition of Jurkat cell culture on the 2nd day after selection  
(the number of modified cells reached 92 %). 

Antibody anti-GFP-FITC staining
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Рис. 4. lentiCas9-Blast – доставляемая электропорацией плазмида,  
которая содержит ген Cas9 под эукариотическим промотором EF-1α

Fig. 4. lentiCas9-Blast is the plasmid delivered by electroporation,  
containing the gene Cas9 under the eukaryotic EF-1α promoter
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Рис. 5. Нокаут гена TRAC для клеточной культуры Jurkat на 11-е сутки после электропорации:  
а – контроль; б – электропорация мРНК белка Cas9; в – электропорация белком Cas9;  

г – электропорация плазмидным вектором Cas9. Окрашивание антителом anti-СD3-ECD
Fig. 5. Knockout of the gene TRAC in Jurkat cell culture on the 11th day after electroporation:  

a – control; b – electroporation with protein Cas9 mRNA; c – electroporation with protein Cas9;  
d – electroporation with plasmid vector Cas9. Antibody anti-CD3-ECD staining
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Рис. 6. Нокаут гена B2M для клеточной культуры Jurkat на 11-е сутки после электропорации:  
а – не окрашенный антителом контроль; б – окрашенный антителом контроль;  

в – электропорация мРНК белка Cas9; г – электропорация белком Cas9;  
д – электропорация плазмидным вектором Cas9.  
Окрашивание антителом anti-B2M-PE /Cy5.5

Fig. 6. Knockout of the gene B2M in Jurkat cell culture on the 11th day after electroporation:  
a – unstained antibody control; b – stained antibody control;  

c – electroporation with protein Cas9 mRNA; d – electroporation with protein Cas9;  
e – electroporation with plasmid vector Cas9. 

Antibody anti-B2M-PE /Cy5.5 staining
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По мере увеличения времени культивирования полученных клеточных культур наблюдался прирост 
популяции, негативной по TCR и MHCI. Данный факт свидетельствует о сохранении их пролифератив­
ной активности после всех проведенных процедур модификации.

Как видно из экспериментальных данных (см. рис. 7), нокаут гена TRAC достоверно выше при 
электропорации плазмидной ДНК с геном Cas9 (26 ± x %), чем мРНК (20 ± xx %, p = 0,02) и белком Cas9 
(24 ± xx %, p = 0,04). Для нокаута гена B2M не было выявлено существенных различий в использовании 
мРНК и плазмиды с геном Cas9, однако применение белка Cas9 характеризовалось наименьшим выхо­
дом целевых клеток (около 1 %). Нокаут гена B2M при доставке мРНК и плазмиды с геном Cas9 (7 %,  
p = 0,03) был достоверно более эффективным, чем при использовании белка (1 %, p = 0,03). Нокаут 
гена B2M более низкий, чем нокаут гена TRAC, что было замечено в других исследованиях [4]. Пред­
полагаемая причина – более сложная эпигенетическая упаковка гена B2M. Также влияние на общую 
жизнеспособность первичных Т-клеток может оказывать отсутствие MHCI. Рост популяции MHCI-
негативных клеток при культивировании (3-и, 7-е и 11-е сутки) может объясняться адаптацией и выхо­
дом из состояния стресса, вызванного электропорацией. Нокаут гена TRAC более критичен, чем нокаут  
гена B2M, поскольку он определяет риск развития реакции «трансплантат против хозяина», тогда как 
сохранение белка B2M на части клеток приведет к снижению персистенции CAR-T-клеток, но не к по­
явлению осложнений. 

Редактирование генома с доставкой нуклеазы Cas9 в виде плазмидной ДНК не является распростра­
ненным подходом. Выгода от применения этого способа состоит в значительно более низкой стоимости 
получения плазмидной ДНК по сравнению со стоимостью синтеза мРНК или белка. Однако согласно 
некоторым данным применение метода электропорации плазмидной ДНК не эффективно в отноше- 
нии первичных Т-лимфоцитов человека в связи с сильным падением общей жизнеспособности клеток [6]. 
Мы получили аналогичные результаты (рис. 8).

Уровень редактирования около 25 % Т-клеток кажется невысоким. Преимущество лентивирусной 
доставки sgRNA при трансдукции вместе с CAR состоит в том, что нокаут выбранных генов будет про­
исходить только в CAR-T-клетках, не затрагивая остальные клетки, а уровень трансдукции в условиях 
клинического производства CAR-T-клеток составляет 20–50 %. Таким образом, иммуномагнитной 
деплеции TCR-положительных клеток будет достаточно для приемлемого выхода редактированных 
CAR-T-клеток. 

Рис. 7. Зависимость эффективности нокаута генов TRAC и B2M  
 от способа доставки нуклеазы Cas9 в клеточную культуру Jurkat.  

Знаком * отмечены достоверные различия (p < 0,05). 
Статистическая обработка данных производилась  
с использованием U-критерия Манна – Уитни

Fig. 7. Knockout efficiency dependence of the genes TRAC and B2M  
on the nuclease Cas9 delivery method to Jurkat cell culture.  

Sign * marked significant defferences (p < 0.05). 
Data were analysed using the Mann – Whitney U-test
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Заключение
На экспериментальной модели Т-клеточной линии Jurkat мы отработали способ редактирования генов 

TRAC и B2M, сопряженный с введением гена, кодирующего CAR. С этой целью лучшие кандидаты sgRNA 
были включены в бицистронный лентивирусный вектор под промоторами U6, а нуклеаза Cas9 доставля­
лась в клетки методом электропорации мРНК, белком и плазмидной ДНК. Сравнительный анализ показал, 
что наилучшим способом редактирования оказалась доставка плазмидной ДНК с геном Cas9. Эффектив­
ность редактирования гена B2M достоверно ниже нокаута гена TRAC. При проведении эксперимента на 
первичных лимфоцитах в аналогичных условиях было подтверждено негативное влияние плазмидной 
ДНК на общую жизнеспособность культуры после электропорации. Метод нуждается в совершенство­
вании, направленном на увеличение выхода целевых клеток (негативных по экспрессии B2M и MHCI 
и экспрессирующих CAR) для получения аллогенных CAR-T-продуктов, однако он является пригодным 
для применения в экспериментальных целях. 

Рис. 8. Экспериментальные данные по влиянию способа доставки нуклеазы Cas9 методом электропорации  
на жизнеспособность первичных Т-лимфоцитов: а – контрольные трансдуцированные образцы,  

не проходившие электропорацию (средняя жизнеспособность составила 91 %);  
б – трансдуцированные и электропорированные мРНК Т-клетки (средняя жизнеспособность составила 84 %);  

в – трансдуцированные и электропорированные белком Т-клетки (средняя жизнеспособность составила 76 %);  
г – трансдуцированные и электропорированные плазмидным вектором Т-клетки  

(средняя жизнеспособность составила 27 %). 
Окрашивание антителом anti-DAPI-PB450

Fig. 8. Experimental data on the impact of nuclease Cas9 delivery method by electroporation on the viability  
of primary T lymphocytes: a – control transduced samples not subjected to electroporation (average viability was 91 %);  

b – transduced and electroporated mRNA T cells (average viability was 84 %); c – transduced and electroporated  
protein T cells (average viability was 76 %); d – transduced and electroporated  

plasmid vector T cells (average viability was 27 %). 
Antibody anti-DAPI-PB450 staining
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УДК 634.11:632.25

РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА slyA  
У ФИТОПАТОГЕННЫХ БАКТЕРИЙ ERWINIA AMYLOVORA

К. Ю. ПЕСОЦКАЯ1), Д. В. СОРОКИН1), А. Л. ЛАГОНЕНКО2), А. Н. ЕВТУШЕНКОВ1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь 
2)Альгимед Техно, Логойский тракт, 22/1, 220090, г. Минск, Беларусь

Аннотация. Исследовано влияние соединений различной химической природы на активность промотора транс­
крипционного регулятора SlyA. В результате установлено, что перекись водорода и полимиксин B индуцируют 
экспрессию гена slyA. Также отмечено, что под действием белка SlyA активируется транскрипция генов slyA, yhcN 
и ohrA. Сделан вывод о том, что протестированные растительные фенольные соединения (салициловая, хлоро­
геновая, ванилиновая, кофейная, коричная, парагидроксибензойная и феруловая кислоты) в физиологических 
концентрациях не регулируют экспрессию гена slyA.

Ключевые слова: Erwinia amylovora; регулятор SlyA; растительные фенольные соединения; полимиксин B; 
перекись водорода; экспрессия генов.

THE REGULATION OF slyA GENE EXPRESSION  
IN PHYTOPATHOGENIC BACTERIA ERWINIA AMYLOVORA

K. Yu. PESOTSKAYAa, D. V. SOROKIN a, A. L. LAGONENKOb, A. N. EVTUSHENKOV a

aBelarusian State University, 4 Niezaliezhnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus 
bAlgimed Techno, 22/1 Lagojski Tract, Minsk 220090, Belarus

Corresponding author: K. Yu. Pesotskaya (karina345678@mail.ru)

Abstract. The work investigated the effect of compounds of different chemical nature on the activity of the  
promoter of the transcriptional regulator SlyA. As a result, it was found that hydrogen peroxide and polymyxin B 
induce slyA gene expression. It was also noted that the SlyA protein activates the transcription of the slyA, yhcN 
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and ohrA genes. It was concluded that the tested plant phenolic compounds (salicylic, chlorogenic, vanillic, caf­
feic, cinnamic, p-hydroxybenzoic and ferulic acids) in physiological concentrations do not regulate slyA gene  
expression.

Keywords: Erwinia amylovora; SlyA regulator; plant phenolic compounds; polymyxin B; hydrogen peroxide; gene 
expression.

Введение
Регуляция экспрессии генов прокариот главным образом осуществляется на уровне инициации транс­

крипции, что достигается с помощью регуляторных белков, которые связываются со специфическими 
последовательностями ДНК, в результате чего происходит репрессия или активация транскрипции. 
Важным вариантом контроля транскрипции является аутогенный контроль (саморегуляция), который 
может быть как негативным, так и позитивным. Регуляция собственной экспрессии (путем связывания 
с ДНК или РНК) обнаружена у некоторых ферментов (треонил-тРНК-синтетазы, пролиндегидрогеназы, 
биотин-протеин-лигазы и др.). Для многих транскрипционных регуляторов (белка cI фага λ, аргининового 
репрессора (ArgR), метионинового репрессора (MetJ), триптофанового репрессора (TrpR), активатора 
транскрипции EutR Escherichia coli и др.) также характерен такой тип регуляции экспрессии собствен­
ных генов [1].

Одним из семейств транскрипционных регуляторов является семейство белков MarR (multiple antibiotic 
resistance regulator). Как правило, у прокариот белки этого семейства регулируют активность генов, 
отвечающих за вирулентность, стрессовые реакции, формирование биопленок и выведение из бактери­
альной клетки широкого спектра токсичных веществ – антибиотиков, фенольных соединений, актив­
ных форм кислорода, а также бытовых моющих и дезинфицирующих средств [2; 3]. Некоторые белки, 
принадлежащие к семейству MarR, активируют транскрипцию генов (например, ExpG у Sinorhizobium 
meliloti, PrhN у Ralstonia solanacearum), однако большинство представителей этого семейства подавляют 
экспрессию генов (например, PecS у Dickeya dadantii) [4; 5]. Известно, что регулятор SlyA принимает 
участие в контроле вирулентности у Enterococcus faecalis, Dickeya zeae, D. dadantii, Salmonella enterica, 
синтеза экзополисахаридов и подвижности бактериальных клеток у D. dadantii, а также устойчивости 
клеток к окислительному стрессу у S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium [6–9]. Для бактерий 
S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium показана регуляция активности белка SlyA фенольными 
соединениями растительного происхождения (в частности, салицилатом) [10].

Бактериальный ожог плодовых культур – некротическое заболевание, поражающее различные виды 
растений, принадлежащие к семейству Rosaceae, включая яблоню (Malus domestica (Suckow) Borkh.) 
и грушу (Pyrus communis L.), которые являются основными хозяевами возбудителя болезни. С момента 
первого описания в конце XVIII в. бактериальный ожог распространился по всему миру и в настоящее 
время обнаруживается в странах Европы, Азии, Ближнего Востока, Северной Африки, а также в Новой 
Зеландии. Возбудителем данного заболевания является бактерия Erwinia amylovora, внесенная в спи­
сок A2 перечня вредителей Европейской и Средиземноморской организации по карантину и защите 
растений (European and Mediterranean Plant Protection Organisation, EPPO) [11].

При воздействии на растение различных стрессовых факторов окружающей среды в его клетках 
накапливаются фенольные соединения. Световой стресс активирует синтез флавоноидов и фенольных 
кислот, температурный стресс – синтез флавоноидов, танинов и фенольных кислот, засоление – синтез 
полифенолов, флавоноидов, антоцианов, фенольных кислот и терпеноидов [12]. Заражение патогенами 
приводит к накоплению в растительных клетках фенольных соединений, подавляющих жизнедеятель­
ность микроорганизмов, а также вызывающих развитие системной приобретенной устойчивости [12]. 
В различных растениях обнаруживаются разные фенольные соединения, например в яблоках содержится 
мирицетин, в бананах – галловая кислота (гидроксибензойная кислота), в гранатах содержатся кверцетин 
и цианидин, в апельсинах – паракумаровая кислота и нарингенин, в клубнике – ванилиновая кислота и ре- 
свератрол, в манго – феруловая кислота и апигенин, в арбузе и ананасе присутствует лютеолин [12]. 
В растениях семейства Rosaceae синтезируются следующие фенольные кислоты: салициловая, хлоро­
геновая, ванилиновая, кофейная, коричная, феруловая, галловая, синапиновая, сиреневая, гентизиновая, 
эллаговая и др. [13].

Роль белка – регулятора транскрипции SlyA, обнаруженного у бактерий E. amylovora, остается не­
выясненной. Именно по этой причине целью данной работы стало изучение экспрессии гена slyA, коди­
рующего регулятор семейства MarR у бактерий E. amylovora, а также анализ его реакции на различные 
потенциальные лиганды растительного происхождения.
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Материалы и методы исследования
Использованные в работе штаммы бактерий, плазмиды и праймеры приведены в табл. 1 и 2. Бактерии 

выращивались при температуре 28 °C (E. amylovora) и 37 °C (E. coli) в полноценной питательной среде LB 
и синтетической минимальной среде M9 с добавлением глицерина (2 мл/л) в качестве источника углеро­
да. Состав среды LB: пептон – 10,0 г/л; дрожжевой экстракт – 5,0 г/л; NaCl – 8,5 г/л. Состав среды M9: 
Na2HPO4 ⋅ 7H2O – 12,8 г/л; KH2PO4 – 3,0 г/л; NH4Cl – 1,0 г/л; NaCl – 0,5 г/л; MgSO4 ⋅ 7H2O – 0,246 г/л; 
CaCl2 – 0,011 г/л [14]. Использованные в рамках исследования полноценные питательные среды сте­
рилизовались автоклавированием при 1 атм в течение 40 мин. Синтетическая минимальная среда М9 
стерилизовалась кипячением на протяжении 30 мин.

