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РЕЦЕПТОР-ОПОСРЕДОВАННЫЙ ЭНДОЦИТОЗ – ВАЖНЫЙ ПУТЬ  
ПОСТУПЛЕНИЯ ЖЕЛАТИНОВЫХ НАНОЧАСТИЦ В КЛЕТКИ

А. И. ПОТАПОВИЧ 1), Т. О. СУХАН 1), Т. Г. ШУТОВА2), В. А. КОСТЮК 1)

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

2)Институт химии новых материалов НАН Беларуси,  
ул. Ф. Скорины, 36, 220141, г. Минск, Беларусь

Представлены экспериментальные данные, детализирующие возможности использования желатиновых нано-
частиц, полученных методом двухстадийной десольватации без использования поверхностно-активных веществ, 
в качестве средств доставки фармакологически активных субстанций в культивируемые нормальные и раковые 
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клетки человека. Показано, что клатрин-зависимый эндоцитоз является основным путем поступления наночастиц 
в нормальные фибробласты человека и раковые клетки линии MDA-MB-231. Благодаря данному виду эндоци-
тоза в клетки попадает более 50 % желатиновых наночастиц. Установлено, что в процессе клатрин-зависимого 
эндоцитоза эти наночастицы специфически связываются с коллагеновыми рецепторами. 

Ключевые слова: эндоцитоз; желатиновые наночастицы; фибробласты; клеточная линия MDA-MB-231; 
нильский красный; желатин; хлорпромазин. 

RECEPTOR-MEDIATED ENDOCYTOSIS  
IS AN IMPORTANT WAY FOR GELATIN  

NANOPARTICLES PENETRATION INTO CELLS

А. I. POTAPOVICH a, T. O. SUHAN a, T. G. SHUTAVAb, V. A. KOSTYUK a

aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus 
bInstitute of Chemistry of New Materials, National Academy of Sciences of Belarus, 

36 F. Skaryny Street, Minsk 220141, Belarus
Corresponding author: V. A. Kostyuk (kostyuk@bsu.by)

Experimental data detailing the possibilities of using gelatin nanoparticles obtained by the two-stage desolvation 
method without the use of surfactants for delivering pharmacologically active substances to cultured normal and human 
cancer cells are presented. It was shown that clathrin-dependent endocytosis is the main route of entry of such nanopar-
ticles into normal human fibroblasts and cancer cells of the MDA-MB-231 line. Due to this type of endocytosis, more than 
50 % of gelatin nanoparticles enter the cells. It was shown that in the process of clathrin-dependent endocytosis, gelatin 
nanoparticles specifically bind to collagen receptors.

Keywords: endocytosis; gelatin nanoparticles; fibroblasts; cell line MDA-MB-231; Nile red; gelatin; сhlorpromazine.

Введение
Традиционные способы доставки фармакологических препаратов при лечении сердечно-сосудис тых, 

онкологических и других заболеваний сопряжены с рядом серьезных системных побочных эффектов, 
связанных с тем, что для обеспечения нужной концентрации в области потенциальной мишени прихо-
дится увеличивать дозу препарата. Поэтому в последние годы наблюдается растущий интерес к исполь-
зованию наночастиц (НЧ) в качестве средств доставки фармакологических агентов. Применение НЧ, 
несущих на своей поверхности специфические лиганды, позволяет осуществлять адресную транспор-
тировку лекарственного средства к органу-мишени, тем самым снизив терапевтическую дозу. Успех 
лечения с использованием НЧ в существенной степени определяется эффективностью их интернали-
зации в клетки [1–3]. Традиционные фармакологические препараты поступают в клетку главным об-
разом за счет пассивной диффузии или активного транспорта, в то время как нанопрепараты – за счет 
эндоцитоза, который включает фагоцитоз и пиноцитоз. К фагоцитозу способны лишь некоторые типы 
клеток – моноциты, макрофаги, нейтрофилы, дендритные и тучные клетки, в незначительной степени – 
эпителиальные, эндотелиальные и паренхиматозные клетки [4]. Пиноцитоз, который осуществляют все 
типы клеток, включает клатрин-зависимый эндоцитоз (КлЗЭ), или рецептор-опосредованный эндоцитоз, 
кавеолин-зависимый эндоцитоз, макропиноцитоз, а также клатрин- и кавеолин-независимый эндоци-
тоз [5; 6]. Вид пиноцитоза, задействованный при интернализации нанопрепаратов в клетку, в значи-
тельной степени определяется размерами НЧ [7]. 

Ранее показана возможность использования желатиновых наночастиц (ЖН) в качестве средств до-
ставки растительных полифенольных соединений в культивируемые нормальные и раковые клетки че-
ловека [8]. В настоящей работе изучено влияние специфического ингибитора КлЗЭ – хлорпромазина 
гидрохлорида – и конкурентного ингибитора коллагеновых рецепторов – желатина типа А – на поступ-
ление ЖН в нормальные фибробласты человека и клетки аденокарциномы молочной железы человека 
линии MDA-MB-231. 
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Материалы и методы исследования
Реактивы и среды. Желатин типа А (300 Блум), изотонический фосфатный буфер (ИФБ) (рН 7,4), 

диметилсульфоксид (ДМСО), нильский красный (НК), твин-80, Hoechst 33342 поставлялись компа-
нией Sigma-Aldrich (Германия). Ростовая среда Игла, модифицированная Дульбекко (DМЕМ), приоб-
реталась у фирмы Lonza (Бельгия), эмбриональная сыворотка – у фирмы Gibco (США). 

Клеточные культуры. В работе использовали нормальные фибробласты человека линии FL (human 
lung fibroblasts) и клетки аденокарциномы молочной железы человека линии MDA-MB-231. Клетки 
растили в полной среде DMEM с добавлением 10 % эмбриональной бычьей сыворотки, 2 ммоль/л 
L-глутамина и антибиотиков (100 МЕ/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина) при стандартных 
условиях (37 °С, 5 % СО2 ). 

Оценка цитотоксичности желатина и хлорпромазина. Цитотоксичность ингибиторов КлЗЭ для 
раковых клеток линии MDA-MB-231 и нормальных фибробластов человека определяли через 24 ч 
после воздействия в 96-луночных планшетах, используя реактив PrestoBlue™ (Invitrogen, США), ко-
торый разводили в культуральной среде (1 : 9) и добавляли к клеткам в количестве 100 мкл на лунку. 
Перед этим клетки отмывали один раз, помещая в каждую лунку по 200 мкл ИФБ. На всех планшетах 
оставляли лунки с культуральной средой без клеток для определения базового уровня флуоресценции. 
Последнюю измеряли после инкубации планшетов в СО2-инкубаторе в течение 2 ч, используя значения 
Ex (560 ± 25) нм, Еm (590 ± 10) нм.

Получение желатиновых наночастиц. ЖН получали методом двухстадийной десольватации без 
использования поверхностно-активных веществ по модифицированной методике [9]. Гидродинами-
ческие размеры, концентрацию и коэффициент полидисперсности, массовую долю желатина, а также 
дзета-потенциал (ζ-потенциал) частиц определяли, как описано в работе [8]. 

Получение желатиновых наночастиц, содержащих нильский красный (НК-ЖН). К 30 мл дис-
персии ЖН в дистиллированной воде с концентрацией 5,25 мг/мл порциями (по 0,2 мл) добавляли 6 мл 
раствора НК (0,45 мг/мл) и обрабатывали образец ультразвуком в течение 1 мин после введения каждой 
порции красителя. Полученную дисперсию оставляли на 30 мин при комнатной температуре, после 
чего разделяли на аликвоты по 1 мл и отделяли НК-ЖН от супернатанта путем центрифугирования при 
5500 об/мин в течение 10 мин. НК-ЖН диспергировали в 0,5 мл дистиллированной воды и объединяли 
аликвоты. Образец хранили при температуре 4 °С. 

Изучение поступления НК-ЖН в клетки. Для количественной оценки эффективности поглоще ния 
НК-ЖН клетки растили в 24-луночных планшетах до конфлюэнтности 60 %, затем заменяли полную 
среду на среду без сыворотки (1 мл на лунку), содержащую 2 мкмоль/л инкапсулированного красителя, 
инкубировали 2 или 4 ч, после чего удаляли среду инкубации, клеточный монослой дважды промывали 
ИФБ (рН 7,4) и замораживали прикрепленные клетки при температуре –70 °С. После оттаивания клеток 
при комнатной температуре в каждую лунку 24-луночного планшета добавляли по 300 мкл ДМСО 
и выдерживали планшет 1 ч в темноте при постоянном перемешивании на мини-шейкере PSU-2T (BioSan, 
Латвия). Затем аликвоты из каждой лунки в трех повторах переносили в лунки 96-луночного планшета 
(100 мкл на лунку) и измеряли интенсивность флуоресценции при Ex (550 ± 25) нм, Еm (650 ± 10) нм. 
Количество НК определяли, используя соответствующий калибровочный график.

Внутриклеточное распределение НК-ЖН оценивали посредством флуоресцентной микроскопии. 
В этом случае после удаления среды из лунок добавляли НК-ЖН (2 мкмоль/л по НК) в среде без сы-
воротки (1 мл на лунку). Инкубировали клетки с НК-ЖН в течение 1, 2 или 4 ч, удаляли среду, про-
мывали клетки ИФБ (рН 7,4) два раза и добавляли в каждую лунку по 1 мл ИФБ. Проводили анализ 
и делали микрофотографии клеток с помощью флуоресцентного микроскопа Axiovert 25 (Carl Zeiss, 
Германия), оснащенного цифровой фотокамерой. В ряде экспериментов дополнительно окрашивали 
клеточные ядра: к клеткам добавляли Hoechst 33342 в концентрации 5 мкг/мл в ИФБ (1 мл на лунку), 
инкубировали 15 мин при комнатной температуре. Удаляли буфер с красителем и делали микрофото-
графии флуоресценции клеток, обусловленной НК или Hoechst 33342, с помощью системы флуорес-
центной визуализации клеток ZOE Fluorescent Cell Imager (BioRad, США), позволяющей совмещать 
оба изображения.

При исследовании влияния ингибиторов КлЗЭ (рецептор-опосредованного эндоцитоза) на поступ-
ление НК-ЖН в клетки последние преинкубировали 60 мин с хлорпромазином и 30 мин с желатином. 

Статистический анализ. Обработку результатов проводили с использованием стандартной компью-
терной программы Excel. Данные представлены как среднее значение и стандартная ошибка среднего 
(Mean ± SE). Достоверность различий между экспериментальными группами определяли с помощью 
t-критерия Стьюдента. Различия считали достоверными при p < 0,05. 



6

Журнал Белорусского государственного университета. Биология. 2020;1:3 –10
Journal of the Belarusian State University. Biology. 2020;1:3 –10

Результаты и их обсуждение
Физико-химические свойства желатиновых наночастиц, использованных в эксперименте. Сред-

ний гидродинамический диаметр ЖН, полученных методом двухстадийной десольватации, по интен-
сивности светорассеяния равен (264 ± 5) нм. В дисперсии ЖН в наибольшей степени представлены 
фракции частиц, имеющих диаметр от 190 до 220 нм. Их содержание достигает 46,9 % от общего числа. 
Средний диаметр и диаметр частиц, составляющих наибольшую долю в образце, различаются незначи-
тельно, что указывает на узкое распределение ЖН по размерам. Коэффициент полидисперсности ЖН 
достигает 0,030 ± 0,012. Для них характерно высокое значение ζ-потенциала, равное (20,50 ± 0,23) мВ. 
Достаточно большой положительный заряд на поверхности частиц обусловливает высокую коллоид-
ную устойчивость раствора. Хранение ЖН в течение 6 мес. при температуре 4 °С не приводит к их 
агрегации.