Та бл и ц а  1
Использованные в работе штаммы бактерий и плазмиды

Ta b l e  1
Bacterial strains and plasmids used in this study

Штамм или 
плазмида Характеристика Источник

Штаммы бактерий

E. amylovora E2
Штамм дикого типа,  

выделенный из Malus sp. в Беларуси в 2007 г.  
(код доступа в базе данных GenBank NZ_CP024970.1)

[15]

E. amylovora 
E2 ∆slyA ∆slyA-мутант; KmR

Коллекция кафедры 
молекулярной биологии 

биологического факультета БГУ

E. amylovora  
E2-pUA66

Штамм E. amylovora дикого типа,  
трансформированный плазмидой pUA66

Коллекция кафедры молекуляр­
ной биологии биологического 

факультета БГУ

E2-Ps Штамм E. amylovora дикого типа,  
трансформированный плазмидой pUA66-PslyA; KmR

Коллекция кафедры 
молекулярной биологии 

биологического факультета БГУ

E2 ∆slyA-Ps ∆slyA-мутант штамма дикого типа E. amylovora E2, 
трансформированный плазмидой pUA66-PslyA; KmR

Коллекция кафедры молекуляр­
ной биологии биологического 

факультета БГУ

E2-PsCs
Штамм E. amylovora дикого типа, 

трансформированный плазмидами pUA66-PslyA 
и pFLAG-CTC-slyA; KmR, ApR

Коллекция кафедры  
молекулярной биологии  

биологического факультета БГУ

E2 ∆slyA-PsCs
ΔslyA-мутант штамма дикого типа E. amylovora E2, 
трансформированный плазмидами pUA66-PslyA 

и pFLAG-CTC-slyA; KmR, ApR

Коллекция кафедры молекуляр­
ной биологии биологического 

факультета БГУ

E2-PsC
Штамм E. amylovora дикого типа,  

трансформированный плазмидами pUA66-PslyA 
и pFLAG-CTC; KmR, ApR

Коллекция кафедры 
молекулярной биологии 

биологического факультета БГУ

E2 ∆slyA-PsC
ΔslyA-мутант штамма дикого типа E. amylovora E2, 
трансформированный плазмидами pUA66-PslyA 

и pFLAG-CTC; KmR, ApR

Коллекция кафедры молекуляр­
ной биологии биологического 

факультета БГУ

E2-PyCs
Штамм E. amylovora дикого типа,  

трансформированный плазмидами pUA66-PyhcN  
и pFLAG-CTC-slyA; KmR, ApR

Коллекция кафедры 
молекулярной биологии 

биологического факультета БГУ

E2 ∆slyA-PyCs
ΔslyA-мутант штамма дикого типа E. amylovora E2,  
трансформированный плазмидами pUA66-PyhcN  

и pFLAG-CTC-slyA; KmR, ApR

Коллекция кафедры молекуляр­
ной биологии биологического 

факультета БГУ

E2-PyC
Штамм E. amylovora дикого типа,  

трансформированный плазмидами pUA66-PyhcN  
и pFLAG-CTC; KmR, ApR

Коллекция кафедры  
молекулярной биологии  

биологического факультета БГУ
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Штамм или 
плазмида Характеристика Источник

E2 ∆slyA-PyC
∆slyA-мутант штамма дикого типа E. amylovora E2, 
трансформированный плазмидами pUA66-PyhcN 

и pFLAG-CTC; KmR, ApR

Коллекция кафедры молекуляр­
ной биологии биологического 

факультета БГУ

E2-PaCs
Штамм E. amylovora дикого типа,  

трансформированный плазмидами pUA66-PohrA  
и pFLAG-CTC-slyA; KmR, ApR

Коллекция кафедры 
молекулярной биологии 

биологического факультета БГУ

E2 ∆slyA-PaCs
ΔslyA-мутант штамма дикого типа E. amylovora E2,  
трансформированный плазмидами pUA66-PohrA  

и pFLAG-CTC-slyA; KmR, ApR

Коллекция кафедры молекуляр­
ной биологии биологического 

факультета БГУ

E2-PaC
Штамм E. amylovora дикого типа, 

трансформированный плазмидами pUA66-PohrA 
и pFLAG-CTC; KmR, ApR

Коллекция кафедры 
молекулярной биологии 

биологического факультета БГУ

E2 ∆slyA-PaC
∆slyA-мутант штамма дикого типа E. amylovora E2,  
трансформированный плазмидами pUA66-PohrA  

и pFLAG-CTC; KmR, ApR

Коллекция кафедры молекуляр­
ной биологии биологического 

факультета БГУ

E. coli DH5α
F–, endA1, hsdR17 (rK

– mK
+ ), glnV44, thi-1deoR, gyrA96, 

recA1, relA1, supE44, ∆(lacZYA-argF)
Коллекция кафедры  

молекулярной биологии  
биологического факультета БГУ

Плазмиды

pUA66 Экспрессионный репортерный вектор; pSC101 ori,  
gfpmut2 под контролем исследуемого промотора; KmR [16]

pFLAG-CTC tac-Промотор, f1 ori, oriVColE1, lacZα, lacI, bla; ApR [17]

pUA66-PslyA
Предполагаемая промоторная  

область гена slyA штамма E. amylovora E2  
(координаты в геноме 1 802 264–1 802 661 п. н.)  
встроена по сайтам XhoI/BamHI в pUA66; KmR

Коллекция кафедры молекуляр­
ной биологии биологического 

факультета БГУ

pUA66-PyhcN
Предполагаемая промоторная  

область гена yhcN штамма E. amylovora E2  
(координаты в геноме 3 419 974–3 420 505 п. н.)  
встроена по сайтам XhoI/BamHI в pUA66; KmR

Коллекция кафедры молекуляр­
ной биологии биологического 

факультета БГУ

pUA66-PohrA
Предполагаемая промоторная  

область гена ohrA штамма E. amylovora E2  
(координаты в геноме 3 717 724–3 717 919 п. н.)  
встроена по сайтам XhoI/BamHI в pUA66; KmR

Коллекция кафедры молекуляр­
ной биологии биологического 

факультета БГУ

pFLAG-CTC-
slyA

Открытая рамка считывания  
гена slyA штамма E. amylovora E2 (AD997_RS08560)  
встроена по сайтам HindIII/SalI в pFLAG-CTC; ApR

Коллекция кафедры молекуляр­
ной биологии биологического 

факультета БГУ
Примеч ани е. Принятые обозначения и сокращения: KmR и ApR – устойчивость к канамицину и ампициллину соответ­

ственно; п. н. – пара нуклеотидов.

Т а бл и ц а  2
Использованные в работе праймеры

Ta b l e  2
Primers used in this study

Праймер Последовательность нуклеотидов (5′ – 3′) Назначение
SlyPRF CCGCTCGAGTTTCCTCCCTGAAATGTCATTAATG Клонирование  

промотора гена slyASlyPRR CGCGGATCCTGTCAACTCCTTATAATTAGCCTGC
yhcNf GAACTCGAGACCTTCCGCTCCTCTGTCGCCCGCC Клонирование  

промотора гена yhcNyhcNr AGTGGATCCGCAGGCCAAAGGCCGCGATAGTGGT

Око н ч а н и е  т а бл .  1 
En d i n g  o f  t h e  t a b l e  1



52

Экспериментальная биология и биотехнология. 2025;3:48–61
Experimental Biology and Biotechnology. 2025;3:48–61

Праймер Последовательность нуклеотидов (5′ – 3′) Назначение
ohrAPf GCTCGAGCGCTGAAAAGCGAGCTTGAA Клонирование  

промотора гена ohrAohrAPr ATCGGATCCACCGGTGGCTTTTGCTTTTG
SF1cl AGATAAGCTTTGGCTTGATAGTAAGCAGGC Клонирование открытой  

рамки считывания гена slyASF2cl AGGCGTCGACTTATGCATCCCTTCCATGC

Геномная ДНК бактерий E. amylovora E2 выделялась с использованием набора Bacteria DNA Pre
paration – Solution Kit (Jena Bioscience, Германия) согласно инструкции производителя. Плазмиды вы­
делялись из клеток бактерий с помощью метода щелочного лизиса [14].

Последовательность промотора гена slyA была амплифицирована посредством полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с использованием соответствующих праймеров с введенным на 5′-конец сайтом узна­
вания для рестриктазы XhoI или BamHI (см. табл. 2). Параметры амплификации: 1 цикл 94 °С, 5 мин; 
30 циклов 94 °С, 30 с, 60 °С, 30 с и 72 °С, 25 с; 1 цикл 72 °С, 5 мин. В работе был использован амплифи­
катор SureCycler-8800 (Agilent Technologies, США). После амплификации полученные ПЦР-продукты 
подвергались электрофоретическому разделению в 1 % агарозном геле. Последовательность открытой 
рамки считывания гена slyA была амплифицирована методом ПЦР с использованием соответствующих 
праймеров с введенным на 5′-конец сайтом узнавания для рестриктазы HindIII или SalI (см. табл. 2). 
Параметры амплификации: 1 цикл 94 °С, 5 мин; 30 циклов 94 °С, 30 с, 58 °С, 30 с и 72 °С, 30 с; 1 цикл 
72 °С, 5 мин. После амплификации полученные ПЦР-продукты подвергались электрофоретическому 
разделению в 1 % агарозном геле. Последовательность промотора гена yhcN была амплифицирована 
методом ПЦР с использованием соответствующих праймеров с введенным на 5′-конец сайтом узна­
вания для рестриктазы XhoI или BamHI (см. табл. 2). Параметры амплификации: 1 цикл 94 °С, 5 мин; 
30 циклов 94 °С, 30 с, 67 °С, 30 с и 72 °С, 35 с; 1 цикл 72 °С, 5 мин. После амплификации полученные 
ПЦР-продукты подвергались электрофоретическому разделению в 1 % агарозном геле. Последователь­
ность промотора гена ohrA была амплифицирована методом ПЦР с использованием соответствующих 
праймеров с введенным на 5′-конец сайтом узнавания для рестриктазы XhoI или BamHI (см. табл. 2). 
Параметры амплификации: 1 цикл 94 °С, 5 мин; 30 циклов 94 °С, 30 с, 60 °С, 30 с и 72 °С, 30 с; 1 цикл 
72 °С, 5 мин. После амплификации полученные ПЦР-продукты подвергались электрофоретическому 
разделению в 1 % агарозном геле.

Далее полученные последовательности подвергались одновременной обработке рестриктазами по 
методикам, рекомендованным фирмой-производителем (Thermo Fisher Scientific, США). Для рестрикции 
плазмиды pUA66 и последовательностей промоторов генов slyA, yhcN и ohrA применяли ферменты XhoI 
и BamHI. Плазмида pFLAG-CTC и последовательность открытой рамки считывания гена slyA рестрик­
цировались с использованием ферментов HindIII и SalI.

Легирование последовательностей промоторов генов slyA, yhcN и ohrA и вектора pUA66, открытой 
рамки считывания гена slyA и вектора pFLAG-CTC проводилось с применением ДНК-лигазы бактериофа­
га Т4 (Thermo Fisher Scientific) согласно стандартным методикам, предложенным фирмой-производителем.

Компетентные клетки штамма E. coli DH5α трансформировались полученной лигазной смесью ме­
тодом кальциевой трансформации, после чего высевались на агаризованную среду LB с канамицином 
(50 мкг/мл) или ампициллином (100 мкг/мл). Скрининг (анализ) трансформантов осуществлялся по­
средством ПЦР с использованием необходимых праймеров (см. табл. 2). Результаты анализа визуали­
зировались с помощью электрофореза в 1 % агарозном геле.

Компетентные клетки штаммов E. amylovora E2, E2 ∆slyA, E2-Ps, E2 ∆slyA-Ps трансформировались 
полученными рекомбинантными плазмидами методом электропорации на приборе компании BioRad 
(США), после чего высевались на агаризованную среду LB с канамицином (50 мкг/мл) или ампицил­
лином (100 мкг/мл). Скрининг трансформантов осуществлялся методом ПЦР с использованием не­
обходимых праймеров (см. табл. 2). Результаты анализа визуализировались с помощью электрофореза 
в 1 % агарозном геле.

Для изучения влияния растительных фенольных соединений на активность промотора гена slyA были 
выбраны фенольные кислоты, которые согласно литературным данным синтезируются в клетках растений 
семейства Rosaceae, а именно салициловая, хлорогеновая, ванилиновая, кофейная, коричная, парагид
роксибензойная и феруловая кислоты. Изучение влияния различных веществ на активность промотора 
гена slyA проводилось путем измерения уровня экспрессии репортерного гена gfp, содержащегося в плаз­

Око н ч а н и е  т а бл .  2 
En d i n g  o f  t h e  t a b l e  2
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миде pUA66. Уровень экспрессии белка GFP определялся по флуоресценции клеток различных штаммов 
E. amylovora на приборе CLARIOstar Plus (BMG Labtech, Германия), так как накопление белка GFP в клетках 
бактерий служит репортером скорости инициации транскрипции с исследуемой промоторной области [16]. 
Бактериальные культуры штаммов E. amylovora выращивались в минимальной среде М9 в присутствии 
антибиотика канамицина (50 мкг/мл), после чего суспензии клеток объемом 200 мкл вносились в лунки 
96-луночного планшета (Sarstedt, Австрия). Далее к бактериальной культуре добавлялся раствор необхо­
димого соединения в соответствующей концентрации. Уровень флуоресценции, выраженный в относи­
тельных флуоресцентных единицах (relative fluorescence units, RFU), рассчитывался по нижеприведенным  
формулам.

	 (1)

где NF – нормализованное значение флуоресценции (normalised fluorescence); RF – значение флуорес­
ценции, полученное в эксперименте (raw fluorescence); Ab – оптическая плотность культуры клеток при 
длине волны 600 нм в момент изучения флуоресценции (absorbance).
	 CF = NFоп. обр – NFконтр. обр ,	 (2)
где CF – уровень флуоресценции (corrected fluorescence); NFоп. обр – нормализованное значение флуорес­
ценции, полученное для исследуемого штамма E. amylovora (опытный образец); NFконтр. обр – нормализо­
ванное значение флуоресценции, полученное для штамма E. amylovora, содержащего плазмиду pUA66 
(контрольный образец) [18].

Изучение регуляции транскрипции генов slyA, yhcN и ohrA проводилось путем измерения уровня 
экспрессии репортерного гена gfp. Уровень экспрессии белка GFP определялся по флуоресценции кле­
ток различных штаммов E. amylovora на приборе CLARIOstar Plus. Бактериальные культуры штаммов 
E. amylovora выращивались в минимальной среде М9 в присутствии 0,01 ммоль/л изопропил-β-D-1-
тиогалактопиранозида и соответствующих антибиотиков до оптической плотности 0,2–0,3 при длине 
волны 600 нм, после чего суспензии клеток объемом 200 мкл вносились в лунки 96-луночного планшета 
(Sarstedt). Уровень флуоресценции, выраженный в относительных флуоресцентных единицах (RFU), 
рассчитывался по формулам (1) и (2).

Статистическая обработка результатов проводилась в программе GraphPad Prism (версия 8). Для 
проверки отклонения от нормального распределения применялся обладающий наибольшей мощностью 
тест Шапиро – Уилка. При выявлении нормального распределения для оценки достоверности различий 
при сравнении значений двух выборок использовался t-критерий Стьюдента для независимых выборок 
в модификации Уэлча (сравнение средних величин без какого-либо предположения о равенстве диспер­
сий), а для оценки достоверности различий при сравнении значений трех и более выборок применялись 
критерии Брауна – Форсайта и Уэлча. При выявлении распределения, отличного от нормального, для оцен­
ки достоверности различий при сравнении значений двух выборок использовался U-критерий Манна –  
Уитни. Различия считались достоверными при уровне значимости p < 0,05. Каждый эксперимент про­
водился в восьми биологических повторах.