Цитотоксичность хлорпромазина и желатина для фибробластов человека и клеток линии 
MDA-MB-231. Цитотоксичность хлорпромазина оценивали в диапазоне 5–50 мкмоль/л. Установлено, 
что при концентрации 10 мкмоль/л цитотоксический эффект хлорпромазина для обоих типов клеток 
отсутствует: жизнеспособность клеток MDA-MB-231 и фибробластов относительно контроля соста-
вила (101 ± 5) и (103 ± 3) % соответственно. Цитотоксичного действия желатина в отношении обоих 
типов клеток не выявлено во всем исследованном диапазоне концентраций (100 –1000 мкмоль/л). В по-
следующих экспериментах были использованы нетоксичные концентрации ингибиторов.

Поступление НК-ЖН в клетки. Для определения интернализации ЖН в них предварительно инкап-
сулировали НК. Количество НК-ЖН, поступившего в фибробласты и клетки линии MDA-MB-231, уста-
навливали через 2 и 4 ч инкубации. Полученные результаты представлены в табл. 1, из которой следует, 
что максимальный уровень НК в клетках MDA-MB-231 отмечался через 2 ч, и дальнейшая инкубация 
клеток с НК-ЖН не приводила к достоверному изменению внутриклеточного содержания красителя. Не-
сколько другая кинетика накопления НК-ЖН в клетках наблюдалась в случае фибробластов: внутрикле-
точное содержание НК монотонно возрастало в течение всего периода инкубации (4 ч). Стоит отметить, 
что скорость поступления НК в фибробласты была достоверно ниже, чем в MDA-MB-231 (p < 0,05). 

Т а б л и ц а  1
Концентрация НК, экстрагируемого ДМСО  

из клеток, инкубированных с НК-ЖН, нмоль/л

Ta b l e  1
The concentration of Nile red, extracted by DMSO  

from cells incubated with Nile red – gelatin nanoparticles, nmol/L

Время инкубации, ч
Тип клеток

MDA-MB-231 Фибробласты

2 175 ± 22 65 ± 15**

4 161 ± 19 102 ± 24*#

*, ** Различия достоверны относительно концентрации НК в MDA-MB-231 
при p < 0,05 и p < 0,01 соответственно; # различия достоверны относительно 
концентрации НК в фибробластах через 2 ч инкубации при p < 0,05.

Анализ флуоресцентных микрофотографий клеток, инкубированных с НК-ЖН в течение 2 и 4 ч (рис. 1), 
подтверждает, что скорость поступления инкапсулированного НК в клетки MDA-MB-231 (см. рис. 1, в, г) 
выше, чем в фибробласты (см. рис. 1, а, б ). Приведенные микрофотографии также показывают, что в обоих 
типах клеток НК равномерно распределяется в цитоплазме, за исключением центральной зоны, кото-
рая, как свидетельствует окрашивание специфичным флуоресцентным красителем хроматина Hoechst 
33342 (рис. 2), является клеточным ядром. 

Влияние ингибиторов клатрин-зависимого эндоцитоза на поступление НК-ЖН в клетки. Из-
вестно, что в функционировании КлЗЭ важную роль играют поверхностные рецепторы, способные изби-
рательно связываться с различными лигандами – от растворимых макромолекул до крупных частиц. 
К ним относятся и коллагеновые рецепторы, лигандами которых выступают коллаген и его денатури-
рованная форма – желатин. Эти рецепторы присутствуют на поверхности макрофагов, фибробластов, 
кератиноцитов, эндотелиальных и ряда других клеток, обеспечивая избирательность микровезикуляр-
ного транспорта и существенно увеличивая его скорость [10; 11]. Еще в 1992 г. было показано, что 
в качестве конкурентного ингибитора коллагеновых рецепторов может быть использован желатин [12]. 
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а а/ б/b

в c/ г/d

Рис. 1. Репрезентативные флуоресцентные микрофотографии фибробластов (а, б )  
и клеток линии MDA-MB-231 (в, г) через 2 ч (а, в) и 4 ч (б, г)  

инкубации с НК-ЖН в концентрации 2 мкмоль/л
Fig. 1. Representative fluorescent micrographs of fibroblasts (a, b)  

and MDA-MB-231 cells (c, d ) after 2 h (a, с) and 4 h (b, d ) incubation  
with Nile red – gelatin nanoparticles at the concentration of 2 µmol/L

а а/ б b/ в c/

Рис. 2. Репрезентативные флуоресцентные микрофотографии клеток линии MDA-MB-231  
через 1 ч инкубации с НК-ЖН в концентрации 2 мкмоль/л и дополнительно окрашенных Hoechst 33342:  

a – флуоресценция НК; б – флуоресценция Hoechst 33342; в – наложение флуоресценций НК и Hoechst 33342 
Fig. 2. Representative fluorescent micrographs of MDA-MB-231 cells after 1 h incubation  

with Nile red – gelatin nanoparticles at the concentration of 2 µmol/L.  
Cells were additionally stained with Hoechst 33342:  

a – Nile red fluorescence; b – Hoechst 33342 fluorescence; с – merge
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В настоящей работе при исследовании его влияния на транспорт НК-ЖН в клетки установлено, что 
преинкубация фибробластов и клеток MDА-MB-231 в течение 30 мин с желатином уже в концентрации 
100 мкмоль/л приводит к значительному снижению попадания наноструктур в клетки. В случае фибро-
бластов максимальный эффект желатина наблюдался через 4 ч инкубации, для клеток MDА-MB-231 
процент ингибирования был одинаковым через 2 и 4 ч инкубации (табл. 2). Дозозависимое ингибиро-
вание поступления НК-ЖН желатином в исследованном диапазоне концентраций отмечалось только 
для фибробластов при 2-часовой инкубации с НК-ЖН. В остальных экспериментах ингибирование 
эндоцитоза желатином при 100 мкмоль/л было на уровне 50 – 60 % и при дальнейшем увеличении кон-
центрации не повышалось. 

Т а б л и ц а  2
Ингибирование желатином поступления НК-ЖН  

в культивируемые клетки через 2 и 4 ч инкубации, % 
Ta b l e  2

Inhibition of Nile red – gelatin nanoparticles entry  
into cultivated cells by gelatin after 2 and 4 h incubation, % 

Концентрация  
желатина, мкмоль/л

Фибробласты MDA-MB-231

2 ч 4 ч 2 ч 4 ч

100 23,3 ± 13,7* 57,8 ± 13,7** 49,4 ± 9,4** 56,9 ± 9,4**

500 30,6 ± 26,3* 51,5 ± 9,1** 56,2 ± 6,7** 55,5 ± 11,0**

1000 42,5 ± 10,9** 52,6 ± 9,2** 64,2 ± 13,9** 62,7 ± 5,7**

*, ** Различия достоверны относительно результатов в отсутствие желатина при p < 0,05 и p < 0,001 
соответственно.

Влияние специфического ингибитора КлЗЭ хлорпромазина в концентрации 10 мкмоль/л на поступ-
ление НК-ЖН в фибробласты человека и клетки линии MDA-MB-231 было исследовано через 4 ч ин-
кубации без желатина и совместно с ним (100 мкмоль/л). Как видно из данных, приведенных в табл. 3, 
хлорпромазин снижает поступление НК-ЖН в клетки почти на 40 %. Относительно совместного дей-
ствия хлорпромазина и желатина установлено, что ингибирующий эффект этих соединений не сумми-
руется и только незначительно ( р > 0,05) превышает ингибирующий эффект желатина, что вполне объ-
яснимо, поскольку оба агента воздействуют на КлЗЭ. Таким образом, более 50 % НК-ЖН поступают 
в клетки путем КлЗЭ, специфически связываясь с коллагеновыми рецепторами. 

Т а б л и ц а  3
Ингибирование хлорпромазином (без желатина и совместно с ним)  

поступления НК-ЖН в культивируемые клетки через 4 ч, %

Ta b l e  3
Inhibition of Nile red – gelatin nanoparticles entry into cultivated cells  

by chlorpromazine alone and with gelatin after 4 h, %

Условия эксперимента
Тип клеток

Фибробласты MDA-MB-231

Хлорпромазин (10 мкмоль/л) 39,5 ± 6,7 38,2 ± 3,1

Желатин (100 мкмоль/л) 49,0 ± 9,1 45,4 ± 6,3

Хлорпромазин совместно с желатином 57,3 ± 11,9 49,9 ± 5,7

Как свидетельствуют полученные данные, исследованные ингибиторы не полностью блокировали 
транспорт ЖН, поэтому можно допустить, что наряду с КлЗЭ существуют и другие пути поступления 
НК-ЖН в клетки. Считается, что размер НЧ в значительной степени предопределяет путь их попадания 
в клетку [7]. Исследуемые ЖН имеют средний гидродинамический диаметр (264 ± 5) нм, при этом при-
мерно у половины диаметр меньше 200 нм. Есть экспериментальные данные, подтверждающие, что 
именно для таких НЧ характерен КлЗЭ [10]. Частицы размером более 200 нм могут поступать в клетку 
посредством макропиноцитоза или кавеолин- и клатрин-независимого эндоцитоза [3]. 



9

Клеточная биология и физиология
Cell Biology and Physiology

Другой важный параметр НЧ, который влияет на интернализацию, – их поверхностный заряд. По-
скольку внешняя сторона клетки несет отрицательный заряд, в нее легче проникают НЧ с положитель-
ным поверхностным зарядом. Вопрос о том, влияет ли заряд НЧ на то, какой вид эндоцитоза будет 
задействован для их переноса в клетку, остается открытым. Согласно одним данным, положительно 
заряженные НЧ поступают в клетку через КлЗЭ [13; 14], согласно другим – через макропиноцитоз [15] 
или кавеолин- и клатрин-независимый эндоцитоз [16]. Отрицательно заряженные НЧ в основном про-
никают в клетку за счет кавеолин-зависимого эндоцитоза [15], а для нейтральных НЧ не выявлен пред-
почтительный путь интернализации. Полученные нами результаты с ингибиторами КлЗЭ подтверждают, 
что последний играет существенную роль в интернализации положительно заряженных НК-ЖН. При-
нимая во внимание размеры и положительный заряд ЖН, можно допустить, что их трансмембранный 
перенос также осуществляется через макропиноцитоз или кавеолин- и клатрин-независимый эндоцитоз.