Результаты и их обсуждение
На первом этапе исследования авторы попытались изучить влияние уровня экспрессии гена slyA 

на активность собственного промотора. С этой целью была проанализирована активность промотора 
гена slyA в штаммах E. amylovora дикого типа и мутантных штаммах при наличии и отсутствии в клетках  
плазмиды, комплементирующей мутацию гена slyA. Для постановки данного эксперимента использовались 
следующие производные штамма E. amylovora E2: E2-PsC (штамм дикого типа с плазмидами pUA66-PslyA 
и pFLAG-CTC), E2-PsCs (штамм дикого типа с плазмидой pUA66-PslyA и плазмидой pFLAG-CTC-slyA, ком- 
плементирующей мутацию гена slyA), ∆slyA-PsC (делеционный мутант по гену slyA с плазмидами 
pUA66-PslyA и pFLAG-CTC) и ∆slyA-PsCs (делеционный мутант по гену slyA с плазмидой pUA66-PslyA 
и плазмидой pFLAG-CTC-slyA, комплементирующей мутацию гена slyA).

Как видно из рис. 1, спустя 24 ч инкубации уровень экспрессии промотора гена slyA у клеток 
делеционного мутанта ∆slyA-PsC был в 1,8 раза ниже, чем у клеток штамма E2-PsC. Замена «пу­
стой» векторной плазмиды pFLAG-CTC штамма E2-PsC на рекомбинантную плазмиду с копией  
гена slyA (pFLAG-CTC-slyA; штамм E2-PsCs) повысила исследуемую промоторную активность 
в 1,4 раза. Эти данные свидетельствуют об активаторной роли белка SlyA в отношении промотора  
собственного гена.

RFNF ,
Ab

=
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Известно, что белки семейства MarR могут связывать различные лиганды, чаще всего это приводит 
к ослаблению взаимодействия регулятора с ДНК и дерепрессии (или деактивации) транскрипции. В от­
сутствие лиганда белок-регулятор связывается с ДНК, тем самым подавляя либо активируя экспрессию 
генов [3]. Установлено, что к числу таких лигандов принадлежат фенольные соединения (например, сали­
цилат), ионы металлов, активные формы кислорода и др. [10]. Белок SlyA, так же как и другие белки се­
мейства MarR, подвержен аллостерическому ингибированию ароматическими молекулами, которые имеют 
небольшой размер [19]. В работе [20] было показано, что молекулы салицилата способны ингибировать 
связывание регулятора SlyA с ДНК in vitro у бактерий S. enterica. С учетом этого факта представляется 
интересным изучить влияние салициловой кислоты, а также других растительных фенольных соединений 
на транскрипционную регуляцию экспрессии гена slyA у бактерий E. amylovora. Для постановки данного 
эксперимента клетки штамма E. amylovora E2 были трансформированы векторной конструкцией pUA66-
PslyA. В результате удалось установить, что салициловая кислота в концентрации 2,5 ммоль/л вызывает 
увеличение активности промотора гена slyA в 1,3 раза, а в концентрации 5,0 ммоль/л – в 1,4 раза по 
сравнению с контролем (рис. 2, а). В то же время другие протестированные фенольные кислоты обуслов­
ливают снижение изучаемой промоторной активности. Так, при культивировании клеток с ванилиновой 
кислотой (2,5 ммоль/л) активность промотора гена slyA снизилась в 1,2 раза по сравнению с контролем 
(рис. 2, б), при культивировании с парагидроксибензойной кислотой (2,5 ммоль/л) и феруловой кислотой 
(2,5 ммоль/л) она уменьшилась в 1,4 раза (рис. 2, в и г), а при культивировании с хлорогеновой кисло- 
той (2,5 ммоль/л) – в 1,2 раза (рис. 2, д). Кофейная кислота в концентрации 2,5 ммоль/л не вызывает измене­
ний в активности промотора гена slyA, однако при увеличении концентрации до 5,0 ммоль/л обусловливает  
снижение экспрессии репортера в 1,2 раза по сравнению с контрольными значениями (рис. 2, е). Добавле­
ние к среде культивирования коричной кислоты в концентрации 2,5 ммоль/л не приводит к достоверным 
различиям между контрольными и опытными значениями (рис. 2, ж).

Физиологическая роль рассмотренных фенольных соединений вызывает сомнение, так как оказываемый 
ими эффект проявляется при высоких внутриклеточных концентрациях. По этой причине на следующем 
этапе исследования изучался уровень активности промотора гена slyA при культивировании клеток с рас­
тительными фенольными соединениями в концентрации 0,6 ммоль/л. В итоге было обнаружено, что ни 
одна используемая кислота достоверно не изменила уровень активности исследуемого промотора (рис. 3). 

Рис. 1. Влияние уровня экспрессии гена slyA  
на активность собственного промотора у разных штаммов бактерий E. amylovora.  
Знаком * отмечены достоверные различия в уровне флуоресценции при p ≤ 0,01,  

знаком ** – при p ≤ 0,000 1 (критерии Брауна – Форсайта и Уэлча).  
Различия в уровне флуоресценции были выявлены путем сравнения среднего значения  

каждой выборки со средним значением контрольной выборки (штамм E2-PsC).  
Планки погрешностей отражают величину стандартной ошибки

Fig. 1. The effect of slyA gene expression on slyA gene promoter activity in different strains of E. amylovora.  
Sign * indicates significant differences in relative fluorescence units at p ≤ 0.01,  

sign ** indicates significant differences at p ≤ 0.000 1 (Brown – Forsythe and Welch ANOVA tests). 
Differences in relative fluorescence units were identified by comparing the mean value  

of each sample with the mean value of the control sample (strain E2-PsC).  
Error bars represent the standard error of mean
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На основании полученных результатов можно допустить, что ни одно из рассмотренных в рам­
ках настоящей работы растительных фенольных соединений не является природным лигандом для 
белка SlyA, однако для подтверждения данного предположения необходимо проведение дальнейших 
исследований.

Известно, что бактерии (например, S. enterica, D. dadantii), имеющие делецию гена slyA, ха­
рактеризуются повышенной чувствительностью к антибиотику полимиксину B [7; 9]. Ранее нами 
было показано, что выживаемость клеток штамма E. amylovora, мутантного по гену slyA, в при­
сутствии полимиксина B в концентрации 5 мкг/мл снижается в 3 раза по сравнению с выживае
мостью клеток штамма дикого типа [21]. Именно по этой причине на следующем этапе иссле­
дования в качестве вещества, потенциально вовлеченного в регуляцию транскрипции гена slyA, 
был выбран полимиксин B. Полученные результаты свидетельствуют, что данный антибиотик 
в  концентрации 1 мкг/мл вызывает увеличение промоторной активности гена  slyA в  1,2  раза  
(рис. 4).

В качестве соединения, предположительно также вовлеченного в регуляцию экспрессии гена slyA, 
была протестирована перекись водорода в концентрации 1; 2 и 5 ммоль/л. Известно, что белок SlyA 
принимает участие в регуляции экспрессии генов, отвечающих за устойчивость к окислительному 
стрессу у бактерий S. enterica [22] и D. dadantii [7]. В ходе изучения выживаемости клеток бактерий 
E. amylovora при добавлении к среде культивирования перекиси водорода было выявлено, что пере­
кись водорода в концентрации 25 ммоль/л вызывает снижение выживаемости клеток делеционно­
го мутанта в 2 раза по сравнению с выживаемостью клеток штамма дикого типа, а в концентрациях 
50 и 100 ммоль/л обусловливает прекращение роста клеток мутантного штамма [21]. Согласно ре­
зультатам настоящего исследования активность промотора гена slyA в присутствии перекиси водо­
рода в концентрации 1; 2 и 5 ммоль/л увеличивается в 1,2; 1,4 и 1,7 раза соответственно (рис. 5), что 
позволяет предположить участие перекиси водорода в регуляции транскрипции гена slyA у бактерий  
E. amylovora.

С учетом вышеизложенных данных, а также данных о сниженной выживаемости клеток мутант­
ного штамма E2 ∆slyA в присутствии перекиси водорода и сниженной продукции каталазы клетками 

Рис. 4. Влияние полимиксина B на активность промотора гена slyA.  
Знаком * отмечены достоверные различия в уровне флуоресценции  

при p ≤ 0,001 (U-критерий Манна – Уитни).  
Планки погрешностей отражают величину стандартной ошибки

Fig. 4. The effect of polymyxin B on the activity of the slyA gene promoter.  
Sign * indicates significant differences in relative fluorescence units  

at p ≤ 0.001 (Mann – Whitney U-test).  
Error bars represent the standard error of mean
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данного штамма нами изучено влияние белка SlyA на активность промоторов генов, кодирующих 
пероксидазу YhcN и органическую гидропероксидредуктазу OhrA, которая отвечает за снижение со­
держания в бактериальных клетках гидроперекисей жирных кислот (образуются в результате пере­
кисного окисления липидов) и пероксинитрита, являющихся сильными окислителями и играющих 
важную роль в системе взаимодействия патоген – хозяин [21; 23]. Наличие предполагаемых сайтов 
связывания регулятора SlyA перед последовательностями генов yhcN и ohrA выявлено с использованием 
программы SigmoID [24]. Результаты проведенного эксперимента показали, что активность промотора 
гена гидропероксидредуктазы OhrA в клетках делеционного мутанта по гену slyA c «пустой» векторной 
плазмидой pFLAG-CTC (штамм ∆slyA-PaC) была в 49 раз ниже его активности в клетках делецион­
ного мутанта с рекомбинантной плазмидой с копией гена slyA (pFLAG-CTC-slyA; штамм ∆slyA-PaCs). 
Наличие в клетках штамма ∆slyA-PaCs указанного рекомбинантного вектора способствовало восста­
новлению активности изучаемого промотора до первоначального уровня (относительно экспрессии 
промотора гена ohrA в клетках штамма E2-PaC) (рис. 6). Самая низкая промоторная активность гена 
пероксидазы YhcN была зарегистрирована в клетках делеционного мутанта по гену slyA с векторной 
плазмидой pFLAG-CTC (штамм ∆slyA-PyC). Замена данной плазмиды на рекомбинантную плазмиду 
с копией гена slyA (pFLAG-CTC-slyA) увеличила активность исследуемого промотора в клетках делеци­
онного мутанта (штамм ∆slyA-PyCs) в 4,2 раза, что привело к частичному восстановлению экспрессии 
промотора гена yhcN до первоначальных значений (относительно экспрессии промотора данного гена 
в клетках штамма E2-PyC) (рис. 7).

Рис. 5. Влияние перекиси водорода в концентрации 1; 2 и 5 ммоль/л  
на активность промотора гена slyA. Знаком * отмечены  

достоверные различия в уровне флуоресценции при p ≤ 0,01,  
знаком ** – при p ≤ 0,001, знаком *** – при p ≤ 0,000 1  

(t-критерий Стьюдента в модификации Уэлча).  
Планки погрешностей отражают величину стандартной ошибки

Fig. 5. The effect of hydrogen peroxide at a concentrations of 1; 2 and 5 mmol/L  
on the activity of the slyA gene promoter. Sign * indicates  

significant differences in relative fluorescence units at p ≤ 0.01,  
sign ** indicates significant differences at p ≤ 0.001, sign *** indicates  

significant differences at p ≤ 0.000 1 (unpaired t-test with Welch’s correction).  
Error bars represent the standard error of mean
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Рис. 6. Влияние экспрессии гена slyA на активность промотора гена ohrA  
у разных штаммов бактерий E. amylovora. Знаком * отмечены достоверные различия  

в уровне флуоресценции при p ≤ 0,01, знаком ** – при p ≤ 0,000 1. Обозначение «NS» указывает  
на отсутствие достоверных различий (критерии Брауна – Форсайта и Уэлча).  

Различия в уровне флуоресценции были выявлены путем сравнения среднего значения  
каждой выборки со средним значением контрольной выборки (штамм E2-PaC).  

Планки погрешностей отражают величину стандартной ошибки
Fig. 6. The effect of slyA gene expression on ohrA gene promoter activity  

in different strains of E. amylovora. Sign * indicates significant differences in relative fluorescence units  
at p ≤ 0.01, sign ** indicates significant differences at p ≤ 0.000 1. The notation «NS» indicates  

the absence of significant differences (Brown – Forsythe and Welch ANOVA tests).  
Differences in relative fluorescence units were identified by comparing the mean value  

of each sample with the mean value of the control sample (strain E2-PaC).  
Error bars represent the standard error of mean

Рис. 7. Влияние экспрессии гена slyA на активность промотора гена yhcN  
у разных штаммов бактерий E. amylovora. Знаком * отмечены достоверные различия  

в уровне флуоресценции при p ≤ 0,01, знаком ** – при p ≤ 0,001 (критерий Брауна – Форсайта и Уэлча).  
Различия в уровне флуоресценции были выявлены путем сравнения среднего значения  

каждой выборки со средним значением контрольной выборки (штамм E2-PyC).  
Планки погрешностей отражают величину стандартной ошибки

Fig. 7. The effect of slyA gene expression on yhcN gene promoter activity  
in different strains of E. amylovora. Sign * indicates significant differences in relative fluorescence units  

at p ≤ 0.01, sign ** indicates significant differences at p ≤ 0.001 (Brown – Forsythe and Welch ANOVA tests).  
Differences in relative fluorescence units were identified by comparing the mean value  

of each sample with the mean value of the control sample (strain E2-PyC).  
Error bars represent the standard error of mean
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Таким образом, описанные выше результаты свидетельствуют в пользу предположения о том, что 
белок SlyA положительно регулирует экспрессию генов yhcN и ohrA, продукты которых, по-видимому, 
вовлечены в устойчивость клеток бактерий E. amylovora к окислительному стрессу.

Заключение
В настоящем исследовании установлено, что растительные фенольные соединения оказывают влияние 

на активность промотора гена slyA только в высоких концентрациях, т. е. указанный результат не под­
тверждает предположение о функционировании данных веществ в качестве лигандов для белка SlyA. 
В то же время полимиксин B и перекись водорода значимо увеличивают активность исследуемого про­
мотора. Кроме того, отмечено, что белок SlyA активирует экспрессию промоторов генов yhcN и ohrA, 
продукты которых обеспечивают устойчивость клеток бактерий E. amylovora к окислительному стрессу, 
причем степень этой активации возрастает в присутствии полимиксина B и перекиси водорода. В со­
вокупности полученные результаты с высокой вероятностью позволяют предполагать, что транскрип­
ционный регулятор SlyA фитопатогенной бактерии E. amylovora участвует в ее адаптации к активным 
формам кислорода и антимикробным пептидам, продуцируемым растением-хозяином для защиты от  
патогена.
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УДК 577.2 

ОСОБЕННОСТИ ИММУННЫХ РЕАКЦИЙ  
В ЛИСТЬЯХ И КЛУБНЯХ РАСТЕНИЙ SOLANUM TUBEROSUM  

ПРИ ЗАРАЖЕНИИ БАКТЕРИЯМИ PECTOBACTERIUM VERSATILE

А. В. КОЛУБАКО1), Н. А. ГРИГОРЬЕВА1),  
Е. В. ШРУБ 1), Е. А. НИКОЛАЙЧИК 1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь

Аннотация. Проанализированы паттерны экспрессии генов основных компонентов гормональной ре­
гуляции в листьях и клубнях растений картофеля при внедрении бактерий Pectobacterium versatile в целях 
выявления зависимых от гормонального статуса механизмов иммунной защиты. На основе данных об экспрес­
сии генов биосинтеза абсцизовой кислоты высказано предположение о том, что количество активной формы 
этой кислоты снижается. Отмечено подавление экспрессии жасмонатзависимых генов. Показано, что этилен­
зависимые транскрипционные факторы экспрессируются разнонаправленно в листьях и клубнях растений  
картофеля.

Ключевые слова: молекулярная фитопатология; Solanum tuberosum; Pectobacterium versatile; гормональная ре­
гуляция иммунитета растений.
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FEATURES OF IMMUNE REACTIONS  
IN LEAVES AND TUBERS OF SOLANUM TUBEROSUM PLANTS 
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Abstract. We analysed the expression patterns of genes of the main components of hormonal regulation in leaves and 
tubers of potato plants infected with Pectobacterium versatile bacteria to identify hormonal status-dependent immune  
defense mechanisms. Based on gene expression data for abscisic acid biosynthesis, it is suggested that the amount of the ac­
tive form of this acid decreases. Suppression of jasmonate-dependent gene expression was observed. Ethylene-dependent  
transcription factors were shown to be expressed in different directions in potato leaves and tubers.

Keywords: molecular phytopathology; Solanum tuberosum; Pectobacterium versatile; hormonal regulation of plant 
immunity.
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Введение
Бактериозы являются актуальной проблемой, существенно ограничивающей продуктивность расте­

ний картофеля. Самые распространенные бактериальные патогены этой культуры – представители рода 
Pectobacterium. Для Беларуси наиболее актуален вид P. versatile, способный инфицировать как надзем­
ные, так и подземные части растения, вызывая развитие черной ножки стеблей и мягкой гнили клубней. 
Изолированный в Беларуси из клубней растений картофеля штамм 3-2, сейчас классифицируемый как 
P. versatile, первоначально был описан как Erwinia atroseptica, а в последующих публикациях в соот­
ветствии с изменениями классификации пектобактерий упоминался как E. carotovora subsp. atroseptica 
и P. carotovorum.

Вид P. versatile, будучи преимущественно некротрофом, активно продуцирует и секретирует фермен­
ты для лизиса клеточной стенки растений (полигалактуроназы, пектатлиазы и целлюлазы [1]), а также 
вводит эффекторный белок DspE прямо в клетки растения-хозяина [2]. Белок DspE в клетках связывается 
с рецепторподобными киназами RLK2 и RLK5 [3] и меняет иммунный ответ растений, в результате 
чего происходят снижение экспрессии этих RLK, запуск киназного сигнального каскада [4], снижение 
экспрессии защитного белка PR1 [3; 5], обладающего антибактериальной активностью, а также запуск 
гибели клеток, что выгодно некротрофному патогену.

Иммунные реакции растений в значительной степени контролируются гормонами. Гормоны регулиру­
ют все жизненные процессы растений – от прорастания семян и вегетативного развития до генеративной 
стадии и периода покоя. Помимо процессов развития и поддержания гомеостаза, они отвечают за регу­
ляцию ответов растения на абиотические и биотические стрессовые факторы среды. Соответственно, 
количество гормонов и их относительный состав в разные периоды роста, в различных органах растений 
и при разных условиях среды отличаются.

Абсцизовая кислота (АБК), помимо регуляции стрессовых реакций, играет важную роль в поддержа­
нии периода покоя клубней картофеля Solanum tuberosum [6; 7]. Максимальное ее количество наблюдается 
после сбора урожая, затем, ближе к высадке, уровень АБК постепенно снижается, что позволяет клубню 
прорасти. Концентрация АБК находится в обратной зависимости от температуры окружающей среды [6]. 
Замечена прямая зависимость между содержанием этилена и количеством АБК в период покоя: уровень 
этилена в начале периода покоя клубней также довольно высок, однако затем быстро снижается [8]. Кроме 
того, известно, что на протяжении периода покоя в клубнях повышен уровень жасмонатов [9]. Ауксин 
и цитокинин регулируют процессы прорастания клубней, и их концентрация в этот период повышает­
ся [10; 11], затем активируются гиббереллины, которые регулируют рост проростков [12]. Сигнальные 
пути всех перечисленных гормонов напрямую или косвенно участвуют в иммунном ответе растений.
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Поскольку иммунный ответ растений находится под гормональным контролем, а гормональный 
статус клубней и надземных частей растения различается, оценка тканеспецифичных аспектов им­
мунных реакций необходима как для понимания работы иммунной системы растений картофеля, так 
и для сравнения результатов экспериментов, проведенных разными исследовательскими группами 
в отличающихся условиях. В рамках настоящей работы был выполнен анализ различий в иммунном 
ответе надземной (листья) и подземной (клубни) частей растений картофеля на внедрение бактерий 
P. versatile.

Материалы и методы исследования
Растения S. tuberosum сорта Рогнеда выращивали в климатической камере при температуре 22 °С 

и 16-часовом световом дне. Клубни картофеля хранили при температуре 4 °С. Бактерии P. versatile JN42 
(штамм дикого типа) и P. versatile VKE (штамм, мутантный по эффектору системы секреции III типа 
DspE) культивировали при температуре 28 °С.

Клубни картофеля сорта Рогнеда категории «суперсуперэлита» заражали весной по окончании перио
да покоя. Для эксперимента использовали посадочный материал одинакового калибра (6+, или 60 мм). 
С помощью автоматической пипетки в клубни вводили по 10 мкл суспензий клеток штамма P. versatile 
JN42 или P. versatile VKE в 0,85 % NaCl плотностью 3 ⋅ 107 клеток на 1 мл. В каждый клубень делали 
два укола со стороны столона под углом 45° к продольной оси клубня. Эксперимент проводили в 11 био­
логических повторах.

Для исследования надземных частей растений S. tuberosum клубни высаживали в начале мая. Через 
45 дней после посадки с использованием шприца без иглы проводили инфильтрацию листьев суспензия
ми клеток штаммов P. versatile JN42 и P. versatile VKE в 0,85 % NaCl плотностью 5 ⋅ 108 клеток на 1 мл. 
Площадь инфильтрации составляла примерно 1/10 часть конечной доли прерывисто-непарноперисто-
рассеченного листа. Эксперимент проводили в 13 биологических повторах.

Плотность суспензий штаммов для инокуляции листьев и клубней растений картофеля различалась, 
так как для индукции реакции гиперчувствительности в листьях требуется значительно более высокая 
доза клеток патогена, чем для заражения клубней. Проявление симптомов в листьях происходит быстрее, 
чем в клубнях, поэтому учет результатов проводили в разное время: через 24 ч в листьях и через 48 ч 
в клубнях.

Измерение уровня экспрессии генов осуществляли методом количественной полимеразной цепной 
реакции с обратной транскрипцией. Подбор референсных генов выполняли с помощью алгоритма geNorm 
(версия 3.5), расчет экспрессии по нескольким референсным генам и статистический анализ – с помо­
щью программного обеспечения REST 2009 (версия 2.0.13), округляя значения p-критерия до тысячных 
долей. В качестве референсных генов в листьях и клубнях растений картофеля были выбраны гены CAC, 
SAND и EF1α. Для измерения уровня экспрессии генов использованы олигонуклеотиды, перечисленные 
в табл. 1 (указаны идентификаторы генов сборки DM6.1 референсного генома дигаплоидной линии 
S. tuberosum DM1-3 516 R44 или идентификатор Национального центра биотехнологической информа­
ции (National Centre for Biotechnology Information, NCBI) в случае с геном ERF13, не аннотированным  
в сборке DM6.1).

Та бл и ц а  1
Список использованных олигонуклеотидов

Ta b l e  1

List of primers

Ген Идентификатор Продукт Последовательность олигонуклеотидов 
(5′ – 3′)

CAC Soltu.DM.02G019690 Компонент  
клатрин-адаптерного комплекса

CCTCCGTTGTGATGTAACTGG
АTTGGTGGAAAGTAACATCATCG

SAND Soltu.DM.01G025490 Белок с неизвестной функцией TTGCTTGGAGGAACAGACG
GCAAACAGGACCCCTGAATC

EF1α Soltu.DM.11G022490 Субъединица 1-альфа 
фактора элонгации

TTGATGCTCTTGACCAGATTAACG
ACGGGCACAGTTCCAATACC
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Ген Идентификатор Продукт Последовательность олигонуклеотидов 
(5′ – 3′)

AAO3 Soltu.DM.11G024460 Оксидаза абсцизового альдегида CTGATTCGCCAGGCACAAACA
CACTGACAGCAGCGCCAAAG

NCED3 Soltu.DM.07G022620 9-цис-Эпоксикаротиноид
диоксигеназа

TGCTGAACCATGGCCAAAAGT
ACCATCGTCTTCCTCCTTGCT

CYP707a1 Soltu.DM.08G003250 Гидроксилаза АБК GGCAATGGGGTTCACTCATGTC
GCCCACCATAGACCACCTGTA

PR1b Soltu.DM.09G007030 Связанный с патогенезом 
белок 1b

GGGAGAAGCCAAACTACAACTATG
TTGCATGAAATGAACCACCATCC

PR2 Soltu.DM.01G019850 Эндо-1,3-β-глюкозидаза, 
изоформа 2

CTAATGCGGTGGTACAAGATGG
TGACACAACAATTCCTACAGATCC

PR5 Soltu.DM.08G027300 Осмотин ATTTGAGGTCCATAACAACTGTCC
GCAATTAGTACGACCCCAAATACG

PR10a Soltu.DM.09G027690 Связанный с патогенезом  
белок семейства Bet v1

TATGAGTCAACAACCACAATTTCCC
TGGACCACCTTCAACAAAGTTC

HIN1 Soltu.DM.10G025370 NDR1/HIN1-подобный белок GCAACTGCATTTTCCAAATCATC
CACGTAGAAATTGACCTTGTTAGG

JAZ1 Soltu.DM.07G012950 Негативный регулятор 
жасмонатзависимых генов

ATCGGAACCGGAAAAGGCAC
AAGGTACTTTTGCAGTCAGCCT

AP2.1 Soltu.DM.01G020840 Белок с доменом AP2/ERF GAAGGGTGTCCGTGTTTGGC
TAGCAGGTGGTGATGGGACG

ERF13 XM_006347891
Этилензависимый 

транскрипционный фактор, 
подобный ERF13

AGTCAACAACACCTTTGGAGCA
CCTTTTCTCTCGGGGTCCCT

WRKY71 Soltu.DM.12G028900 Транскрипционный фактор 
WRKY

TGTCCAGCAACTCTTAGGGGA
GGCCGCAGAAGTAATGAGGAG

Для идентификации сайтов связывания исследуемых транскрипционных факторов c помощью алго­
ритма BLAST в базе данных CIS-BP [13] выполняли поиск наиболее близких гомологов c известными 
мотивами сайтов связывания. При наличии нескольких вариантов мотивов выбирали лучший по ком­
бинации двух критериев – степени сходства транскрипционных факторов и информационного содержа­
ния мотива. Характеристики использованных мотивов приведены в табл. 2. Поиск сайтов связывания 
в промоторных областях выполняли с помощью алгоритма MAST [14] (версия 5.5.7) с параметрами по 
умолчанию.

Та бл и ц а  2

Мотивы сайтов связывания транскрипционных факторов
Ta b l e  2

Motif of transcription factor binding sites

Транскрипционный 
фактор Гомолог Идентификатор  

в базе данных CIS-BP
Информационное  
содержание, бит

AP2.1 A0A1D6I4Y7 (Zea mays) M08630_3.00 15,2

ERF13 Q8L9K1 (Arabidopsis thaliana) M01697_3.00 14,6

WRKY71 Q93WV4 (A. thaliana) M07779_3.00 15,1

MYC2 PK18474.1 (Cannabis sativa) M01209_3.00 13,1

О ко н ч а н и е  т а бл .  1 
En d i n g  o f  t h e  t a b l e  1
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Результаты и их обсуждение
Реакция гиперчувствительности в листьях и мягкая гниль клубней растений S. tuberosum, 

вызываемые бактериями P. versatile. Инфильтрация листьев растений S. tuberosum суспензиями 
штаммов P. versatile JN42 (штамм дикого типа) и P. versatile VKE (dspE-мутант) индуцирует реакцию 
гиперчувствительности по всей зоне инфильтрации (рис. 1, а и в – д). Введение суспензий штаммов 
в клубни приводит к развитию мягкой гнили спустя 2 сут после заражения (рис. 1, б). Реакция растений 
картофеля на введение суспензий обоих штаммов (JN42 и VKE) четко отличается от их реакции на 
инфильтрацию 0,85 % NaCl (контроль), тогда как существенных фенотипических отличий в реакции 
растений на два использованных штамма в этой серии экспериментов не выявлено.

Рис. 1. Интенсивность реакции гиперчувствительности в листьях (а) и масса гнили клубней (б) 
растений S. tuberosum при внедрении бактерий P. versatile JN42 (штамм дикого типа) 

и P. versatile VKE (dspE-мутант). Фотографии типичной реакции в листьях растений картофеля 
на заражение патогеном (в – д). Различия по сравнению с контролем (0,85 % NaCl) в листьях достоверны  

при p = 0,000 005 для штамма дикого типа и p = 0,000 012 для dspE-мутанта,  
в клубнях – при p = 0,000 003 для штамма дикого типа и p = 0,000 132 для dspE-мутанта

Fig. 1. Intensity of the hypersensitivity reaction in leaves (a) and tuber rot weight (b) of S. tuberosum plants 
inoculated with P. versatile JN42 (wild-type strain) and P. versatile VKE (dspE mutant) bacteria. 

Photographs of a typical reaction in potato plant leaves to pathogen infection (c – e). 
Differences compared to the control (0.85 % NaCl) in leaves are significant 

at p = 0.000 005 for the wild-type strain and p = 0.000 012 for the dspE mutant, 
in tubers – at p = 0.000 003 for the wild-type strain and p = 0.000 132 for the dspE mutant

Разница в изменении экспрессии PR-генов при заражении бактериями P. versatile в листьях 
и клубнях растений S. tuberosum. В целом в листьях растений картофеля в ответ на внедрение пато­
гена экспрессия PR-генов возрастает (рис. 2, а). Экспрессия гена PR1b конечного звена салицилатной 
сигнализации при заражении штаммом дикого типа повышается в 3,5 раза (p = 0,000), а при зара­
жении dspE-мутантом возрастает десятикратно (p = 0,000) по сравнению с экспрессией данного гена 
в контрольных растениях. Экспрессия гена PR2 β-глюкозидазы при заражении бактериями P. versatile 
JN42 и P. versatile VKE увеличивается в 15 раз (p = 0,000) и 39 раз (p = 0,000), экспрессия гена PR5  
осмотина – в 4 раза (p = 0,000) и 7 раз (p = 0,000), а экспрессия гена PR10a – в 2 раза (p = 0,000) и 7 раз 
(p = 0,000) соответственно. 
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В клубнях растений картофеля наблюдается иная картина (рис. 2, б). В ответ на заражение бактерия­
ми P. versatile ген защитного белка PR1b снижает свою экспрессию в среднем в 250 раз (p = 0,001) при 
использовании штамма дикого типа и только в 6 раз (p = 0,001) при использовании мутантного штамма. 
Экспрессия гена PR2 при внедрении бактерий P. versatile JN42 и P. versatile VKE индуцируется в 37 раз 
(p = 0,009) и 23 раза (p = 0,011), а экспрессия гена PR5 – в 16 раз (p = 0,008) и 9 раз (p = 0,009) соответ­
ственно. Ген защитного белка PR10a при заражении бактериями P. versatile снижает свою экспрессию 
в диапазоне от 5 раз (p = 0,001) до 8 раз (p = 0,003).