Заключение
Установлено, что КлЗЭ является основным путем поступления ЖН, полученных методом двухстадий-

ной десольватации без использования поверхностно-активных веществ, в нормальные фибробласты и ра-
ковые клетки линии MDA-MB-231. Показано, что в процессе указанного эндоцитоза ЖН специфически 
связываются с коллагеновыми рецепторами.
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УДК 581.1 

ИНГИБИРОВАНИЕ РОСТОВЫХ ПРОЦЕССОВ И ИНДУКЦИЯ  
ЗАПРОГРАММИРОВАННОЙ КЛЕТОЧНОЙ ГИБЕЛИ  

В КОРНЕ HELIANTHUS ANNUUS L. ПОД ДЕЙСТВИЕМ ИОНОВ  
НИКЕЛЯ И НИКЕЛЬ -ГИСТИДИНОВЫХ КОМПЛЕКСОВ

В. С. МАЦКЕВИЧ 1), А. А. ШИКЕР 1), С. Н. ЗВОНАРЕВ1),  
К. С. ЛИЦКЕВИЧ 1), О. А. ТУРОВЕЦ 2), И. И. СМОЛИЧ 1),  

А. И. СОКОЛИК 1), В. В. ДЕМИДЧИК 1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь 
2)Полесский институт растениеводства НАН Беларуси, ул. Школьная, 2, 247781,  

пос. Криничный, Мозырский район, Гомельская область, Беларусь

Никель (Ni2+ ) выполняет ряд незаменимых функций у растений, но в высоких концентрациях вызывает токси-
ческие эффекты, подавляет их рост и развитие. Проблема загрязнения никелем занимает особое место в экологи-
ческой физиологии, поскольку отказ от никелевых сплавов и, как следствие, снижение выброса данного металла 
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в биосферу на современном этапе не представляются возможными. Одним из природных механизмов приспособ-
ления к чрезмерному содержанию никеля в среде является усиленный синтез свободного гистидина, формирую-
щего хелаты с Ni2+. В настоящей работе проведен детальный анализ воздействия никеля и никель-гистидиновых 
комплексов на рост и развитие корней подсолнечника (Helianthus annuus L.) белорусской селекции (гибрид Орион). 
Установлено, что Ni2+, начиная с концентрации 0,3 ммоль/л, вызывает статистически достоверное ингибирова-
ние роста корней этого важного сельскохозяйственного вида, а при концентрации 3 ммоль/л и выше полностью 
подавляет его. Гистидин, введенный совместно с Ni2+, уменьшал негативное влияние данного металла, сдвигая 
приблизительно на порядок действующие концентрации никеля, вызывающие один и тот же токсический эффект. 
Обработка Ni2+ приводила к увеличению доли клеток с симптомами запрограммированной клеточной гибели, 
при этом добавление гистидина снижало развитие указанных симптомов. Таким образом, в настоящей работе 
впервые установлены закономерности дозозависимости токсического воздействия никеля и никель-гистидино-
вых комплексов на рост корня подсолнечника и развитие симптомов запрограммированной клеточной гибели 
в ризодерме.

Ключевые слова: подсолнечник; корень; рост; запрограммированная клеточная гибель; тяжелые металлы; ни-
кель; гистидин.

GROWTH INHIBITION AND INDUCTION  
OF PROGRAMMED CELL  DEATH IN THE ROOT  

OF HELIANTHUS ANNUUS L. TRIGGERED  
BY NICKEL IONS AND NICKEL-HISTIDINE COMPLEXES

V. S. MACKIEVIC a, A. A. SHYKERa, S. M. ZVANAROU a,  
K. S. LITSKEVICH a, O. A. TUROVETS b,  

I. I. SMOLICH a, A. I. SOKOLIK a, V. V. DEMIDCHIK a

aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus 
bPalessky Institute of Plant Growing, National Academy of Sciences of Belarus, 

2 Škoĺnaja Street, Kryničny 247781, Mazyr District, Homieĺ Region, Belarus
Corresponding author: V. V. Demidchik (dzemidchyk@bsu.by)

Nickel (Ni2+ ) performs a number of vital functions in plants, but at high concentrations it causes toxic effects and inhi-
bits their growth and development. The problem of nickel contamination has a special place in environmental physio logy, 
since the refuse to use nickel alloys and therefore the reduction of Ni2+ release into the biosphere are practically impossible 
today. In nature one of the mechanisms of adaptation to the excessive nickel content in the medium is increased synthesis of 
histidine, which forms chelates with Ni2+. In the present work, for the first time, a detailed analysis of the effects of nickel 
and nickel-histidine complexes on the growth and development of sunflower roots (Helianthus annuus L.) of Belarusian 
selection (variety Orion) was carried out. It was established that Ni2+, starting from its level in the medium of 0.3 mmol/L, 
caused a significant growth inhibition of this agricultural plant. At a nickel concentration in the medium above 3 mmol/L, the 
growth of sunflower stopped completely. Histidine, introduced together with Ni2+, caused a decrease in the toxicity of this 
metal for the root system, in some cases shifting by single-order nickel concentrations, causing the same effect. Nickel 
treatment caused a significant increase in the percentage of cells with programmed cell death symptoms, while histidine 
inhibited the development of these symptoms. Thus, the concentration dependences of nickel and nickel-histidine comp-
lexes effects on root growth and the processes of programmed cell death in the sunflower root were first demonstrated.

Keywords: sunflower; root; growth; programmed cell death; heavy metals; nickel; histidine.

Введение
Загрязнение почв тяжелыми металлами – одна из важнейших экологических проблем современ-

ности. Повышенные уровни тяжелых металлов вызывают угнетение роста и нарушают развитие рас-
тений, а их накопление в растительных тканях представляет серьезную угрозу здоровью человека 
и животных [1]. Практически для всех позвоночных животных ионы никеля (Ni2+ ) являются крайне 
опасным токсикантом и канцерогеном: уже начиная с концентрации 1–5 мкмоль/л возникают патофи-
зиологические реакции [2]. Для растительного организма Ni2+, вероятно, менее токсичен [3]. У боль-
шинства видов растений токсические эффекты наблюдаются при концентрации Ni2+ в среде свыше 
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10 –50 мкмоль/л [4]. Избыток Ni2+ в почве вызывает торможение или полную остановку роста корневой 
системы, хлороз и некроз листьев, отмирание репродуктивных органов и нарушение дифференцировки 
клеток и тканей, что часто связывают с подавлением активности некоторых ферментативных систем 
и деструкцией фотосинтетического аппарата [5]. 

В последние годы сформировалось мнение, согласно которому токсичность избытка Ni2+ для рас-
тений обусловлена его высокоспецифичным связыванием с рядом групп лигандов в белках и поли-
сахаридах, а также индукцией окислительного стресса вследствие гиперпродукции активных форм 
кисло рода (АФК) [6]. Тем не менее, несмотря на многочисленные факты обнаружения продуктов окисли-
тельных повреждений в клетках растений в присутствии высоких уровней Ni2+, природа редокс-зави-
симых токсических реакций Ni2+ остается непонятной. Известно, что в «биологических условиях», таких 
как среда цитоплазмы или пространство апопласта, ионная форма Ni2+ не обладает редокс-активностью, 
т. е. Ni2+ напрямую не может катализировать реакции Хабера – Вейса, синтезирующие гидроксильный 
радикал [7]. По одному из предложенных в литературе вариантов объяснения АФК-генерирующей спо-
собности никеля катализатором синтеза АФК, вероятно, выступают не сами ионы никеля, а их редокс-
активные комплексы, способные к переносу электронов на молекулу H2O2 и генерации гидроксил-радика-
ла [8]. Немаловажно отметить, что растения в ответ на никелевый стресс синтезируют протеиногенную 
амино кислоту гистидин (Гис), которая может формировать редокс-активные хелатные комплексы дан-
ного металла (Ni – Гис и Ni – Гис2) [9]. Общепризнано, что синтез Гис, приводящий к устранению 
избытка свободной формы никеля, является важной эволюционной стратегией выживания на фоне 
повышен ных уровней Ni2+ в среде [10]. Однако, по ряду оценок, никель-гистидиновые комплексы мо-
гут обладать большей токсичностью, отличаясь от свободных ионов никеля высокой способностью 
катализировать генерацию АФК [9; 11–13]. Соответственно, возникает вопрос о токсичности никель-
гистидиновых комплексов для важнейших видов растений, а также о роли генерации АФК при никелевом 
стрессе. Согласно гипотезе, развиваемой авторами настоящей работы, редокс-активность никель-гисти-
диновых комплексов может использоваться для индукции редокс-зависимых реакций клеточной сигна-
лизации, которые выступают в роли триггеров процессов адаптации и индуцированной устойчивости 
к повышенным уровням никеля в среде. В связи с этим значительный интерес представляет анализ 
влияния никеля и никель-гистидиновых комплексов на рост и развитие растений в стандартизирован-
ных условиях, а также на жизнеспособность клеток корня, являющегося первичной мишенью токси-
ческого воздействия данного металла. В представленной работе было рассмотрено растение Helianthus 
annuus L. – наиболее важная масличная культура в мире, для которой пока не изучено влияние никеля 
и редокс-активных комплексов данного металла. Помимо жизнеспособности клеток корня оценивалось 
развитие морфологических симптомов запрограммированной клеточной гибели (ЗКГ), представляю-
щей собой «центральную» реакцию корневой системы на избыток практически любых тяжелых метал-
лов в среде. 

Материалы и методы исследования
В работе использовались растения Helianthus annuus L. (гибрид Орион), семена которых были предо-

ставлены Полесским институтом растениеводства. Ранее нами показано, что гибрид Орион отличается 
устойчивостью к воздействию некоторых абиотических стрессоров, таких как NaCl [14]. Проростки 
подсолнечника культивировались рулонным методом. Перед посадкой семена 20 мин обрабатывались 
раствором детергента (20 % Domestos), после чего промывались в проточной воде и выкладывались на 
влажную фильтровальную бумагу (15 × 15 см) на расстоянии 1 см от верхнего края, накрывались вторым 
листом бумаги и скручивались в рулон. Далее рулоны помещались в стаканы с питательным раствором, 
содержащим 10 % стандартного набора солей Мурасиге и Скуга [15] производства компании Duchefa 
(Нидерланды). В данную среду вводились тестируемые растворы Ni2+ (NiCl2 ⋅ 6H2O) и Ni2+ – Гис, рН 
устанавливался на уровне 6,0. Комплексы Ni2+ – Гис генерировались путем добавления растворов Ni2+ 
и Гис в соотношении 1 : 2 [16]. Стаканы с рулонами помещались в стерильную ростовую камеру с конт-
ролируемыми условиями освещения (16 ч (свет)/8 ч (темнота)) и температурным режимом (22 °С), где 
инкубировались в течение 7 сут. Ежедневно осуществлялся мониторинг прироста корней, фотографии 
делались SLR-камерой Nikon D5500 (Япония). На 7-е сутки регистрировалась длина основного корня. 
Расчеты морфологических параметров производились при помощи приложения ImageJ.

Морфологические симптомы ЗКГ выявлялись в корневых волосках 7-дневных проростков подсол-
нечника с использованием инвертированного микроскопа Nikon Eclipse TS100F. Проростки подсол-
нечника помещались в Ni2+-содержащие растворы на 3 и 24 ч. Для каждой серии экспериментов под-
счет относительного количества клеток с симптомами ЗКГ производился в 15 независимых группах 
(по 100 корневых волосков каждая). Фотографирование при проведении морфологических тестов осу-
ществлялось при 40-кратном увеличении. 
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Жизнеспособность клеток корня определялась с использованием красителя Evans blue (AppliChem, 
Германия). Обработанные стрессорами растения подсолнечника помещались в водный раствор 0,025 % 
Evans blue и выдерживались 30 мин, после чего корни тщательно промывались в течение 10 мин 
в растворе, содержащем по 0,1 ммоль/л KCl и CaCl2 (pH 6,0; 2 ммоль/л Mes и 1 ммоль/л Tris), и ана-
лизировались при помощи инвертированного эпифлуоресцентного микроскопа Nikon Eclipse TS100F 
(λex = 470 нм, λem = 680 нм). Интенсивность флуоресценции определялась в приложении NIS Elements 
Imaging Software отдельно для зрелой зоны и зоны кончика корня.