Экспрессия гена харпининдуцируемого белка HIN1 (часто рассматриваемого как еще один PR-ген) 
сильно индуцируется при заражении клубней (в диапазоне от 53 раз (p = 0,004) при внедрении мутант­
ного штамма до 84 раз (p = 0,011) при внедрении штамма дикого типа), однако в листьях такой сильной 
индукции не наблюдается: достоверная разница (в 1,8 раза (p = 0,000)) выявлена лишь при заражении 
бактериями P. versatile JN42.

Рис. 2. Изменение уровня экспрессии PR-генов в листьях (а) и клубнях (б) растений S. tuberosum  
в ответ на внедрение бактерий P. versatile JN42 (штамм дикого типа) и P. versatile VKE (dspE-мутант)  

по сравнению с уровнем их экспрессии в контрольных растениях (0,85 % NaCl). 
Указаны средние значения с 95 % доверительным интервалом

Fig. 2. Changes in PR gene expression level in leaves (a) and tubers (b) of S. tuberosum plants  
in response to the introduction of P. versatile JN42 (wild-type strain) and P. versatile VKE (dspE mutant) bacteria  

compared to their expression level in control plants (0.85 % NaCl). 
Mean values with 95 % confidence intervals are shown 

Можно предположить, что экспрессия исследуемых PR-генов зависит от сигнальных путей, конт
ролируемых разными гормонами. Однако результаты опубликованных исследований неоднозначны 
и противоречивы, что может быть связано как с особенностями конкретных патосистем, так и с опи­
санием под одним названием разных (неортологичных) изоформ PR-генов. В ходе анализа доступных 
данных для наиболее вероятных ортологов (идентифицированных методом взаимного лучшего попада­
ния) рассматриваемых в настоящей работе генов установлены следующие закономерности.

Белок PR1b был выявлен как один из мажорных внеклеточных белков листьев растений картофеля, 
зараженных патогеном Phytophthora infestans [15]. Экспрессия гена PR1b достигала максимума через 
36 ч после заражения P. infestans и через 48 ч после заражения P. syringae, салицилат и жасмонат не 
влияли на уровень экспрессии, тогда как раны и этилен вызывали накопление мРНК гена PR1b через 
72 ч [15]. Ортолог данного PR-гена у томата (называемый также у этого растения P6 и P14a) ингибирует 
сигнальную цепочку активации программируемой гибели клеток [16; 17].

Экспрессия гена PR10a в листьях растений томата индуцируется при заражении бактериями Xantho-
monas campestris pv. vesicatoria, причем инактивация гена основного эффектора данного патогена (XopN) 
усиливает эту индукцию, как и в зафиксированном нами случае с эффектором P. versatile [18]. Обработка  
растений томата салициловой кислотой индуцирует экспрессию гена PR10а (TSI-1) [19].

Ген HIN1, охарактеризованный у растений S. tuberosum как ген StPOTHR1 устойчивости к патогену 
P. infestans и индуцирующийся при заражении этим патогеном [20; 21], в проведенном нами эксперименте 
имеет паттерн экспрессии, аналогичный таковому генов PR2 и PR5, но согласно данным опубликованного 
транскриптомного исследования (NCBI BioProject PRJNA851775) сильно индуцируется при раневом 
ответе, что характерно для жасмонатзависимых генов.

В патосистеме S. lycopersicum – Ralstonia solanacearum происходит рост экспрессии генов PR1b, PR2 
и PR5 при увеличении в растении концентрации салициловой кислоты [17]. В растениях картофеля при 
заражении некротрофным патогеном Rhizoctonia solani повышение уровня экспрессии гена PR2 связано 
с жасмонат- и этилензависимым сигнальным путем [20].
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Для ортолога гена PR2 в суспензионной культуре клеток Nicotiana tabacum показана репрессия транс­
крипции при добавлении AБК [22]. В растениях A. thaliana не только продемонстрирована АБК-зависи
мая транскрипционная регуляция данной изоформы гена PR2, но и подтверждена роль ферментатив- 
ной β-1,3-глюканазной активности продукта этого гена в деградации каллозы, являющейся протекторным 
β-глюканом, откладываемым растениями вокруг очага первичной инфекции [23].

Поскольку характер экспрессии PR-генов существенно отличался в двух исследованных органах, 
а данные литературы содержали противоречивую информацию о регуляции этих генов, была проведена 
оценка уровня экспрессии маркерных генов основных гормональных путей.

Дифференциальная экспрессия генов метаболизма АБК, указывающая на снижение концентрации 
активной формы гормона при заражении бактериями P. versatile и в листьях, и в клубнях растений 
S. tuberosum. В листьях растений картофеля в ответ на заражение штаммом P. versatile JN42 в 3,4 раза 
(p = 0,000) уменьшается экспрессия гена NCED3 9-цис-эпоксикаротиноиддиоксигеназы – фермента, отве
чающего за биосинтез АБК (рис. 3, а). При внедрении штамма P. versatile VKE достоверного снижения 
уровня экспрессии этого гена не наблюдается. Экспрессия гена AAO3 оксидазы абсцизового альдегида 
уменьшается незначительно. В 3 раза (p = 0,000) возрастает экспрессия гена CYP707a1 гидроксилазы 
АБК, переводящей АБК в неактивную форму, при инфицировании бактериями дикого типа. Большие 
доверительные интервалы не позволяют говорить о достоверном изменении уровня экспрессии данного 
гена в случае заражения мутантным штаммом.

В клубнях растений картофеля вызываемый патогеном эффект более выражен (рис. 3, б). Так, 
уровень экспрессии гена NCED3 снижается в 9 раз (p = 0,002) при заражении штаммом дикого типа 
и в 4 раза (p = 0,000) при заражении dspE-мутантом. Экспрессия гена AAO3 уменьшается примерно 
в 50 раз (p = 0,000) и 43 раза (p = 0,001), а экспрессия гена CYP707a1 возрастает в 33 раза (p = 0,001) и 22 раза  
(p = 0,000) при инфицировании штаммами P. versatile JN42 и P. versatile VKE соответственно.

Рис. 3. Изменение уровня экспрессии генов метаболизма АБК в листьях (а) и клубнях (б) растений S. tuberosum 
в ответ на внедрение бактерий P. versatile JN42 (штамм дикого типа) и P. versatile VKE (dspE-мутант) 

по сравнению с уровнем их экспрессии в контрольных растениях (0,85 % NaCl). 
Указаны средние значения с 95 % доверительным интервалом

Fig. 3. Changes in the expression level of abscisic acid metabolism genes in leaves (a) and tubers (b) 
of S. tuberosum plants in response to the introduction of P. versatile JN42 (wild-type strain) 

and P. versatile VKE (dspE mutant) bacteria compared to their expression level in control plants (0.85 % NaCl). 
Mean values with 95 % confidence intervals are shown

Таким образом, зафиксировано более выраженное изменение уровня экспрессии генов метаболизма 
АБК в клубнях растений картофеля, однако направленность их экспрессии в обоих органах сходная. 
Можно предположить, что и в клубнях, и в листьях количество активной формы АБК уменьшается при 
заражении патогеном, а значит, сигнальный путь АБК подавляется. Это обстоятельство может приво­
дить к снижению иммунитета, еще более сильной активации гниения клубней и индукции реакции 
гиперчувствительности в листьях, что только способствует развитию некротрофного бактериального 
патогена [24]. Примечательно, что в патосистеме с участием биотрофного фитопатогена R. solanacearum 
в корнях чувствительного варианта растений дикого вида картофеля S. commersonii отмечалось подавле­
ние экспрессии гена CYP707a1 гидроксилазы АБК [25]. Увеличение количества АБК также негативно 
сказывалось на устойчивости растения табака к этому же патогену [26]. Все вышеперечисленное указы­
вает на неоднозначную роль АБК в устойчивости растений к различным бактериальным фитопатогенам.

Подавление жасмонатной сигнализации при заражении бактериями P. versatile надземных и подзем-
ных тканей растений картофеля. В листьях растений картофеля при внедрении бактерий P. versatile JN42 
и P. versatile VKE экспрессия гена негативного регулятора жасмонатзависимых генов JAZ1 возраста­



69

Генетика и молекулярная биология
Genetics and Molecular Biology

ет в 3,0 раза (p = 0,000) и 6,7 раза (p = 0,000) соответственно (рис. 4, а). В инфицированных клубнях 
растений картофеля уровень экспрессии гена JAZ1 повышается в 13 раз (p = 0,004) и 7 раз (p = 0,026)  
(рис. 4, б).

Рис. 4. Изменение уровня экспрессии генов транскрипционных факторов в листьях (а) и клубнях (б)  
растений S. tuberosum в ответ на внедрение бактерий P. versatile JN42 (штамм дикого типа)  

и P. versatile VKE (dspE-мутант) по сравнению с уровнем их экспрессии в контрольных растениях (0,85 % NaCl). 
Указаны средние значения с 95 % доверительным интервалом

Fig. 4. Changes in the expression level of transcription factor genes in leaves (a) and tubers (b) 
of S. tuberosum plants in response to the introduction of P. versatile JN42 (wild-type strain) 

and P. versatile VKE (dspE mutant) bacteria compared to their expression level in control plants (0.85 % NaCl).  
Mean values with 95 % confidence intervals are shown 

Индукция гена JAZ1 была зафиксирована в патосистеме S. tuberosum – Dickeya solani на ранних 
этапах заражения (через 1 ч), что может свидетельствовать о схожей реакции растений на внедрение 
некротрофных фитопатогенов [27].

Разница в регуляции транскрипционных факторов этиленовой сигнализации в листьях и клуб-
нях растений S. tuberosum при заражении бактериями P. versatile. В листьях растений картофеля при 
инфицировании бактериями P. versatile JN42 и P. versatile VKE происходит снижение экспрессии гена 
транскрипционного фактора этиленовой сигнализации AP2.1 примерно в 2,4 раза (p = 0,000) и 5,0 раза 
(p = 0,000) соответственно (см. рис. 4, а). Экспрессия гена другого транскрипционного фактора этого 
семейства – ERF13 – при заражении штаммом дикого типа уменьшается в 5 раз (p = 0,000), а при за­
ражении dspE-мутантом не снижается.

В клубнях растений картофеля экспрессия гена AP2.1 при внедрении патогена меняется схожим об­
разом: снижается примерно в 5 раз (p = 0,005) и 6 раз (p = 0,003) при инфицировании штаммами P. ver-
satile JN42 и P. versatile VKE соответственно (см. рис. 4, б). Однако экспрессия гена ERF13, в отличие 
от реакции в тканях листьев, в тканях клубней, наоборот, возрастает в 59 раз (p = 0,018) при заражении 
штаммом дикого типа и в 94 раза (p = 0,005) при заражении dspE-мутантом.

Ген транскрипционного фактора WRKY71 в листьях индуцируется примерно в 2 раза (p = 0,000) при 
внедрении патогена P. versatile JN42 (см. рис. 4, а), в то время как в клубнях его экспрессия, наоборот, 
снижается приблизительно в 14 раз (p = 0,001) при инфицировании штаммом дикого типа и в 8 раз 
(p = 0,002) при инфицировании мутантным штаммом бактерий (см. рис. 4, б).

Участие данных генов или их ортологов в растительном иммунитете слабо изучено. Транскрипцион­
ный фактор SlWRKY71 активирует фермент SlDCD1, который стимулирует эндогенную продукцию H2S, 
тем самым повышая устойчивость листьев к P. syringae pv. DC3000 [28].

Анализ сайтов связывания транскрипционных факторов, предполагающий перекрестную сигна-
лизацию между гормонзависимыми сигнальными путями. Для оценки участия четырех исследуемых 
транскрипционных факторов выполнен анализ их потенциальных сайтов связывания в пределах 1000 пар 
нуклеотидов перед кодирующей последовательностью. Поскольку транскрипционные факторы семейства 
JAZ не связываются непосредственно с ДНК, а действуют, формируя комплекс с ДНК-связывающими 
транскрипционными факторами семейства MYC2 [29], для оценки жасмонатзависимой транскрипци­
онной регуляции использован представитель последнего семейства (идентификатор M1BHA0 в базе 
данных UniProt), взаимодействующий с белком JAZ1 по данным веб-ресурса KEGG.

Сайты связывания хотя бы одного транскрипционного фактора выявлены в промоторных областях 
всех исследуемых генов, за исключением генов PR10a и ERF13 (табл. 3). Несмотря на не самые надежные 
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значения p-критерия, заслуживают внимания и дальнейшего экспериментального исследования следую­
щие наблюдения. Идентификация сайтов связывания транскрипционного фактора WRKY71 перед своим 
собственным геном и транскрипционного фактора MYC2 перед геном JAZ1 соответствует известным 
данным об их авторегуляции и подчеркивает корректность использованного метода анализа [25; 26]. 
Транскрипционный фактор ERF13 имеет сайт связывания в промоторной области гена PR1b, а паттерны 
экспрессии генов ERF13 и PR1b совпадают и зависят от белка DspE. Для генов метаболизма АБК акту­
альна этилензависимая сигнализация с помощью транскрипционных факторов семейства AP2: прямая 
сигнализация через транскрипционный фактор AP2.1 для гена AAO3 или сигнализация посредством по­
тенциального транскрипционного каскада ERF13 → MYC2 для генов NCED3 и CYP707a1. Сигнализация 
через транскрипционный фактор WRKY71 может быть связана с индукцией при контакте с пектобактерия
ми генов PR2, PR5 и HIN1. Наконец, расположение сайтов связывания свидетельствует о взаимосвязях 
между этилензависимой и салицилатзависимой, а также между этилензависимой и жасмонатзависимой 
сигнализацией.

Та бл и ц а  3
Сайты связывания транскрипционных факторов в промоторных областях исследуемых генов

Ta b l e  3
Binding sites of transcription factors in the promoter regions of the studied genes

Ген
Транскрип- 
ционный  
фактор

Логотип мотива Число  
сайтов

Лучший сайт связывания
Последовательность 
олигонуклеотидов

Значение  
p-критерия

PR1b ERF13 1 TTTAGGGCGGCTCAA 0,000 079

PR2 WRKY71 1 CTTTGACTTGA 0,000 053

PR5

WRKY71 1 AGTTGACTAAT 0,000 063

ERF13 1 ATCTAGGCGGCTATA 0,000 087

HIN1 WRKY71 1 GATTGACTTTT 0,000 023

JAZ1

WRKY71 1 CGTTAACTTTT 0,000 095

MYC2 1 AACACGTGTT 0,000 047
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Ген
Транскрип- 
ционный  
фактор

Логотип мотива Число  
сайтов

Лучший сайт связывания
Последовательность 
олигонуклеотидов

Значение  
p-критерия

AP2.1 WRKY71 1 CTTTGACTTAT 0,000 011

WRKY71 WRKY71 3 ATTTGACTATT 0,000 029

MYC2 ERF13 1 TAATCGTCGGCTGCG 0,000 050

NCED3 MYC2 1 AACACGTGGT 0,000 056

AAO3 AP2.1 1 CCCCGCCGCC 0,000 030

CYP707a1 MYC2 1 TACACGTGCC 0,000 007 9

ERF13 – – 0 – –
PR10a – – 0 – –

Два из пяти проверенных PR-генов – PR1b и PR10a – при заражении бактериями P. versatile показали 
разнонаправленные изменения экспрессии в исследованных органах растений картофеля: индукцию 
в листьях, но репрессию в клубнях. Такой эффект может быть связан с особенностями гормональной 
регуляции в этих органах, поэтому интерес представляют выявленные изменения уровня экспрессии 
маркерных генов гормональной сигнализации. Все четыре гена транскрипционных факторов, являю­
щихся конечными звеньями гормонзависимых сигнальных путей, демонстрируют отличия экспрессии 
в листьях и клубнях, однако два из них – ERF13 и WRKY71 – имеют противоположный характер экспрес­
сии. Ген ERF13 репрессируется в листьях, но индуцируется в клубнях, тогда как ген WRKY71, наоборот, 
индуцируется в листьях (только при заражении штаммом дикого типа) и репрессируется в клубнях. Из-за 
несовпадения DspE-зависимых паттернов экспрессии генов ERF13 и PR1b связать их между собой нельзя, 
однако характеры экспрессии генов WRKY71 и PR10a довольно хорошо совпадают, что позволяет рассмат
ривать предположение о возможности регуляции экспрессии гена PR10a с помощью транскрипционного 
фактора WRKY71. Снижение экспрессии гена WRKY71 в клубнях картофеля ранее было отмечено при 
заражении другим некротрофным патогеном из семейства Pectobacteriaceae – D. solani [27]. Ортолог 
этого гена у A. thaliana индуцируется перекисью водорода, АБК и гиперосмотическим стрессом [30; 31].

Заключение
В листьях и клубнях растений картофеля при заражении бактериями P. versatile отмечено снижение 

уровня экспрессии генов, контролирующих синтез АБК, и одновременно повышение уровня экспрессии 

О ко н ч а н и е  т а бл .  3 
En d i n g  o f  t h e  t a b l e  3
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генов, контролирующих ее инактивацию, что позволяет говорить о высокой вероятности уменьшения 
концентрации активной формы АБК при инфицировании этим патогеном как надземных, так и под­
земных частей растения. Также повсеместно зарегистрировано подавление жасмонатной сигнализации.

Кроме того, при инфицировании тканей картофеля значительно изменяется уровень экспрессии эти­
лензависимых транскрипционных факторов. Как и транскрипционные факторы с доменом AP2, транс­
крипционный фактор WRKY71 по-разному регулирует иммунный ответ в надземной и подземной частях 
растений картофеля.

Интересно, что ранее опубликованные данные об экспрессии маркерных генов у других растений 
семейства пасленовых отличаются от результатов, полученных в настоящей работе при внедрении бак­
терий P. versatile в растение картофеля. Так, у томата сорта Micro-Tom при заражении этим патогеном 
наблюдается DspE-зависимая репрессия генов NCED3 и CYP707a1, а экспрессия гена AAO3 возрас­
тает при инфицировании любым из штаммов. Экспрессия генов PR2 и PR5 при внедрении патогена 
не меняется [32]. В то же время для томата сорта Доходный и ортологов генов PR1b, PR2 и PR5 табака 
N. benthamiana наблюдается увеличение экспрессии вне зависимости от штамма [3]. Однако стоит от­
метить, что в клубнях дикого картофеля S. bulbocastanum паттерн экспрессии генов совпадает с тем, 
который наблюдается в настоящем исследовании, и почти подобен ему в надземной части растения, за 
исключением двух генов – NCED3 и AP2.1 [5].

Таким образом, каждая патосистема является уникальной и должна рассматриваться отдельно, а гор­
мональная регуляция имеет особенности для каждого вида и обобщению не подлежит. Понимание таких 
сложных систем может стать ключом к эффективной борьбе с патогеном.
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ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ НА РОСТ  
КУЛЬТУРЫ ДРОЖЖЕЙ DOTHIORA sp. БИМ Y-383  

И СИНТЕЗ МЕЛАНИНА
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Аннотация. Исследовано влияние температур 10; 18; 22; 28; 32 и 37 ℃ на рост дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 
в течение 16 сут культивирования. Показано, что дрожжи относятся к психротолерантным микроорганизмам с оп­
тимальным ростом культуры и синтезом меланина при 22–28 ℃. Наиболее интенсивно процесс меланиногенеза 
происходит на стадии отмирания культуры дрожжей. С использованием спектральных методов анализа уста­
новлено, что на 16-е сутки культивирования содержание меланина в экстрактах из сублимированного мицелия 
дрожжей, выращенных при температурах 10; 18; 22; 28 и 32 ℃, составило (23,0 ± 0,5) мг/г, (39,0 ± 0,8) мг/г, 
(62,3 ± 1,2) мг/г, (69,0 ± 1,4) мг/г и (45,1 ± 0,9) мг/г соответственно.

Ключевые слова: меланин; электронный парамагнитный резонанс; ЭПР; электронная спектроскопия; Dothio
ra sp.; меланиногенез.
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Abstract. The effect of temperatures of 10; 18; 22; 28; 32 and 37 °C on the growth of Dothiora sp. BIM Y-383 
yeast over 16 days of cultivation was studied. The yeast was shown to be psychrotolerant microorganisms with opti­
mal culture growth and melanin synthesis at 22–28 °C. Melaninogenesis is most intense during the yeast culture death 
stage. Using spectral methods of analysis, it was established that on the 16th day of cultivation, the melanin content in 
extracts from freeze-dried yeast mycelium grown at temperatures of 10; 18; 22; 28 and 32 ℃ was (23.0 ± 0.5) mg/g, 
(39.0 ± 0.8) mg/g, (62.3 ± 1.2) mg/g, (69.0 ± 1.4) mg/g and (45.1 ± 0.9) mg/g, respectively.

Keywords: melanin; electron paramagnetic resonance; EPR; electron spectroscopy; Dothiora sp.; melaninogenesis.
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Введение
Антарктида находится в одной из наиболее суровых климатических зон планеты. Низкие температуры, 

минимальные годовые осадки, регулярные циклы замерзания и оттаивания, сильные ветры, высокий 
уровень ультрафиолетового излучения, наличие процессов сублимации и испарения, дефицит питатель­
ных веществ – все эти условия являются значительными ограничивающими факторами для поддержания 
жизнедеятельности организмов [1; 2]. К защитным механизмам, которые помогают организмам сохранять 
метаболическую активность при низких температурах, относится синтез криопротекторов, ферментов, 
активных при низких температурах, и фотозащитных веществ (каротиноидов, микоспоринов, мелани­
нов), а также высокое содержание полиненасыщенных жирных кислот в составе цитоплазматических 
мембран [3–7].

В Антарктиде были обнаружены и описаны дрожжи черного цвета, представляющие собой полифи­
летическую морфоэкологическую группу грибов, которые относятся либо к порядку Chaetothyriales из 
класса Eurotiomycetes, либо к классу Dothideomycetes (отдел Ascomycota, подотдел Pezizomycotina) [8]. 
Класс аскомицетов Dothideomycetes более многочисленный: он насчитывает около 19 000 видов, ко­
торые встречаются по всему миру в наземных, пресноводных и морских местообитаниях. Предста­
вители данного класса являются симбиотрофами, сапробионтами, фитопатогенами, микопаразитами, 
эпифитами, эндофитами, эктофитами. Они могут обитать на различных субстратах (например, на по­
верхности горных пород) и выдерживать экстремальные климатические условия [9]. Так, грибы рода 
Dothiora были выделены из образцов темного льда Гренландского ледникового щита [10] и песчани­
ка из долины Алатна (Антарктида) [9]. Одним из ключевых факторов, обеспечивающих защиту этих 
микроорганизмов от экстремальных условий окружающей среды, является способность синтезировать  
меланины.

Меланины – это темно-коричневые либо черные пигменты полимерной природы, образующиеся в ре­
зультате окисления фенольных и (или) индольных соединений. Данные пигменты широко распространены 
в организмах животных, растений и микроорганизмов. По химическому строению они классифицируются 
на феомеланин, эумеланин, пиомеланин и др. На рис. 1 представлены структурные формулы возможных 
мономеров этих меланинов. Для сравнения приведена известная структурная формула синтетического 
меланина, полученного путем ферментативного окисления L-3,4-дигидроксифенилаланина (L-ДОФА). 
Как следует из рис. 1, меланины также могут различаться по степени ароматизации молекул и содер­
жанию функциональных групп. Структурные отличия и строение меланинов разного происхождения 
оказывают влияние на их спектральные свойства [11].
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Рис. 1. Структурные формулы возможных мономеров феомеланина (а),  
эумеланина (б), пиомеланина (в) и синтетического меланина (г). 

Источник: https://www.chemicalbook.com/productchemicalpropertiescb9324024_en.htm
Fig. 1. Structural formulas of possible monomers of pheomelanin (a),  

eumelanin (b), pyomelanin (c) and synthetic melanin (d). 
Sou r c e: https://www.chemicalbook.com/productchemicalpropertiescb9324024_en.htm

Большое количество типов меланинов, синтезируемых грибами, указывает на сложные адаптивные 
механизмы и разнообразие биохимических путей синтеза этих пигментов. Будучи гетерогенными поли­
фенолами, они обладают уникальными свойствами, такими как широкополосное оптическое поглощение, 
парамагнетизм, перенос заряда и высокая структурная стабильность [11; 12].

Широкий спектр биологической активности меланина (антиоксидантная, противоопухолевая, противо­
язвенная, антивирусная, гепатопротекторная и радиопротекторная активность [13]) делает актуальным 
поиск штаммов меланизированных грибов в качестве источника получения меланина для практического 
использования в медицине, фармакологии, косметологии и других областях.

Исследованные в рамках настоящей работы черные дрожжи Dothiora sp. БИМ Y-383 были отобраны 
полярниками белорусских антарктических экспедиций из образцов мелкозема, собранного на участке 
Вечерний оазиса Холмы Тала (Восточная Антарктида) [14]. Климат данного региона характеризуется 
сверхнизкими температурами зимой (длится более 6 мес.), высоким уровнем ультрафиолетовой радиа­
ции, а также сильными стоковыми ветрами со скоростью более 60 м/с [15].

Для получения меланина из используемого штамма дрожжей требовалось исследовать процесс ме­
ланиногенеза в ходе его культивирования при различных температурах. Вне зависимости от источника 
получения для меланинов характерны генерализованное поглощение в диапазоне длин волн 220 – 460 нм 
и высокое содержание парамагнитных центров благодаря конденсированной структуре ароматических 
соединений [11; 16; 17].

В связи с вышеизложенным цель настоящей работы заключалась в том, чтобы с использованием ме­
тодов электронной спектроскопии и электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) исследовать влияние 
температуры культивирования на синтез меланина дрожжами Dothiora sp. БИМ Y-383.

Материалы и методы исследования
Объектом исследования выступал штамм дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383, который был выделен 

из образца мелкозема, собранного на участке Вечерний оазиса Холмы Тала. Чистую культуру сохраня­
ли путем консервирования в 20 % растворе глицерина и буфера PBS при температуре –70 ℃ [14; 18]. 
Штамм депонирован в Белорусскую коллекцию непатогенных микроорганизмов Института микро­
биологии НАН Беларуси. Нуклеотидная последовательность фрагмента гена 18S рРНК депонирова­
на в базу данных GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) с присвоением идентификационного номе­
ра PP832938 [14; 19; 20].
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Культивирование дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383. Культуру дрожжей, выращенную до стацио
нарной фазы роста, высевали на поверхность агаризованной среды Сабуро1 и культивировали при 
температурах 10; 18; 22; 28; 32 и 37 ℃. Учет результатов роста дрожжей проводили на 16-е сутки. 
Мицелий дрожжей снимали с агаризованной среды, замораживали при температуре –20 ℃ и сублими­
ровали в вакуумной камере установки LyoAlfa-15 (Telstar Technologies, Испания) при давлении 0,8 мбар 
и температуре – 85 ℃ в течение 24 ч. Используя гравиметрический метод, измеряли выход биомассы 
сублимированного мицелия2 [17] на 16-е сутки культивирования при температурах 10; 18; 22; 28; 32 
и 37 ℃.

Микроскопические исследования. Окрашивание живых препаратов проводили метиленовым синим. 
Фотографии клеток делали с помощью светового микроскопа «Микромед-1» (модель 3–20 inf.) (Китай) 
и программного обеспечения ToupView при увеличении объектива ×100, числовой апертуре 1,25 (мас­
ляная иммерсия), увеличении окуляра ×10.

Экстракция меланина. В целях проведения спектральных исследований получали экстракты из 
образцов сублимированного мицелия. Экстракцию проводили из 1 г мицелия 10 мл 1 н. раствора NaOH 
при температуре 20 ℃ в течение 24 ч. Полученный экстракт сублимировали и взвешивали. Нераство­
ренную часть мицелия отделяли центрифугированием в течение 10 мин при 10 000 об/мин на приборе 
Sigma 3-30K (Sigma Laborzentrifugen, Германия), промывали водой и сублимировали [11; 17; 21].

Для выделения меланина из сублимированного мицелия дрожжей и его очистки проводили щелоч­
ную экстракцию. Из щелочного экстракта меланин осаждали 0,1 моль/л HCl, доводя раствор до рН 2. 
Образовавшийся хлопьевидный осадок коричневого цвета отделяли центрифугированием в течение 
10 мин при 10 000 об/мин, промывали водой до достижения рН 7, сублимировали и использовали для 
определения парамагнитных свойств пигмента, а также снятия электронных спектров [11; 17; 21].

Спектрофотометрический анализ. Спектры поглощения полученных экстрактов из сублимирован­
ного мицелия и щелочных растворов синтетического меланина (M8631; Sigma-Aldrich, Великобритания) 
регистрировали c использованием спектрофотометра UV-VIS PB 2201 (ЗАО «СОЛАР», Беларусь) в диа­
пазоне длин волн 200 – 800 нм [17; 22].

ЭПР-спектроскопия. Исследования ЭПР проводили на стационарном спектрометре SE/X-2543 
(Radiopan, Польша) в Х-диапазоне с частотой модуляции поляризующего магнитного поля 100 кГц 
и амплитудой модуляции от 0,05 до 0,50 мТл при комнатной температуре. Для контроля добротности 
резонатора и настройки фазы использовали кристалл рубина, закрепленный в резонаторе. Образцы рас- 
полагали в центре резонатора в пучности магнитной компоненты СВЧ-поля. Индукцию постоянного 
магнитного поля измеряли датчиком ядерного магнитного резонанса, а частоту сверхвысокочастотно- 
го электромагнитного излучения – частотомером. Максимальная мощность СВЧ-излучения в резонато- 
ре составляла 200 мВт. Кинетику насыщения сигнала ЭПР исследовали в диапазоне изменения мощности  
СВЧ-излучения от 0,5 до 30,0 дБ. По результатам ЭПР-спектрометрии рассчитывали количество пара­
магнитных центров (число спинов на грамм) в образцах сублимированного мицелия дрожжей, в осадках, 
образовавшихся после экстракции меланина, а также в образцах синтетического меланина и выделенного 
из мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 меланина [11]. Полученные данные спектров обрабатыва- 
ли с использованием программ Excel 2016 и Origin (версия 8.6).