Результаты и их обсуждение
Введение в среду выращивания Ni2+, начиная с уровня 0,1 ммоль/л, индуцировало снижение ско-

рости роста основного корня Helianthus annuus L. (рис. 1). Полумаксимальный ингибирующий эф-
фект (снижение скорости роста в 2 раза) регистрировался на фоне 0,4 ммоль/л Ni2+, а концентрация 
10 ммоль/л Ni2+ была летальной. При введении в питательную среду 1 ммоль/л Ni2+ семена прорас-
тали, однако в дальнейшем рост корней останавливался. Обнаруженный концентрационный диапазон 
токсических эффектов никеля указывает на то, что подсолнечник является относительно устойчивым 
к данному металлу видом по сравнению со многими сельскохозяйственными растениями. Например, 
для корней лука (Allium cepa L.) полумаксимальный эффект был отмечен при 0,25 ммоль/л Ni2+ (против 
0,4 ммоль/л для подсолнечника) [17]. Кукуруза (Zea mays L.) намного более чувствительна к никелю: 
полумаксимальное ингибирование роста корня, а также снижение жизнеспособности клеток наблюда-
лись при обработке 2 мкмоль/л Ni2+ [18]. 

Введение в среду выращивания Ni2+ совместно с Гис в соотношении 1 : 2 значительно снижало токси-
ческий эффект данного металла. Например, на фоне летальной концентрации Ni2+ (10 ммоль/л) добавле-
ние Гис восстанавливало прорастание семян (см. рис. 1, з, и). Сублетальные уровни Ni2+ (1 и 3 ммоль/л) 
в присутствии Гис вызывали в 3 раза меньший ингибирующий эффект (см. рис. 1, г – ж). 

При кратковременной обработке проростков подсолнечника никельсодержащими растворами в клет-
ках корня развивалась ЗКГ (рис. 2). В результате воздействия 0,3–10,0 ммоль/л Ni2+ в течение 3–24 ч в кор-
невых волосках подсолнечника доминировали типичные морфологические симптомы ЗКГ: отслоение 
цитоплазматической мембраны от клеточной стенки, образование темных телец на месте ядра, конденса-
ция протопласта, видимые нарушения целостности мембран (см. рис. 2, а – в). В контрольных образцах, 
выдержанных в безникелевой среде, данных симптомов практически не наблюдалось (см. рис. 2), а доля 
клеток с ЗКГ не превышала 8 %. При 3-часовой экспозиции симптомы ЗКГ отмечались лишь при высоких 
уровнях Ni2+: при 3 ммоль/л Ni2+ –  у 15 % клеток, при 10 ммоль/л Ni2+ – у 25 %. Обработка 3 и 10 ммоль/л 
Ni2+ на протяжении 24 ч индуцировала гибель 35 % трихобластов (корневых волосков). Концентрация 
0,3–1,0 ммоль/л Ni2+ не оказывала негативного эффекта при 3-часовом воздействии, однако индуциро-
вала развитие морфологических симптомов ЗКГ при 24-часовой экспозиции. Добавление Гис подавляло 
токсические эффекты Ni2+: доля клеток с симптомами ЗКГ «возвращалась» к уровню контрольных необ-
работанных никелем групп растений. Таким образом, в случае Ni2+-индуцированной ЗКГ Гис оказывал 
сильное протекторное воздействие, предотвращая отмирание клеток корня как на начальных этапах (3 ч), 
так и при увеличении времени экспозиции (24 ч).

Схожие результаты были получены в тестах жизнеспособности клеток с использованием Evans 
blue (рис. 3). Добавление сублетальных концентраций Ni2+ снижало общую жизнеспособность клеток 
в 1,5–2,0 раза как в зрелой зоне, так и в зоне деления. Обработка проростков подсолнечника леталь-
ной концентрацией Ni2+ (10 ммоль/л) на протяжении 24 ч уменьшала жизнеспособность клеток корня 
примерно в 3 раза по сравнению с контрольными необработанными группами растений. Введение Гис 
снижало токсическое действие Ni2+, в особенности при обработке 10 ммоль/л Ni2+.

Исследования ЗКГ, индуцируемой абиотическими стрессорами в корне высших растений, проведе-
ны на многих видах, включая важнейшие однодольные и двудольные растения [19 –22]. Предложен ряд 
механизмов данного явления, в частности ионный механизм (посредством активации гидролитических 
ферментов в результате изменения уровней важнейших катионов в цитоплазме), механизм транслокации 
специализированных протеаз (фитоспаз) из клеточной стенки в цитоплазму и вакуолярный механизм (пу-
тем разрушения центральной вакуоли специальными ферментами) [19]. Соответственно, на морфологи-
ческом уровне ЗКГ у высших растений подразделяется на два основных типа – апоптозоподобный и ва-
куолярно-литический. Описанный в настоящей работе тип ЗКГ по своим признакам относится к первой 
группе, так как содержимое клеток корня остается интактным и отсутствуют признаки разрыва вакуоли. 
Подобный тип ЗКГ доминирует и при воздействии других переходных металлов, например ионов меди, 
а также при засолении [23]. Важно отметить, что протекторное влияние Гис на ЗКГ, вызываемую тяже-
лыми металлами, обнаружено в данной работе впервые. Ранее протекторные эффекты были выявлены 
только для антиоксидантов и блокаторов Са2+- и K+-проницаемых катионных каналов [19]. 
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Рис. 1. Воздействие Ni2+ и Ni2+-гистидиновых комплексов на рост корней подсолнечника.  
Внешний вид 7-дневных проростков подсолнечника: а – безникелевая среда (контроль);  

среда с Ni2+ в концентрации (ммоль/л): б – 0,3; г – 1; е – 3; з – 10;  
среда с Ni2+-гистидиновыми комплексами в концентрации:  

в – 0,3 ммоль/л Ni2+ + 0,6 ммоль/л Гис; д – 1 ммоль/л Ni2+ + 2 ммоль/л Гис;  
ж – 3 ммоль/л Ni2+ + 6 ммоль/л Гис; и – 10 ммоль/л Ni2+ + 20 ммоль/л Гис.  

Средние значения прироста длины основного корня (Х ± S x, n = 30), полученные  
в контроле и при обработке Ni2+ и Ni2+-гистидиновыми комплексами (к).  

Достоверность различий рассчитывалась по отношению  
к растениям, обработанным Ni2+: *** – p < 0,001

Fig. 1. Ni2+ and Ni2+-histidine complexes effect on the sunflower root growth.  
Typical photos of 7-day sunflower seedlings: a – nickel-free medium (the control);  

medium with Ni2+ in concentration (mmol/L): b – 0.3; d – 1;  f – 3; h – 10; 
medium with Ni2+-histidine complexes in concentration: 

c – 0.3 mmol/L Ni2+ + 0.6 mmol/L histidine; e – 1 mmol/L Ni2+ + 2 mmol/L histidine;  
g – 3 mmol/L Ni2+ + 6 mmol/L histidine; i – 10 mmol/L Ni2+ + 20 mmol/L histidine.  

Mean length gain of the main root (Х ± S x, n = 30) ( j ). The significance  
of differences was calculated with respect to the Ni2+-treated plants: *** – p < 0.001
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Таким образом, проведенные опыты показывают, что добавление Гис и формирование его комп-
лексов с никелем приводит к значительному снижению токсичности Ni2+ как в виде восстановления 
ростовых процессов, так и путем повышения жизнеспособности поврежденных клеток. Предположи-
тельно, протекторный эффект Гис может быть связан с образованием редокс-активных комп лексов, 
способных активировать АФК- и Ca2+-зависимые механизмы адаптации к никелю. Однако возможны 
и другие механизмы, объясняющие обнаруженный эффект. Например, недавно было выяв лено сни-
жение Ni2+-индуцированного окислительного стресса посредством активации ферментов глутатион- 
аскорбатного цикла, важным звеном синтеза компонентов которого может выступать экзогенный 
Гис [24]. В таком случае Гис, вероятно, способствует увеличению пула ключевых антиоксидантов. 
Будущие исследования эффектов никеля и никель-гистидиновых комплексов на уровне сигнальных 
реакций клетки и модификаций генетической экспрессии позволят глубже понять природу обнару-
женных явлений. 

Рис. 2. Влияние Гис на развитие морфологических симптомов ЗКГ в клетках корня подсолнечника  
при никелевом стрессе. Внешний вид корневых волосков без обработки (а)  

и после 24-часовой экспозиции на фоне 3 ммоль/л Ni2+ (б ) 
и 3 ммоль/л Ni2+ + 6 ммоль/л Гис (в). Средняя доля корневых волосков  

с симптомами ЗКГ при инкубировании подсолнечника в Ni2+-содержащих растворах  
в течение 3 ч (г) и 24 ч (д). Достоверность различий рассчитывалась  

по отношению к контролю: *** – p < 0,001 (n = 15)
Fig. 2. The effect of histidine on the development of morphological symptoms of programmed cell death (PCD)  

in sunflower roots under nickel stress. Typical photos of root hairs without treatment (a) and after 24-hour exposure  
in solutions containing 3 mmol/L Ni2+ (b) and 3 mmol/L Ni2+ + 6 mmol/L histidine (c).  

The percentage of root hairs with programmed cell death symptoms in sunflower incubated  
in solutions containing Ni2+ for 3 h (d ) and 24 h (e). The significance of differences  

was calculated with respect to the control: *** – p < 0.001 (n = 15)
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Данное исследование было выполнено в рамках совместных международных белорусско-индий-
ских (№ Б17ИНДГ-003) и белорусско-китайских (№ Б19КИТГ-006) научных проектов, финансируемых 
Государственным комитетом по науке и технологиям Республики Беларусь. 
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АНАЛИЗ СОДЕРЖАНИЯ ФЕНОЛЬНЫХ АНТИОКСИДАНТОВ  
И АСКОРБИНОВОЙ КИСЛОТЫ В ТРАНСГЕННЫХ  

РАСТЕНИЯХ NICOTIANA TABACUM, ВЫРАЩЕННЫХ  
В УСЛОВИЯХ АБИОТИЧЕСКОГО СТРЕССА

К. В. ПРИСТУПА1), Т. А. КУКУЛЯНСКАЯ 1), Е. А. ХРАМЦОВА1)

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

Проведен сравнительный анализ ряда биохимических показателей нетрансгенных и трансгенных растений 
Nicotiana tabacum, выращенных в почве с повышенной концентрацией солей тяжелых металлов. Трансгенные рас-
тения несли в своем геноме бактериальный acdS-ген, кодирующий фермент 1-аминоциклопропан-1-карбоксилат-
дезаминазу (АЦК-дезаминазу). Обработка почвы ионами меди, хрома и свинца в концентрациях, превышающих 
предельно допустимые, способствовала индукции экспрессии acdS-гена и увеличению активности АЦК-дезаминазы 
в трансгенных растениях. Также показано, что в условиях абиотического стресса у исследуемых образцов возрас-
тало содержание фенольных соединений (в частности, флавоноидов) и аскорбиновой кислоты, повышалась общая 
антиоксидантная активность. 

Ключевые слова: антиоксидантная система; низкомолекулярные антиоксиданты; acdS-ген; Nicotiana tabacum.
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ANALYSIS OF THE LOW-MOLECULAR WEIGHT ANTIOXIDANTS  
OF TRANSGENIC PLANTS NICOTIANA TABACUM  

UNDER ABIOTIC STRESS CONDITIONS
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We conducted a comparative analysis of biochemical parameters of non-transgenic and transgenic Nicotiana tabacum, 
plants cultivated in heavy metal polluted soils. Transgenic plants had in their genome a bacterial acdS-gene encoding the 
1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (ACC-deaminase) enzyme. The introduction of elevated concentrations 
of copper, chromium, and lead ions into the soil promotes induction of the acdS-gene expression and an increase in 
ACC-deaminase activity in transgenic plants. It was shown that the content of phenolic compounds (flavonoids), ascorbic 
acid, the total antioxidant activity of plants increased under abiotic stress.

Keywords: antioxidant system; low-molecular weight antioxidants; acdS-gene; Nicotiana tabacum.

Введение
Повышение устойчивости сельскохозяйственных культур к неблагоприятным факторам окружаю-

щей среды является одной из важнейших задач, стоящих перед учеными. Растения, которые произрас-
тают в сложных условиях, подвергаются абиотическому стрессовому воздействию, что может быть 
обусловлено засолением или загрязнением почв тяжелыми металлами, засухой и т. д. [1; 2].

При стрессовых воздействиях содержание активных форм кислорода (АФК) в растительных клетках 
начинает быстро увеличиваться и, как следствие, значительно повышается интенсивность свободнора-
дикальных окислительных процессов. АФК подавляют активность ферментов, вызывают деградацию 
клеточных биополимеров, нарушают проницаемость биологических мембран, останавливают клеточ-
ный цикл и приводят к развитию апоптоза. В ответ на усиление генерации АФК, как правило, проис-
ходит активация ферментативных и неферментативных элементов антиоксидантной защитной системы 
растений. К ключевым неферментативным антиоксидантам относятся аскорбиновая кислота, феноль-
ные соединения (в частности, флавоноиды), α-токоферол и др. [3; 4].

Развитие абиотического стресса сопровождается образованием избыточного количества этилена 
в растениях. Этилен представляет собой фитогормон, который участвует в регуляции прорастания се-
мян, роста корней и стеблей, образования цветков, созревания плодов. Однако его чрезмерное накопле-
ние приводит к изменению параметров роста и развития растений. 

Одним из современных способов снижения избыточного количества этилена в растениях являет-
ся создание трансгенных форм, которые несут в своем геноме бактериальный acdS-ген, кодирующий 
АЦК-дезаминазу. Данный фермент катализирует разложение предшественника этилена – АЦК – до ам-
миака и α-кетобутирата [5–7].

Устойчивость растений к неблагоприятным условиям, вызывающим стресс, в значительной степени 
обеспечивается активным функционированием антиоксидантной системы. Во многих странах мира 
проводится изучение антиоксидантной активности растений под влиянием стрессовых воздействий, 
создаются трансгенные растения, которые характеризуются сверхэкспрессией генов, кодирующих фер-
менты антиоксидантной защиты [8]. Данные об изменении состояния и эффективности антистрессового 
действия антиоксидантной системы получены также для ряда растений, инокулированных бактериями, 
которые имеют acdS-ген [9]. Однако исследование состояния антиоксидантной системы трансгенных 
растений, несущих этот ген, в условиях абиотического стресса не проводилось.

Целью настоящей работы является анализ влияния тяжелых металлов, внесенных в почву, на общую 
антиоксидантную активность, а также содержание неферментативных антиоксидантов в нетрансген-
ных и трансгенных растениях Nicotiana tabacum, несущих acdS-ген бактерий Pseudomonas putida B-37.

Материалы и методы исследования
В качестве объектов исследования выступали нетрансгенные и трансгенные растения Nicotiana 

tabacum, несущие acdS-ген бактерий Pseudomonas putida B-37. Предметом исследования являлись об-
щая антиоксидантная активность данных растений и содержание в них низкомолекулярных антиокси-
дантов (аскорбиновой кислоты и фенольных соединений, в частности флавоноидов). 
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Создание трансгенных растений осуществлялось согласно методике, описанной А. А. Мельниковой 
и соавторами [10].

Растения были разделены на четыре группы:
 • контрольная серия (без обработки почвы тяжелыми металлами);
 • 1-я серия (обработка CuSO4 в концентрации 30 мг на 1 кг почвы);
 • 2-я серия (обработка K2Cr2O7 в концентрации 15 мг на 1 кг почвы);
 • 3-я серия (обработка Pb(CH3COO)2 в концентрации 15 мг на 1 кг почвы).

Обработку почвы ионами тяжелых металлов проводили однократно с учетом их предельно допусти-
мой концентрации (ПДК): вносимое количество должно было превышать ПДК в 5 раз. 

Каждая серия включала по 5 трансгенных растений линий 4-12 и 10-38, а также 5 нетрансгенных 
растений Nicotiana tabacum.

Семена стерильно высевали на увлажненные фильтры и в течение 2 сут выдерживали при темпера-
туре (20,0 ± 0,5) °С в темноте для прорастания. Затем проростки помещали в климатокамеру с темпера-
турой (20,0 ± 0,5) °С и 16-часовым световым днем. Через 14 сут растения пересаживали в стаканчики со 
стерильной почвой (50 г). Дальнейшее культивирование производили при температуре (20,0 ± 0,5) °С, 
влажности 70 – 80 %, 16-часовом световом дне на протяжении 8 нед. 

Растительный материал (0,5 г) гомогенизировали в 0,1 моль/л калий-фосфатном буфере (рН 7,8), 
затем объем доводили до 10 мл. Полученные гомогенаты трижды по 15 с подвергали ультразвуковому 
воздействию при частоте 11 кГц с помощью дезинтегратора УЗДН-2Т (НПП «Академприбор», Россия), 
после чего центрифугировали в течение 15 мин при 10 000 об/мин. Все процедуры производили на хо-
лоде (4 °С). Клеточные экстракты использовали для определения общей антиоксидантной активности, 
а также содержания низкомолекулярных антиоксидантов и белка в растениях. 

Общую антиоксидантную активность растительных экстрактов оценивали по степени ингибиро-
вания окисления парафенилендиамина пероксидом водорода с применением спектрофотометрического 
метода при длине волны 530 нм [11]. 

Общее содержание фенольных соединений в растительных экстрактах определяли спектрофото-
метрически по методу Singleton при длине волны 765 нм [12].

Общее содержание флавоноидов в растительных экстрактах измеряли спектрофотометрически по 
методу Quettier при длине волны 415 нм [13].

Содержание аскорбиновой кислоты устанавливали спектрофотометрически с использованием ме-
тода Das, который основан на способности фосфомолибдата восстанавливаться данной кислотой до 
молибдата синего цвета. Измерение проводили при длине волны 660 нм [14].

Содержание белка в растительных экстрактах определяли биуретовым методом при длине волны 
540 нм [15].

Статистическую обработку результатов осуществляли с помощью лицензионного пакета программ 
Statistiсa 6.0. Оценку достоверности различий средних арифметических проводили на основании коэф-
фициента Стьюдента. Различия между группами считали достоверными при двустороннем уровне зна-
чимости р ≤ 0,05. 

Результаты и их обсуждение
Развитие стресса у растений сопровождается активацией свободнорадикальных окислительных 

процессов в клетке [3]. Нами была определена общая антиоксидантная активность всех серий расте-
ний, которая выражается степенью инактивации антиоксидантами растений окисления парафенилен-
диамина пероксидом водорода (табл. 1).

Т а б л и ц а  1
Общая антиоксидантная активность нетрансгенных  

и трансгенных растений Nicotiana tabacum, %
Ta b l e  1

The total antioxidant activity of non-transgenic  
and transgenic plants Nicotiana tabacum, %

Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы  
тяжелыми металлами 60,0 ± 1,5 56,0 ± 1,4 54,0 ± 1,4

Обработка почвы Cu2+ 
в концентрации 5 × ПДК 77,0 ± 1,8* 63,0 ± 1,5* 60,0 ± 1,6*
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Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Обработка почвы Cr6+ 
в концентрации 5 × ПДК 83,0 ± 2,1* 68,0 ± 1,7* 65,0 ± 2,2*

Обработка почвы Pb2+ 
в концентрации 5 × ПДК 73,0 ± 1,7* 59,0 ± 1,4* 58,0 ± 1,5*

* Различия между контрольной и опытными сериями достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05.

Как видно из табл. 1, нетрансгенные растения Nicotiana tabacum отличаются более высокой антиок-
сидантной активностью, чем трансгенные. Установлено, что при обработке почвы солями тяжелых ме-
таллов общая антиоксидантная активность исследуемых образцов увеличивается. Причем и у нетранс-
генных, и у трансгенных форм максимальная ее величина обнаружена при внесении в почву 5-кратной 
ПДК Cr6+: в первом случае антиоксидантная активность возросла на 40 % по сравнению с контрольной 
серией, во втором – на 20 %.

Вероятно, в трансгенных растениях, несущих бактериальный acdS-ген, образуется меньше АФК, 
следовательно, они имеют более низкую интенсивность свободнорадикальных окислительных процес-
сов, чем нетрансгенные. Поэтому в трансгенных растениях в меньшей степени происходит активация 
элементов антиоксидантной защиты, что, возможно, обусловливает более низкую общую антиокси-
дантную активность трансгенных форм по сравнению с нетрансгенными.

Приведенные нами данные коррелируют с полученными ранее результатами, согласно которым транс-
генные растения имели более низкую активность ферментативных антиоксидантов (пероксидазы, ката-
лазы, супероксиддисмутазы), а также более низкую интенсивность процессов перекисного окисления 
липидов, чем нетрансгенные [16]. 

Одними из наиболее активных низкомолекулярных антиоксидантов являются фенольные соеди-
нения, в частности флавоноиды. Поэтому нами было определено общее содержание фенольных сое-
динений в исследуемых растениях (табл. 2). Оно выражается количеством танина (в микрограммах) 
на 1 г растительного экстракта.

Т а б л и ц а  2
Общее содержание фенольных соединений в экстрактах  

нетрансгенных и трансгенных растений Nicotiana tabacum, мкг/г

Ta b l e  2
The total content of phenolic compounds in extracts  

of non-transgenic and transgenic plants Nicotiana tabacum, µg/g

Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы  
тяжелыми металлами 59,0 ± 2,9 75,0 ± 3,6 69,0 ± 3,1

Обработка почвы Cu2+ 
в концентрации 5 × ПДК 84,0 ± 4,1* 122,0 ± 6,1* 150,0 ± 7,2*

Обработка почвы Cr6+ 
в концентрации 5 × ПДК 106,0 ± 5,5* 131,0 ± 6,6* 161,0 ± 7,8*

Обработка почвы Pb2+ 
в концентрации 5 × ПДК 80,0 ± 4,0* 88,0 ± 4,1* 104,0 ± 4,8*

* Различия между контрольной и опытными сериями достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05.