Статистическая обработка. Статистическую обработку результатов осуществляли в программе  
Excel 2016. Полученные данные представляли в виде средних арифметических значений со стандарт
ным отклонением.

Результаты и их обсуждение
Дрожжи Dothiora sp. БИМ Y-383 относятся к отделу Ascomycota, представители которого способны 

к формированию мицелия [9]. Визуальная оценка роста дрожжей и их микроскопические исследования 
показали, что на начальных этапах экспоненциального роста происходило образование одноклеточных 
дрожжей, размножающихся почкованием. Переход в стадию стационарного роста, а затем и в стадию 
отмирания сопровождался формированием плотной структуры мицелия. Этот процесс описывает способ­
ность грибов существовать в двух морфологических формах – мицелиальной (нитевидной) и дрожжевой 

1Использовалась «Питательная среда № 2 ГРМ (Сабуро)» (Государственный научный центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии, Россия), в ее состав входят панкреатический гидролизат рыбной муки (10 г/л), панкреатический гидролизат 
казеина (10 г/л), дрожжевой экстракт (2 г/л), натрий фосфорнокислый однозамещенный 2-водный (2 г/л), D-глюкоза (40 г/л), 
агар бактериологический ((10 ± 3) г/л).

2ОФС.1.2.1.0010.15. Потеря в массе при высушивании // Фармакопея.рф : сайт. URL: https://pharmacopoeia.ru/ofs-1-2-1-0010-
15-poterya-v-masse-pri-vysushivanii/ (дата обращения: 28.07.2025).
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(одноклеточной). Мицелиальная форма состоит из ветвящихся нитей (гифов), которые обеспечивают 
питание, а дрожжевая – из одиночных шаровидных или овальных клеток, размножающихся почко
ванием [23].

Следует отметить, что увеличение температуры культивирования приводило к сокращению периода 
одноклеточной стадии роста. Так, при 18 °С этот период длился вплоть до 9 сут, при 22 °С – до 6 сут, 
а при 28 °С был минимальным и составлял 3 сут. Это обстоятельство свидетельствует о температурно-
зависимом диморфизме исследуемых микроорганизмов (рис. 2).

Рис. 2. Микрофотографии дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383,  
выращенных при температуре 28 ℃: а – дрожжевая форма (24-й час культивирования);  

б – мицелиальная форма (144-й час культивирования)
Fig. 2. Micrographs of yeast Dothiora sp. BIM Y-383  

grown at a temperature of 28 ℃: a – yeast form (24th hour of cultivation);  
b – mycelial form (144th hour of cultivation)

Таким образом, переход от одноклеточной к нитевидной форме у дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 
зависит от времени и температуры культивирования. Для анализа влияния этих параметров на рост дрож­
жей Dothiora sp. БИМ Y-383, культивируемых на поверхности агаризованной среды Сабуро в течение  
16 сут при температурах 10; 18; 22; 28; 32 и 37 ℃, были определены морфологические особенности об­
разования мицелия, выход его биомассы и изучен процесс биосинтеза меланина.

На рис. 3 представлены фотографии роста дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 на 3-и, 6-е, 9-е, 12-е 
и 16-е сутки культивирования при температурах 10; 18; 22; 28; 32 и 37 ℃.

В ходе визуальной оценки роста дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 было определено, что при тем­
пературах культивирования 10 и 32 ℃ рост культуры и синтез пигмента существенно замедлены, 
а при температуре культивирования 37 ℃ отмечено полное отсутствие роста культуры. Образцы, 
культивируемые при температурах 18; 22; 28 и 32 ℃, демонстрировали различные стадии роста куль­
туры во времени. Так, начало стационарной фазы роста, при которой происходит синтез пигмента 
и мицелий приобретает светло-коричневый цвет, при температуре 22 ℃ приходится на 6-е сутки, при 
температуре 28 ℃ – на 9-е сутки, при температуре 18 ℃ – на 12-е сутки, а при температуре 32 ℃ –  
на 16-е сутки культивирования. Кроме того, на 16-е сутки культивирования при температурах 22 и 28 ℃  
наблюдалось формирование плотной структуры мицелия от темно-коричневого до черного цвета, 
что, предположительно, связано с активным спороношением дрожжей, переходом культуры к ста­
дии отмирания и, соответственно, максимальным накоплением пигмента. Следует отметить, что 
при температуре 10 ℃ бо́льшая часть биомассы дрожжей на 16-е сутки культивирования оставалась  
неокрашенной.

Таким образом, рост дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 в широком диапазоне температур (10 –32 ℃) 
позволяет отнести их к группе психротолерантных микроорганизмов с факультативным синтезом пиг
мента. Оптимальным для роста культуры и синтеза пигмента является диапазон температур 22–28 ℃.

Для проведения последующих гравиметрических исследований влияния температуры культиви­
рования на увеличение биомассы дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 их мицелий был снят с чашек 
Петри и сублимирован. На рис. 4 представлена поверхностная диаграмма, отражающая трехмерную 
зависимость прироста биомассы сублимированного мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 от 
времени и температуры культивирования. Область минимальных значений биомассы приходится на 
3-и сутки культивирования: при температурах 18; 22 и 28 ℃ выход биомассы мицелия составлял 
(0,108 ± 0,031) г, (0,203 ± 0,024) г и (0,111 ± 0,027) г соответственно. Область же максимальных значений 
биомассы мицелия (в диапазоне 0,3– 0,4 г) приходится на 6 –9-е сутки культивирования при температу- 
рах 22 и 28 ℃.
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Рис. 3. Фотографии роста дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383  
на 3-и, 6-е, 9-е, 12-е и 16-е сутки культивирования  

при температурах 10; 18; 22; 28; 32 и 37 ℃
Fig. 3. Photographs of the growth of Dothiora sp. BIM Y-383 yeast  
on 3rd, 6th, 9th, 12th and 16th days of cultivation at temperatures 

 of 10; 18; 22; 28; 32 and 37 ℃

Рис. 4. Поверхностная диаграмма зависимости прироста биомассы  
сублимированного мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383  

от времени и температуры культивирования
Fig. 4. Surface diagram of the dependence of the biomass increase  

of freeze-dried mycelium of Dothiora sp. BIM Y-383 yeast  
on cultivation time and temperature
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Исходя из гравиметрических измерений, на 6 –9-е сутки культивирования в диапазоне температур 
18–28 ℃ приходится стадия стационарного роста. Уменьшение массы мицелия подтверждает, что 
на 16-е сутки эксперимента культура переходит к стадии отмирания. Эти данные согласуются с пред­
варительной визуальной оценкой роста дрожжей.

Как показано ранее, при культивировании дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 на плотной питатель­
ной среде происходит синтез пигмента темно-коричневого цвета. Для его идентификации исследова­
ны спектральные свойства пигмента, который был выделен из сублимированного мицелия дрожжей, 
культивируемых при температуре 28 ℃ в течение 16 сут. Следует отметить, что среди природных 
биополимеров только меланины проявляют парамагнитные свойства вне зависимости от их проис­
хождения и структурных особенностей [11], при этом отличительной характеристикой является форма  
спектров, средняя между лоренцевой и гауссовой формами. Эти наблюдения подтверждаются резуль­
татами исследования ЭПР пигмента, выделенного из сублимированного мицелия дрожжей Dothiora sp. 
БИМ Y-383. Для сравнения на рис. 5 представлены спектры ЭПР синтетического меланина (см. рис. 5, 
кривая 1) и выделенного из мицелия дрожжей пигмента (см. рис. 5, кривая 2), которые указывают на 
их меланиновый характер [11].

Рис. 5. Спектры ЭПР образцов синтетического меланина (1)  
и выделенного из мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 пигмента (2)

Fig. 5. Electron paramagnetic resonance spectra of synthetic melanin samples (1) 
and pigment isolated from the mycelium of Dothiora sp. BIM Y-383 yeast (2)

Необходимо отметить, что содержание парамагнитных центров в выделенном из мицелия дрож­
жей Dothiora sp. БИМ Y-383 меланине и синтетическом меланине различается на порядок и составляет 
1,2 ⋅ 1018 и 1,2 ⋅ 1019 спинов на грамм соответственно.

Спектральные свойства меланинов ввиду их сложной ароматической структуры проявляются в ши­
роком и непрерывном поглощении света в видимой и ультрафиолетовой областях с характерными на­
клонами спектральных кривых в диапазоне длин волн 400 – 600 нм, что позволяет эффективно поглощать 
ультрафиолетовые лучи и защищать клетки от повреждений [17; 24; 25].

На рис. 6 представлены спектры поглощения синтетического меланина и выделенного из мицелия 
дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 меланина. Оба пигмента имеют характерный нисходящий спектраль­
ный профиль.

При одинаковом содержании в растворе синтетического меланина и выделенного из мицелия дрож- 
жей Dothiora sp. БИМ Y-383 меланина их спектры различаются интенсивностью поглощения при 
длине волны 460 нм, характерной для меланиновых пигментов. Для синтетического меланина опти­
ческая плотность при длине волны 460 нм составила примерно 0,187, а для выделенного из дрож­
жевого мицелия меланина – 0,044. Низкая оптическая плотность выделенного из мицелия дрожжей 
Dothiora sp. БИМ Y-383 меланина свидетельствует о его структурных отличиях от синтетического 
меланина, в котором содержится большое количество функциональных групп (см. рис. 1). Таким 
образом, показано, что синтезируемый дрожжами Dothiora sp. БИМ Y-383 пигмент является мела
нином и для исследования процесса меланиногенеза можно использовать спектральные методы  
анализа.
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Рис. 6. Спектры поглощения синтетического меланина в концентрации 0,03 мг/мл (1)  
и выделенного из мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383  

меланина в концентрации 0,03 мг/мл (2)
Fig. 6. Absorption spectra of synthetic melanin at a concentration of 0.03 mg/mL (1)  

and melanin isolated from the mycelium of Dothiora sp. BIM Y-383  
yeast at a concentration of 0.03 mg/mL (2) 

Из рис. 4 видно, что время и температура культивирования влияют и на рост дрожжей Dothiora sp. 
БИМ Y-383, и на синтез пигмента. Чтобы оценить влияние температуры культивирования на рост дрожжей 
Dothiora sp. БИМ Y-383 и синтез меланина, на 16-е сутки эксперимента были сделаны фотографии куль­
тур, выросших на чашках Петри при температурах 10; 18; 22; 28; 32 и 37 ℃ (рис. 7, а), и фотографии со- 
ответствующих им образцов сублимированного мицелия (рис. 7, б). Как следует из рис. 7, б, при изме­
нении температуры культивирования цвет сублимированного мицелия меняется от светло-бежевого до 
черного, что свидетельствует о накоплении в нем меланина в разных количествах.

Рис. 7. Морфологические особенности роста дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383  
на 16-е сутки культивирования при температурах 10; 18; 22; 28; 32 и 37 ℃:  

а – фотографии роста дрожжей на чашках Петри;  
б – фотографии сублимированной биомассы дрожжей

Fig. 7. Morphological features of the growth of Dothiora sp. BIM Y-383 yeast  
on the 16th day of cultivation at temperatures of 10; 18; 22; 28; 32 and 37 ℃:  

a – photographs of yeast growing on Petri dishes;  
b – photographs of freeze-dried yeast biomass 

Результаты гравиметрических исследований, представленные на рис. 8, показывают, что при увели­
чении температуры культивирования до 28 ℃ на 16-е сутки эксперимента выход биомассы сублими­
рованного мицелия возрастает до (0,25 ± 0,03) г (см. рис. 8, кривая 1). Культивирование дрожжей как 
при более низких, так и при более высоких температурах приводит к уменьшению выхода биомассы 
мицелия.

Для оценки количественного содержания меланина в мицелии дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 
были исследованы спектральные свойства пигмента, экстрагированного из сублимированной био­
массы дрожжей. Необходимо отметить, что полученный после экстракции меланина осадок мицелия 
имел черный цвет, свидетельствующий о возможном ковалентном взаимодействии пигмента с хитином  
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клеточных стенок дрожжей. Из представленной на рис. 8 температурной зависимости выхода экстракта 
из сублимированного мицелия видно, что с увеличением температуры культивирования на 16-е сутки 
эксперимента количество экстрагированных веществ уменьшается (см. рис. 8, кривая 2).

Рис. 8. Масса сублимированного мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 (1)  
и выход экстракта из сублимированного мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 (2)  

на 16-е сутки культивирования при температурах 10; 18; 22; 28; 32 и 37 ℃
Fig. 8. Mass of freeze-dried mycelium of Dothiora sp. BIM Y-383 yeast (1)  

and yield of extract from freeze-dried mycelium of Dothiora sp. BIM Y-383 yeast (2)  
on the 16th day of cultivation at temperatures of 10; 18; 22; 28; 32 and 37 ℃

Спектральные исследования биосинтеза меланина дрожжами Dothiora sp. БИМ Y-383 проведены  
с использованием методов электронной спектроскопии и ЭПР. На рис. 9 представлены электронные спек­
тры поглощения щелочных экстрактов из сублимированного мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383,  
выращенных при температурах 10; 18; 22; 28 и 32 ℃.

Рис. 9. Электронные спектры поглощения экстрактов  
из сублимированного мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 на 16-е сутки культивирования  

при температурах 10 ℃ (1), 18 ℃ (2), 22 ℃ (3), 28 ℃ (4) и 32 ℃ (5)
Fig. 9. Electronic absorption spectra of extracts  

from freeze-dried mycelium of Dothiora sp. BIM Y-383 yeast on the 16th day of cultivation  
at temperatures of 10 ℃ (1), 18 ℃ (2), 22 ℃ (3), 28 ℃ (4) and 32 ℃ (5) 

Из рис. 9 видно, что с увеличением температуры культивирования в диапазоне длин волн 230 –283 нм про- 
исходит уменьшение оптической плотности экстракта, тогда как в диапазоне длин волн 283– 470 нм 
оптическая плотность экстракта, наоборот, возрастает.

Следует отметить, что при длине волны 283 нм наблюдается изобестическая точка. Ее наличие сви­
детельствует о присутствии в растворе двух типов поглощающих в этой спектральной области центров, 
молярные коэффициенты поглощения которых при указанной длине волны совпадают [26]. Такими 
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веществами в полученных экстрактах из мицелия могут являться меланин и хорошо растворимые в ще­
лочных растворах белки. Эти наблюдения согласуются с анализом оптической плотности в области 
поглощения ароматических аминокислот белков при длине волны 280 нм и меланиновых пигментов 
при длине волны 460 нм [24; 27].

Спектральные свойства экстрагированного из мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 меланина 
исследованы в сравнении со спектральными свойствами синтетического меланина и очищенного мела­
нина из мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383. Полученные результаты представлены в таблице.