Как видно из табл. 2, исходное количество фенольных соединений в трансгенных растениях было на 
15–25 % выше, чем в нетрансгенных формах. При обработке почвы ионами тяжелых металлов содер-
жание фенольных соединений увеличилось и в трансгенных, и в нетрансгенных растениях. В резуль-
тате внесения в почву 5-кратной ПДК ионов меди(II), хрома(VI) и свинца(II) в трансгенных образцах 
оно выросло на 40; 80 и 35 % соответственно по сравнению с контрольной серией, а в нетрансгенных – 
на 120; 130 и 50 %.

О ко н ч а н и е  т а б л .  1
E n d i n g  t a b l e  1
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Возможно, это связано с тем, что в условиях абиотического стресса в трансгенных растениях об-
разующийся АЦК подвергается не только ферментативному разрушению АЦК-дезаминазой, но также 
может превращаться в ряд конденсированных соединений (например, жасмонил-АЦК), которые со-
держат в своем составе ароматические кольца, необходимые для синтеза вторичных метаболитов в рас-
тениях, в том числе и фенольных соединений.

Помимо этого, нами было определено общее содержание флавоноидов в исследуемых растениях 
(табл. 3). Оно выражается количеством рутина (в микрограммах) на 1 г растительного экстракта.

Т а б л и ц а  3
Общее содержание флавоноидов в экстрактах нетрансгенных  

и трансгенных растений Nicotiana tabacum, мкг/г
Ta b l e  3

The total content of flavonoids in extracts  
of non-transgenic and transgenic plants Nicotiana tabacum, g/g

Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы  
тяжелыми металлами 34,0 ± 1,6 42,0 ± 1,9 40,0 ± 1,8

Обработка почвы Cu2+ 
в концентрации 5 × ПДК 64,0 ± 3,0* 78,0 ± 3,5* 82,0 ± 3,9*

Обработка почвы Cr6+ 
в концентрации 5 × ПДК 86,0 ± 4,5* 102,0 ± 4,1* 112,0 ± 4,7*

Обработка почвы Pb2+ 
в концентрации 5 × ПДК 53,0 ± 2,7* 68,0 ± 3,2* 75,0 ± 3,6*

* Различия между контрольной и опытными сериями достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05.

Из приведенных в табл. 3 результатов следует, что при обработке почвы 5-кратной ПДК ионов тя-
желых металлов количество флавоноидов увеличилось и в трансгенных, и в нетрансгенных растениях. 
При внесении в почву ионов меди(II), хрома(VI) и свинца(II) общее содержание флавоноидов в не-
трансгенных образцах составило 190; 250 и 155 % соответственно по сравнению с контрольной серией, 
а в трансгенных – 210; 280 и 190 %.

Также в ходе работы было определено содержание аскорбиновой кислоты во всех сериях в расчете 
на 1 г растительного материала (табл. 4).

Т а б л и ц а  4
Содержание аскорбиновой кислоты в нетрансгенных  

и трансгенных растениях Nicotiana tabacum, мкг/г
Ta b l e  4

The content of ascorbic acid in non-transgenic  
and transgenic plants Nicotiana tabacum, µg/g

Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы  
тяжелыми металлами 0,73 ± 0,015 0,81 ± 0,016 0,78 ± 0,015

Обработка почвы Cu2+ 
в концентрации 5 × ПДК 0,96 ± 0,018* 0,99 ± 0,020* 1,07 ± 0,019*

Обработка почвы Cr6+ 
в концентрации 5 × ПДК 1,38 ± 0,027* 1,53 ± 0,031* 1,74 ± 0,037*

Обработка почвы Pb2+ 
в концентрации 5 × ПДК 0,75 ± 0,016* 0,88 ± 0,018* 0,88 ± 0,017*

* Различия между контрольной и опытными сериями достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05.

Исходя из данных табл. 4, можно сделать вывод, что при обработке почвы солями тяжелых метал-
лов содержание аскорбиновой кислоты повышается как в нетрансгенных, так и в трансгенных образ-
цах. При этом трансгенные растения Nicotiana tabacum отличаются несколько большим увеличением 
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количества аскорбиновой кислоты, чем нетрансгенные формы. Так, при внесении в почву ионов Cr6+ 
у нетрансгенных растений содержание витамина С выросло в 1,9 раза, а у трансгенных – в 2,2 раза по 
сравнению с контрольной серией. 

Полученные нами результаты показывают, что общая антиоксидантная активность у нетрансгенных 
растений в условиях стресса в среднем на 25 % выше, чем у трансгенных форм. При этом содержание 
фенольных соединений и аскорбиновой кислоты выше в трансгенных растениях Nicotiana tabacum. 
Значительное увеличение общей антиоксидантной активности может быть связано с возрастанием со-
держания общего пула низкомолекулярных антиоксидантов, таких как глутатион, токоферолы, пролин 
и ряд других, количество которых в данной работе не оценивалось. Помимо этого, фенольные произ-
водные, в частности флавоноиды, могут проявлять прооксидантную активность, что способствует сни-
жению интенсивности антиоксидантной защиты [17; 18]. 

Заключение
Таким образом, трансгенные растения, несущие в своем геноме бактериальный acdS-ген и способ-

ные синтезировать АЦК-дезаминазу [16], в меньшей степени подвержены воздействию повышенных 
концентраций ионов тяжелых металлов, присутствующих в почве. Следует отметить, что трансгенные 
растения Nicotiana tabacum, которые выращивались на загрязненной почве, имели лучшие ростовые 
характеристики (бóльшая длина стебля, корня) и более высокую биомассу, чем нетрансгенные образ-
цы [10].

Полученные результаты свидетельствуют об увеличении активности антиоксидантной системы в ус-
ловиях абиотического стресса, вызванного обработкой почвы ионами Cu2+, Cr6+, Pb2+. Показано, что наи-
меньшая чувствительность растений к загрязнению почвы солями тяжелых металлов отмечалась при 
внесении в почву солей свинца(II).

Практическая значимость данного исследования связана с использованием трансгенных растений, 
экспрессирующих бактериальный ген АЦК-дезаминазы (acdS ) и обладающих повышенной устойчи-
востью к неблагоприятным воздействиям окружающей среды.
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ИССЛЕДОВАНИЕ АДАПТОГЕННЫХ,  
САХАРОСНИЖАЮЩИХ И ГЕПАТОПРОТЕКТОРНЫХ  

СВОЙСТВ КЛИТОРИИ ТРОЙЧАТОЙ (CLITORIA TERNATEA L.)  
НА ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ МОДЕЛЯХ in vivo

О. И. ГУБИЧ 1), Я. А. БАНДЫК 1), Н. А. ЗАЛЕССКАЯ 2),  
С. С. ОКОРОКОВА1), А. И. КАПАНИК 1), А. Э. ГЕРАСИМОВА1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь 
2)РУП «Белмедпрепараты», ул. Фабрициуса, 30, 220007, г. Минск, Беларусь

Изучено влияние препарата клитории тройчатой (Clitoria ternatea L.) на показатели энергетического и угле-
водного обмена в условиях повышенной физической нагрузки, рассмотрена возможность коррекции им величин 
биохимических маркеров углеводного и липидного обмена в экспериментальных моделях гиперфагии и сахар-
ного диабета, проанализирована эффективность стабилизации данным препаратом маркеров поражения печени 
и перекисного окисления липидов у крыс в экспериментальной модели хронической алкогольной интоксика-
ции. Установлено, что отвар клитории тройчатой обладает адаптогенным эффектом, оказывает стабилизирую-
щее, антиоксидантное и гепатопротекторное действие. Это может быть обусловлено наличием в составе растения 
флавоноидов, аскорбиновой кислоты, танинов и непредельных жирных кислот, проявляющих антиоксидантные 
свойства, а также дитерпенов, терпенов и гликозидов, способствующих повышению проницаемости клеточных 
мембран для глюкозы. 

Ключевые слова: углеводный обмен; энергетический обмен; физическая нагрузка; экспериментальная гипер-
фагия; экспериментальный сахарный диабет; хроническая алкогольная интоксикация; перекисное окисление ли-
пидов; клитория тройчатая. 
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THE INVESTIGATION OF ADAPTOGENIC, HYPOGLYCEMIC  
AND HEPATOPROTECTIVE PROPERTIES OF CLITORIA TERNATEA L.  

ON EXPERIMENTAL MODELS in vivo
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S. S. OKARAKAVAa, A. I. KAPANIC a, A. E. HERASIMAVAa
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bRUE «Belmedpreparaty», 30 Fabrycyusa Street, Minsk 220007, Belarus

Corresponding author: A. I. Hubich (hubich_oksana@tut.by)

This work is devoted to the study of the effect of Clitoria ternatea L. decoction for energy and carbohydrate metabolism 
in conditions of increased physical activity, the analysis of possibilities carbohydrate and lipid metabolism markers cor-
recting in a model of experimental hyperphagia and experimental diabetes, and the efficiency of the stabilization of liver 
injury and lipid peroxidation markers in rats in an experimental model of chronic alcohol intoxication. It’s established 
that Clitoria ternatea L. has a stabilizing effect on carbohydrate metabolism in rats with experimental diabetes and hyper-
phagia, exhibits antioxidant and hepatoprotective effect in rats with experimental alcoholic liver, comparable to the action 
of classical hepatoprotector «Hepsil-Rn», has adaptogenic effect in experimental model of physical activity, comparable 
to the energy drink «Burn». The effect of the prepatation tested was more pronounced under alloxan diabetes than the 
effect of the anti-diabetic «Sadifit» collection. The results obtained may be due to the presence of flavonoids, ascorbic 
acid, tannins and unsaturated fatty acids, exhibiting an antioxidant effect, as well as glycosides, terpenes and diterpenes, 
contributing to increased permeability of cell membranes for glucose.

Keywords: carbohydrate metabolism; energy metabolism; physical activity; experimental hyperphagia; experimental 
diabetes mellitus; chronic alcohol intoxication; lipid peroxidation; Clitoria ternatea L.

Введение
Клитория тройчатая (Clitoria ternatea L.) – дикорастущее и культивируемое растение семейства 

бобовых (Fa baceae), произрастающее в тропических лесах экваториальной и субэкваториальной кли-
матических зон на территории Южной и Юго-Восточной Азии и широко используемое в народной 
индийской и тайской медицине, а также в кулинарии указанного региона в качестве синего пищевого 
красителя и для приготовления традиционного напитка (так называемого синего тайского чая) [1–3]. 
Фитохимический анализ выявил высокое содержание в листьях, цветках и корнях данного растения 
пентациклических тритерпеноидов (тараксерола, тараксерона), танинов, флобатанина, сапонинов, фла-
воноидов (кверцетина) и их гликозидов, сердечных гликозидов, стероидов, незаменимых аминокислот, 
специфических антоцианов (тернатинов С1– С5 и D3) и их гликозидов, витаминов группы В, аскорби-
новой кислоты, ацилированных производных дельфинидина [4 –7]. В семенах Clitoria ternatea L. обна-
ружены нуклеопротеин, аминокислотная последовательность которого сходна с инсулином, обладаю-
щий антимикробной активностью белок финотин и специфические лектины [8].