Спектральные характеристики синтетического меланина,  
очищенного меланина из мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383  

и меланина в составе экстрактов из мицелия  
дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383

Spectral characteristics of synthetic melanin,  
purified melanin from the mycelium of Dothiora sp. BIM Y-383 yeast  

and melanin in the composition of extracts from the mycelium  
of Dothiora sp. BIM Y-383 yeast

Образец Концентрация,  
мг/мл

Температура  
культивирова- 

ния, °C

Оптическая плотность Соотношение  
поглощения  

при длинах волн  
280 и 460 нм

При длине 
волны 
220 нм

При длине 
волны 
280 нм

При длине 
волны 
460 нм

Синтетический  
меланин

0,01 – 0,725 0,322 0,080 4,04

0,02 – 0,881 0,527 0,113 4,66

0,03 – 1,312 0,843 0,187 4,51

0,04 – 1,616 1,105 0,239 4,63

Очищенный меланин  
из мицелия дрожжей 

Dothiora sp. БИМ Y-383

0,03 – 0,232 0,155 0,044 3,51

0,10 – 0,974 0,618 0,176 3,51

Меланин  
в составе экстрактов 
из мицелия дрожжей 

Dothiora sp. БИМ Y-383

– 10 1,615 0,341 0,005 71,17

– 18 1,634 0,348 0,017 20,67

– 22 1,460 0,313 0,034 9,09

– 28 1,455 0,318 0,040 8,04

– 32 1,270 0,281 0,021 13,14

С увеличением концентрации синтетического меланина наблюдается характерное возрастание оп­
тической плотности при длинах волн 220 и 280 нм. Для меланина в составе экстрактов из мицелия 
дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 с увеличением температуры культивирования оптическая плотность 
при указанных длинах волн изменяется незначительно (в сторону уменьшения).

В отличие от белков для меланиновых пигментов характерно поглощение в видимой области спектра 
при длинах волн 380 – 480 нм [17; 24; 25]. Как следует из таблицы, при длине волны 460 нм наблюдается 
увеличение оптической плотности растворов синтетического меланина и очищенного меланина из ми­
целия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 с ростом их концентрации. Увеличение оптической плотности 
характерно и для меланина в составе экстрактов из мицелия при повышении температуры культивиро­
вания от 10 до 28 ℃, после чего снова отмечается снижение показателей поглощения при температуре 
культивирования 32 ℃, что свидетельствует о росте содержания меланина в полученных экстрактах при 
увеличении температуры культивирования до 28 ℃.

Анализ соотношения поглощения при длинах волн 280 и 460 нм показал, что с увеличением концентра­
ции синтетического меланина эта величина возрастает. Для экстрактов из мицелия дрожжей Dothiora sp. 
БИМ Y-383 данный показатель уменьшается при увеличении температуры культивирования до 28 ℃, 
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что обусловлено ростом содержания в них меланинов и снижением количества экстрагированных из 
мицелия белков. Полученные результаты согласуются с выходом экстрактивных веществ, приведенным  
на рис. 8.

С использованием очищенного меланина из мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 в качестве 
стандарта рассчитано содержание пигмента в экстрактах из мицелия дрожжей при различных темпе­
ратурах культивирования. Расчет, проведенный по величине оптической плотности при длине волны 
460 нм, показал, что содержание меланина в экстрактах из сублимированного мицелия на 16-е сутки 
культивирования при температурах 10; 18; 22; 28 и 32 ℃ составило (23,0 ± 0,5) мг/г, (39,0 ± 0,8) мг/г, 
(62,3 ± 1,2) мг/г, (69,0 ± 1,4) мг/г и (45,1 ± 0,9) мг/г соответственно (рис. 10, кривая 3).

Таким образом, проведенные спектральные исследования позволили установить, что меланиногенез 
у дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 носит факультативный характер и зависит от стадии роста куль- 
туры и температуры культивирования. Синтезируемый дрожжами меланин находится в связанном со­
стоянии с их клеточными стенками, и только небольшая часть пигмента, растворимая в щелочных рас­
творах, может быть выделена из мицелия.

Данные наблюдения подтверждаются исследованием ЭПР сублимированного мицелия дрожжей 
Dothiora sp. БИМ Y-383. Результаты ЭПР-спектроскопии выявили преобладание одиночного сигнала 
с g-фактором 2,003 6 и шириной линии 4,1 Гс, характерного для меланинов бензосемихиноновой природы. 
Этот сигнал насыщается при увеличении мощности СВЧ-излучения. Спектры имеют форму, среднюю 
между лоренцевой и гауссовой формами, что также является характерной особенностью меланинов. 
Близкие значения g-факторов позволяют предположить единую природу парамагнитных центров во всех  
исследуемых образцах мицелия.

На рис. 10 представлена зависимость содержания парамагнитных центров с g-фактором, равным 
2,003 6, от температуры культивирования клеток штамма Dothiora sp. БИМ Y-383 на 16-е сутки экспе­
римента до экстракции меланина (см. рис. 10, кривая 1) и после нее (см. рис. 10, кривая 2).

Рис. 10. Содержание парамагнитных центров  
в образцах сублимированного мицелия до экстракции меланина (1)  

и после нее (2), а также содержание меланина в экстрактах  
из сублимированного мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 (3) 

в зависимости от температуры культивирования
Fig. 10. The content of paramagnetic centres 

in samples of freeze-dried mycelium before melanin extraction (1) 
and after her (2), as well as the content of melanin in extracts 

from freeze-dried mycelium of Dothiora sp. BIM Y-383 yeast (3) 
depending on the cultivation temperature

При повышении температуры культивирования дрожжей от 10 до 22 ℃ наблюдался рост содержания 
парамагнитных центров от 4,5 ⋅ 1017 до 60,8 ⋅ 1017 спинов на грамм. Дальнейшее увеличение температу- 
ры культивирования до 28 ℃ сопровождалось постепенным снижением синтеза меланина, при этом со­
держание парамагнитных центров составляло 43,5 ⋅ 1017 спинов на грамм. Повышение же температуры 
культивирования до 32 ℃ приводило к резкому снижению синтеза пигмента, в этом случае содержание 
парамагнитных центров было равно 5,1 ⋅ 1017 спинов на грамм.
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Сублимированный мицелий дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 после экстракции растворимой фракции 
меланина имел черный цвет, свидетельствовавший о содержании в нем связанного с клеточной стенкой 
пигмента. Определение его количества в образцах с использованием ЭПР показало, что при темпера­
турах культивирования дрожжей 10; 18; 22; 28 и 32 ℃ содержание парамагнитных центров составляло 
1,2 ⋅ 1017; 28,0 ⋅ 1017; 28,5 ⋅ 1017; 11,0 ⋅ 1017 и 0,4 ⋅ 1017 спинов на грамм соответственно.

Тот факт, что в образцах мицелия дрожжей, выращенных при температурах 10 и 18 ℃, отсутству­
ют различия в содержании парамагнитных центров до и после экстракции меланина, свидетельствует 
о синтезе преимущественно связанного с клеточной стенкой пигмента. Вместе с тем в образцах мицелия 
дрожжей, выращенных при температурах 22; 28 и 32 ℃, наблюдается уменьшение количества парамаг­
нитных центров после экстракции меланина на 32,3 ⋅ 1017; 32,5 ⋅ 1017 и 4,7 ⋅ 1017 спинов на грамм соот­
ветственно, что говорит о синтезе свободного меланина, не связанного с клеточными стенками дрожжей 
(см. рис. 10, кривые 1 и 2).

Как следует из полученной с использованием метода электронной спектроскопии температурной 
зависимости содержания меланина в экстрактах из сублимированного мицелия дрожжей Dothiora sp. 
БИМ Y-383 на 16-е сутки эксперимента (см. рис. 10, кривая 3), максимальный выход меланина был за­
фиксирован при температурах культивирования 22 и 28 ℃, он составил (62,3 ± 1,2) мг/г и (69,0 ± 1,4) мг/г 
соответственно. Эти данные коррелируют с изменением количества парамагнитных центров в мице­
лии дрожжей до и после экстракции пигмента: количество парамагнитных центров экстрагированного 
меланина при температурах культивирования 22 и 28 ℃ составило 3,2 ⋅ 1018 и 3,3 ⋅ 1018 спинов на грамм  
соответственно. Указанное обстоятельство позволяет применять метод ЭПР для изучения меланиногенеза 
в дрожжах и других объектах. Кроме того, проведенное исследование показало возможность использова
ния спектральных методов анализа для изучения синтеза меланина дрожжами Dothiora sp. БИМ Y-383  
в процессе роста культуры при различных температурах.

Заключение
Исследование роста дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 в широком диапазоне температур позволило 

отнести их к группе психротолерантных микроорганизмов с факультативным синтезом пигмента. Уста­
новлено, что оптимальным для роста культуры и синтеза пигмента у данного штамма дрожжей является 
диапазон температур 22–28 ℃. Показано, что синтезируемый дрожжами Dothiora sp. БИМ Y-383 пигмент 
является меланином и что для исследования процесса меланиногенеза можно использовать спектральные 
методы анализа. Максимальный выход меланина из мицелия дрожжей Dothiora sp. БИМ Y-383 соста­
вил (69,0 ± 1,4) мг/г и был зафиксирован в образцах, культивируемых при температуре 28 ℃ в тече- 
ние 16 сут.

Согласно литературным данным очищенный меланин обладает парамагнитными свойствами, бла­
годаря которым он может проявлять антиоксидантную, противоопухолевую, противоязвенную, анти­
вирусную, гепатопротекторную и радиопротекторную активность [11], что делает его перспективной 
субстанцией для использования в качестве биологически активной добавки и др.
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АННОТАЦИИ ДЕПОНИРОВАННЫХ В БГУ РАБОТ

INDICATIVE ABSTRACTS OF THE PAPERS DEPOSITED IN BSU

УДК 574(075.8)
Гричик В. В. Общая экология : электрон. учеб.-метод. комплекс с креатив. компонентом для спец.  
6-05-0521-01 «Экология» / В. В. Гричик, Е. Е. Гаевский ; БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 
2025. 73 с. Библиогр.: с. 73. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/330987. Загл. с экрана. 
Деп. в БГУ 26.06.2025, № 008026062025. Текст : электронный.

Электронный учебно-методический комплекс предназначен для студентов специальности 6-05-0521-01 
«Экология». Он включает в себя теоретический раздел, раздел контроля знаний и вспомогательный раз­
дел, содержащий учебно-программные материалы и список рекомендованной литературы. Курс «Общая 
экология» предполагает изучение основных разделов современной экологии, включая ее прикладные 
аспекты и анализ глобальных и региональных экологических проблем.

УДК 579.23(075.8)
Структурная организация клеток микроорганизмов : электрон. учеб.-метод. комплекс для спец.  
6-05-0511-03 «Микробиология» / БГУ ; сост. В. Е. Мямин. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2025. 
106 с. : ил. Библиогр.: с. 105–106. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/331349. Загл. с экра­
на. Деп. в БГУ 27.06.2025, № 008227062025. Текст : электронный.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов общего высшего 
образования специальности 6-05-0511-03 «Микробиология». Содержание ЭУМК посвящено рассмотре­
нию особенностей строения и функционирования клеточных оболочек прокариот, цитоплазматических 
мембран, внутриклеточных структур прокариот, органелл, движения прокариот, дифференцирован- 
ных клеточных структур, а также описанию роста и деления клеток прокариот.

УДК 579.26(075.8) + 578(075.8)
Общая экологическая микробиология с основами вирусологии : электрон. учеб.-метод. комплекс 
для спец. 6-05-0521-01 «Экология» / В. Е. Мямин [и др.] ; БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 
2025. 297 с. : 119 ил. Библиогр.: с. 296–297. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/331352. 
Загл. с экрана. Деп. в БГУ 27.06.2025, № 008327062025. Текст : электронный.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов общего высшего 
образования специальности 6-05-0521-01 «Экология». Содержание ЭУМК посвящено рассмотрению 
многообразия, важнейших свойств и особенностей организации и репродукции микроорганизмов и виру­
сов, их классификации, а также значения в природных процессах, народном хозяйстве и здравоохранении.

УДК 612.015(075.8)
Орёл Н. М. Функциональная биохимия : электрон. учеб.-метод. комплекс с креатив. компонентом для 
спец. 6-05-0511-02 «Биохимия» / Н. М. Орёл ; БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2025. 188 с. : ил.  
Библиогр.: с. 186–188. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/331451. Загл. с экрана. Деп. 
в БГУ 30.06.2025, № 008430062025. Текст : электронный.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) с креативным компонентом предназначен для 
студентов, обучающихся по специальности 6-05-0511-02 «Биохимия». Содержание ЭУМК способству­
ет повышению эффективности управления образовательным процессом и самостоятельной работой  
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студентов по освоению учебной дисциплины «Функциональная биохимия» с помощью внедрения в об­
разовательный процесс инновационных образовательных технологий, в том числе с выраженным креа
тивным компонентом.

УДК 608.3(075.8) + 608.1(075.8)
Биобезопасность и биоэтика : электрон. учеб.-метод. комплекс c креатив. компонентом для спец.: 
6-05-0511-05 «Биоинженерия и биоинформатика», 6-05-0511-06 «Биотехнология», 7-07-0511-01 «Фун­
даментальная и прикладная биотехнология» / БГУ ; сост.: А. В. Лагодич, О. В. Лагодич. Электрон. 
текстовые дан. Минск : БГУ, 2025. 110 с. : ил. Библиогр.: с. 107–110. Режим доступа: https://elib.bsu.by/
handle/123456789/331620. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 02.07.2025, № 009002072025. Текст : электронный.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальностей 
6-05-0511-05 «Биоинженерия и биоинформатика», 6-05-0511-06 «Биотехнология», 7-07-0511-01 «Фун­
даментальная и прикладная биотехнология». Содержание ЭУМК способствует изучению следующих 
вопросов: вскрытию морально-этических проблем, возникающих при использовании новых техниче- 
ских решений и подходов в медицинской и биотехнологической отраслях, знакомству с основными 
нормативными актами по государственному и международному регулированию биобезопасности генно- 
инженерной деятельности, ознакомлению с существующими методическими приемами и подходами 
к оценке потенциальной опасности и рисков использования новых технологий.

УДК 630*16/.18(075.8) + 712.41(075.8)
Писарчук Н. М. Декоративная дендрология и фитодизайн : электрон. учеб.-метод. комплекс c креатив. 
компонентом для спец. 1-31 02 01 «География (по направлениям)», направление спец. 1-31 02 01-02 «Гео­
графия (научно-педагогическая деятельность)» / Н. М. Писарчук ; БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : 
БГУ, 2025. 222 с. Библиогр.: с. 221–222. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/334141. Загл. 
с экрана. Деп. в БГУ 16.09.2025, № 010416092025. Текст : электронный.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) по учебной дисциплине «Декоративная дендро­
логия и фитодизайн» предназначен для обучающихся по географическим специальностям. Он содействует 
освоению студентами программы дисциплины. ЭУМК включает теоретический раздел, практический 
раздел, раздел контроля знаний и вспомогательный раздел. В них рассматриваются вопросы теории по 
дисциплине, методики проведения семинарских, практических, управляемых самостоятельных работ 
и коллоквиумов, контроля усвоения материла и оценки знаний. Значительное внимание уделено эври­
стической и креативной составляющим.

УДК 577.1(075.8) + 615.015.1(075.8)
Биотрансформация веществ : электрон. учеб.-метод. комплекс для спец. 6-05-0511-02 «Биохимия» / БГУ ; 
сост. Н. М. Орёл. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2025. 147 с. : ил. Библиогр.: с. 145–147. Режим до
ступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/336439. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 27.10.2025, № 012227102025.  
Текст : электронный.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов, обучающихся по  
специальности 6-05-0511-02 «Биохимия». Он является необходимым для организации и поддерж- 
ки учебного процесса, обеспечивает доступ к учебным материалам. Содержание ЭУМК предполагает 
изучение вопросов биотрансформации эндогенных токсических и чужеродных веществ (в том числе 
лекарственных), механизмов регуляции и взаимосвязи метаболических процессов биотрансформации 
в организме в целом и в органах и тканях в частности.
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