Столь разнообразный химический состав предопределил использование водных отваров и спирто-
вых настоек различных частей растения в нетрадиционной медицине. В частности, препараты корней, 
семян и листьев применяли для повышения тонуса головного мозга, улучшения памяти и интеллек-
туальной деятельности, а также в качестве антидепрессантного, седативного и противосудорожного 
средства [3]. Сок, полученный из цветков, рекомендовали при укусах насекомых и заболеваниях кожи, 
а настойку корней и семян – как мочегонный и противовоспалительный препарат [4]. 

В традиционной медицине данное растение не применяется, однако в последние годы оно начало 
активно проникать на европейский рынок. Клитория тройчатая пользуется большим спросом среди 
любителей фитотерапии и рядовых граждан как натуральное средство, обладающее тонизирующим, 
иммуностимулирующим, гиполипидемическим, антиоксидантным действием, улучшающее состояние 
сердечно-сосудистой системы, желудочно-кишечного тракта, кожи и волос. Между тем ряд авторов 
обращают внимание на тот факт, что длительная история использования фитопрепаратов в народной 
медицине не может служить гарантией их безопасности и эффективности [9; 10]. С другой стороны, 
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детальное изучение фармакологических свойств растительных средств, характеризующихся много-
образным химическим составом, безусловно, позволяет не только оценить потенциальную опасность 
их бесконтрольного ежедневного применения, но и установить ранее неизвестные полезные с точки 
зрения фармакологии биологические эффекты [9 –12]. 

В связи с этим Clitoria ternatea L. подвергается всестороннему фармакологическому и токсикологиче-
скому исследованию. В настоящее время экспериментально подтверждена антиревматоидная, иммуно-
модуляторная, диуретическая и антиастматическая активность экстрактов корней клитории [3; 13], 
противовоспалительное действие экстрактов ее лепестков [14], болеутоляющий и антиоксидантный 
эффект спиртовых настоек листьев [15], способность водных вытяжек всех частей растения подавлять 
рост и жизнедеятельность целого ряда бактерий (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Streptococcus agalactiae, Aeromonas hydrophila) и прояв-
лять антидепрессантный эффект [16; 17].

Цель настоящей работы – изучение адаптогенных, гепатопротекторных и сахароснижающих свойств 
отвара цветков клитории тройчатой (Clitoria ternatea L.) на экспериментальных моделях in vivo.

Материалы и методы исследования
Работа выполнена на беспородных белых мышах-самцах массой 30 –50 г (исследование адаптоген-

ных свойств Clitoria ternatea L. в условиях физической нагрузки) и на беспородных белых крысах-
самцах массой 180 –200 г (экспериментальные модели гиперфагии, сахарного диабета и хронического 
алкогольного поражения печени). Все эксперименты осуществлялись в соответствии с этическими нор-
мами обращения с животными, а также правилами проведения работ с использованием лабораторных 
животных в научных исследованиях, составленными на основании рекомендаций и требований Все-
мирного общества защиты животных и Европейской конвенции по защите экспериментальных живот-
ных (Страсбург, 1986).

Во всех экспериментальных моделях использовали коммерческий препарат Clitoria ternatea L. 
(ООО «TeaShop», Россия). Отвар цветков готовили согласно прилагающейся инструкции (50 мг цвет-
ков на 200 мл воды) и предоставляли для питья соответствующим группам подопытных животных 
вместо воды (экспериментальные модели хронического алкогольного поражения печени, сахарного 
диабета и гиперфагии) или вводили в дозе 2 мл/кг однократно перорально с помощью пипетки перед 
проведением эксперимента (изучение адаптогенных свойств в условиях физической нагрузки).

Исследование адаптогенных свойств клитории в условиях физической нагрузки предполагало 
10-минутное плавание животных в воде комнатной температуры (24,5 °С). Наступление утомления 
фиксировали по убыли концентрации глюкозы и приросту концентрации пирувата (предшественника мо-
лочной кислоты) в крови подопытных мышей, снижению содержания суммарной фракции макроэргов 
и отдельно креатинфосфата в скелетной мускулатуре. В качестве препарата сравнения в данной модели 
эксперимента использовали коммерческий энергетический напиток «Burn» (ИП «Кока-Кола Бевери-
джис Украина Лимитед», Украина). Энергетик вводили лабораторным мышам однократно перорально 
с помощью пипетки в подобранной опытным путем дозе 2 мл/кг за 20 мин до начала эксперимента. 

Для создания экспериментальной модели гиперфагии использовалась «ресторанная диета», реко-
мендованная Институтом фармакологии имени А. В. Вальдмана (Санкт-Петербург). Рацион диеты на 
1 крысу в день включал: белый хлеб – 5 г, шоколадное печенье – 5 г, картофельные чипсы – 5 г, сырные 
крекеры – 5 г, молочный шоколад – 5 г, творог (5 %) – 10 г. Перечисленные продукты в измельченном 
виде предоставлялись крысам как постоянный выбор. Продолжительность диеты – 7 дней. Среднее 
энергопотребление у крыс, находившихся на данной диете, равнялось 220 ккал/сут. Содержание белков 
на 1 крысу составляло 7,2 г, жиров – 10,2, углеводов – 25,4 г. 

Для создания экспериментальной модели хронической алкогольной интоксикации 96 % этанол раз-
водили водой до 15 % и предоставляли для питья (как альтернативу воде) в течение 6 нед. лаборатор-
ным крысам, имевшим предрасположенность к алкоголизму, т. е. добровольно употреблявшим этиловый 
спирт в объеме (Vср ) 10 –12 мл/сут. Указанная модель также была разработана Институтом фармакологии 
имени А. В. Вальдмана и использована нами без модификации.

Экспериментальный сахарный диабет индуцировался однократной внутрибрюшинной инъекцией 
аллоксана в дозе 100 мг/кг, выведение животных из эксперимента путем декапитации осуществлялось 
через 7 сут. В качестве препарата сравнения использовали аптечный противодиабетический сбор «Са-
дифит» (ЗАО «Лектравы», Украина) следующего состава, г/г: побеги черники (0,2), створки плодов 
фасоли обыкновенной (0,2), чай зеленый листовой (0,15), листья мяты перечной (0,05), клубни топи-
намбура (0,2), листья стевии (0,2). Отвар данного препарата готовили в соответствии с прилагающейся 
инструкцией и предоставляли лабораторным животным для питья вместо воды в течение 7 сут. 
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В качестве эталонного растительного препарата гепатопротекторного действия использовали «Геп-
сил-Рн» (ООО «Рубикон», Беларусь), активным фармацевтическим компонентом которого является 
сухой экстракт из плодов расторопши пятнистой, эквивалентный 35 мг силимарина [18]. Водную су-
спензию этого препарата вводили интактным животным и крысам с алкогольным поражением печени 
в дозе 9 мг/кг перорально с помощью пипетки в течение 7 сут. 

По окончании эксперимента животных подвергали декапитации и проводили измерение величин 
основных биохимических маркеров изучаемых патологий. Активность α-амилазы определяли по ме-
тоду Каравея [19], аланинаминотрансферазы (АлАТ) и щелочной фосфатазы (ЩФ) – спектрофото-
метрическим методом с использованием коммерческих наборов реагентов, содержание билирубина 
устанавливали по методу Йендрашика [19], суммарное количество основных макроэргов – по цветной 
реакции с молибдатом аммония в присутствии аскорбиновой кислоты [20], содержание креатинфос-
фата – по приведенной в практикуме [21] методике, пирувата – модифицированным методом Умбрай-
та [19], глюкозы – глюкозооксидазным методом с помощью коммерческого набора реагентов, восста-
новленных SH-групп – по методу Эллмана [20], ТБК-активных продуктов – спектрофотометрическим 
методом [21], активность каталазы измеряли описанным в статье [22] способом, а супероксиддисму-
тазы (СОД) – по методу Костюка [23]. 

Экспериментальные данные обрабатывали статистически с подсчетом среднего арифметического (Х ), 
стандартной ошибки среднего арифметического (± Sx) и достоверности при уровне значимости p ≤ 0,05. 
Для статистических расчетов использовали лицензионный пакет программ Stadia 6.0.

Результаты и их обсуждение
Первый этап нашей работы был посвящен изучению адаптогенных свойств отвара клитории тройча-

той в условиях повышенной физической нагрузки, которая, как отмечалось выше, представляла собой 
10-минутное плавание лабораторных мышей при температуре воды 24,5 °С. Данная нагрузка приводила 
к наступлению состояния утомления, выражавшегося в неспособности животных совершать дальнейшие 
активные плавательные движения, что было проявлением закономерного снижения содержания макроэр-
гов в скелетной мускулатуре (суммарное количество макроэргов оказалось ниже начальных значений на 
60 %, содержание креатинфосфата – на 44 %), почти полного исчерпания концентрации глюкозы в крови 
(до 15,1 % от начального уровня) и, соответственно, накопления пирувата (+ 262 % к контролю) (табл. 1). 

Иная картина наблюдалась при аналогичной физической нагрузке, но после однократного приема жи-
вотными отвара клитории в экспериментально подобранной максимально эффективной дозе (2 мл/кг) за 
20 мин до начала эксперимента. Так, снижение уровня макроэргов в скелетной мускулатуре было менее 
выраженным (суммарное содержание составило 63,5 % от исходного, содержание креатинфосфата – 
70,9 %), как и уменьшение концентрации глюкозы в крови (– 56,6 % к контролю) (см. табл. 1). Таким 
образом, в условиях физической нагрузки отвар клитории тройчатой проявил важнейшее свойство пре-
паратов группы адаптогенов – обеспечение более экономного расходования субстратов и появления 
у организма способности оптимального функционирования при меньших затратах энергии, что и делает 
возможной адаптацию к повышенным нагрузкам [24]. Примечательно, что наблюдаемый эффект реа-
лизовался уже после первого приема отвара, что характерно для немногих растительных адаптогенов 
(например, железницы крымской, рододендрона Адамса) [25; 26]. Высокая скорость реализации сти-
мулирующего эффекта указывает на то, что, вероятно, непосредственные мишени действия активных 
компонентов исследуемого отвара располагаются не в скелетной мускулатуре, оказывается опосредо-
ванное влияние через центральную нервную систему или путем выброса простагландинов. Для уста-
новления более точного механизма действия клитории тройчатой в условиях физической нагрузки тре-
буются дополнительные исследования. 

Обращает на себя внимание тот факт, что пероральное введение исследуемого отвара интактным 
мышам в отсутствие физической нагрузки не сопровождалось выраженными изменениями анализируе-
мых показателей углеводного и энергетического обмена (см. табл. 1), что соответствует первому требо-
ванию, предъявляемому к адаптогенным препаратам, согласно которому адаптоген может действовать 
только на соответствующем фоне, с минимальными сдвигами в нормальных условиях или без них [24]. 
Интересно, что близкие изменения анализируемых показателей наблюдались и при использовании пре-
парата сравнения – энергетика «Burn» в аналогичной дозе (см. табл. 1). 

Следующий этап работы был посвящен определению гепатопротекторной активности клитории 
тройчатой в экспериментальной модели алкогольного поражения печени. Основанием для постановки 
этой серии эксперимента послужил тот факт, что в соответствии с рядом исследований этанольные 
экстракты листьев изучаемого растения проявляли гепатопротекторные свойства в экспериментальных 
моделях парацетамол- и ССl4-индуцированного поражения печени, снижая активность сывороточных 
аминотрансфераз и содержание общего билирубина [1; 3]. 
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Т а б л и ц а  1
Значение параметров углеводного и энергетического обмена  

у лабораторных мышей, подвергнутых физической нагрузке, при использовании  
энергетического напитка «Burn» и отвара клитории тройчатой

Ta b l e  1
The value of the carbohydrate and energy metabolism  

parameters of laboratory mice subjected to physical activity  
when using energy drink «Burn» and Clitoria ternatea L. decoction

Серия эксперимента
Содержание  
макроэргов  

в мышцах, мкмоль/г

Содержание  
креатинфосфата  

в мышцах, мкмоль/г

Содержание  
пирувата, мкг/мл

Концентрация  
глюкозы, ммоль/л

Интактные мыши 0,27 ± 0,07
(100 %)

2,65 ± 0,17
(100 %)

0,29 ± 0,06
(100 %)

10,60 ± 1,45
(100 %)

Мыши, подвергнутые  
физической нагрузке

0,11 ± 0,05
(40,1 %)*

1,49 ± 0,04
(56,0 %)*

1,05 ± 0,25
(362,1 %)*

1,60 ± 0,29
(15,1 %)*

Отвар клитории тройчатой 0,24 ± 0,06
(88,9 %)

2,40 ± 0,10 
(90,6 %)

0,26 ± 0,04
(89,7 %)

9,70 ± 0,36
(91,5 %)

Отвар клитории тройчатой  
на фоне физической нагрузки

0,17 ± 0,07
(63,5 %)*а

1,88 ± 0,08
(70,9 %)*а

0,81 ± 0,17
(279,3 %)*а

4,60 ± 0,35
(43,4 %)*а

Энергетик «Burn» 0,28 ± 0,05
(102,2 %)

2,50 ± 0,16
(94,3 %)

0,36 ± 0,04
(124,1 %)*

9,40 ± 0,49
(88,7 %)*

Энергетик «Burn» на фоне 
физической нагрузки

0,03 ± 0,01
(12,2 %)*а

1,87 ± 0,15
(70,64 %)*а

0,92 ± 0,10
(317,24 %)

5,00 ± 0,95
(47,17 %)*а

П р и м е ч а н и е. Данные в таблице представлены в виде Х ± Sx. *, *а Результаты достоверны при p ≤ 0,05 (n = 5 для 
каждой серии): достоверность влияния физической нагрузки, энергетика «Burn» и отвара клитории тройчатой рассчитана по 
отношению к значениям анализируемых маркеров интактных мышей (*), а эффектов исследуемых препаратов при физической 
нагрузке – к показателям интактных животных, подвергнутых 10-минутному плаванию в воде (*а ). 

Как свидетельствуют данные, представленные в табл. 2, хроническое 5-недельное спаивание крыс 
этанолом приводит к выраженным изменениям всех анализируемых показателей: увеличению актив-
ности маркерных ферментов печени в сыворотке крови подопытных крыс (АлАТ – на 58,6 %, ЩФ – 
на 77,8 %), повышению содержания билирубина (свободного – на 148,4 %, связанного – на 52,5 %), 
подавлению альбумин-синтезирующей функции печени (снижение содержания альбумина в сыворотке 
крови составило 33 %). 

Известно, что метаболизм этанола в печени осуществляется при помощи трех ферментных систем – 
алкогольдегидрогеназы, цитохрома P450 2E1 (CYP2E1) и каталазы [27]. Под действием алкогольдегидро-
геназы и CYP2E1 алкоголь метаболизируется в ацетальдегид, который может опосредованно активи-
ровать перекисное окисление липидов (ПОЛ), что связано с его способностью снижать в гепатоцитах 
содержание восстановленного глутатиона, абсолютно необходимого для функционирования глутатион-
пероксидазы, участвующей в катаболизме Н2О2 [28]. Накопление активных форм кислорода, в свою 
очередь, приводит к нарушению структуры липидного бислоя мембран клеток печени, что предопреде-
ляет возможность развития острого алкогольного гепатита и цирроза печени у алкоголиков [28].

Действительно, как свидетельствуют результаты, представленные в табл. 3, хроническое спаивание 
крыс этанолом вызывало повышение содержания ТБК-активных продуктов в печени на 51,5 %, увеличе-
ние активности каталазы на 38,9 %, а также снижение содержания восстановленных SH-групп на 41,3 %, 
что хорошо согласуется как с первоначальной гипотезой, так и с литературными данными [28; 29]. 

На следующем этапе исследования крысам с хроническим алкогольным поражением печени в рацион 
вводили широко используемый в медицинской практике гепатопротектор растительного происхожде-
ния «Гепсил-Рн». Входящие в его состав биофлавоноиды обеспечили выраженный антиоксидантный 
эффект и способствовали частичному восстановлению функций гепатоцитов у крыс, подвергшихся 
хроническому алкогольному воздействию (см. табл. 2 и 3). Так, установлено, что после ежедневного 
применения препарата «Гепсил-Рн» в течение 7 сут в экспериментальной модели хронического алко-
гольного воздействия активность АлАТ снизилась на 37,3 %, активность ЩФ – на 56,2 %, содержа-
ние свободного и связанного билирубина – на 40,1 и 46,2 % соответственно. Описанные изменения 
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сопровождались и некоторой стабилизацией величин изучаемых показателей ПОЛ: содержание ТБК-
активных продуктов в гомогенате печени крыс уменьшилось на 32,9 %, а содержание восстановленных 
SH-групп повысилось на 20,2 % по сравнению с показателями животных с хроническим поражением 
печени этанолом, не получавших препарат. Приведенные данные хорошо согласуются с ранее пред-
ставленными результатами [29].

Т а б л и ц а  2
Влияние отвара клитории тройчатой и препарата гепатопротекторного ряда «Гепсил-Рн»  

на показатели поражения печени в сыворотке крови интактных крыс  
и животных с экспериментальной алкогольной интоксикацией

Ta b l e  2
The effect of Clitoria ternatea L. decoction and hepatoprotective drug «Hepsil-Rn»  

on the liver damage markers in the blood serum of intact rats  
and animals with experimental alcohol intoxication

Серия эксперимента Содержание  
альбумина, г/л

Активность ЩФ, 
мкмоль/л

Активность АлАТ, 
молей НАДН  

в минуту

Содержание  
свободного  

билирубина, 
мкмоль/л

Содержание  
связанного  

билирубина, 
мкмоль/л

Интактные крысы 38,1 ± 4,1
(100 %)

121,0 ± 5,8
(100 %)

20,2 ± 1,5
(100 %)

6,2 ± 1,2
(100 %)

9,2 ± 1,6
(100 %)

Алкогольное  
поражение печени

25,4 ± 0,9
(67,0 %)*

215,1 ± 6,9
(177,8 %)*

32,1 ± 1,8
(158,6 %)*

15,4 ± 3,8
(248,4 %)*

14,0 ± 2,9
(152,5 %)*

«Гепсил-Рн» (7 сут) 39,1 ± 4,1
(102,6 %)

138,8 ± 11,5
(114,7 %)

23,6 ± 1,7
(116,9 %)

5,8 ± 0,9
(94,1 %)

6,7 ± 0,8
(104,7 %)

Отвар клитории 
тройчатой (7 сут)

34,9 ± 2,2
(91,6 %)

102,4 ± 6,8
(84,3 %)

21,9 ± 1,1
(108,4 %)

4,6 ± 1,0
(74,2 %)*

10,2 ± 1,6
(110,9 %)

«Гепсил-Рн» на 
фоне алкогольного 
поражения печени

37,0 ± 4,1
(97,1 %)*а

147,1 ± 2,6
(121,6 %)*а

24,5 ± 3,5
(121,3 %)*а

11,6 ± 1,2
(188,1 %)*а

6,8 ± 1,1
(106,3 %)*а

Отвар клитории 
тройчатой на фоне 
алкогольного  
поражения печени

26,5 ± 1,2
(69,6 %)

87,7 ± 5,6
(72,5 %)*а

29,7 ± 3,9
(146,5 %)*а

6,3 ± 1,2
(101,6 %)*а

10,8 ± 1,1
(109,1 %)*а

П р и м е ч а н и е. Данные в таблице представлены в виде Х ± Sx. *, *a Результаты достоверны при p ≤ 0,05 (n = 5 для каждой 
серии): достоверность эффектов этанола, препарата «Гепсил-Рн» и отвара клитории тройчатой оценивалась по отношению 
к показателям интактной серии (*), а эффектов аптечного гепатопротектора и исследуемого отвара, вводимых крысам 
с экспериментальным поражением печени, – по отношению к показателям животных с данной патологией, не получавших 
изучаемый препарат (*а ).

Т а б л и ц а  3
Влияние отвара клитории тройчатой и препарата гепатопротекторного ряда  

«Гепсил-Рн» на показатели ПОЛ и активность каталазы в печени интактных крыс  
и животных с экспериментальной алкогольной интоксикацией

Ta b l e  3
The effect of Clitoria ternatea L. decoction and hepatoprotective drug «Hepsil-Rn»  
on the indicators of lipid peroxidation and catalase activity in liver of intact rats  

and animals with experimental alcohol intoxication

Серия эксперимента Содержание  
SH-групп, ммоль/л

Содержание  
ТБК-активных  

продуктов, мкмоль/л

Активность каталазы,  
миллимолей Н2О2 на 1 мг 

белка в минуту

Интактные крысы 155,4 ± 5,7
(100 %)

0,45 ± 0,1
(100 %)

23,9 ± 0,9
(100 %)

Алкогольное поражение печени 91,2 ± 6,5
(58,7 %)*

0,68 ± 0,1
(151,1 %)*

33,2 ± 1,5
(138,9 %)*

«Гепсил-Рн» (7 сут) 143,8 ± 7,3
(92,5 %)

0,52 ± 0,1
(115,9 %)

13,9 ± 0,7
(116,5 %)



33

Биохимия 
Biochemistry

Серия эксперимента Содержание  
SH-групп, ммоль/л

Содержание  
ТБК-активных  

продуктов, мкмоль/л

Активность каталазы,  
миллимолей Н2О2 на 1 мг 

белка в минуту

Отвар клитории тройчатой (7 сут) 148,3 ± 3,5
(95,4 %)

0,48 ± 0,1
(107,1 %)

29,3 ± 1,7
(122,6 %)*

«Гепсил-Рн» на фоне алкогольного  
поражения печени

122,3 ± 4,4
(78,9 %)*а

0,53 ± 0,1
(118,2 %)*а

32,5 ± 2,3
(136,2 %)

Отвар клитории тройчатой на фоне 
алкогольного поражения печени

131,4 ± 5,1
(84,3 %)*а

0,57 ± 0,1
(126,7 %)*а

35,9 ± 0,9
(150,2 %)

П р и м е ч а н и е. Данные в таблице представлены в виде Х ± Sx. *, *a Результаты достоверны при p ≤ 0,05 (n = 5 для каждой 
серии): достоверность эффектов этанола, аптечных гепатопротекторов и растительных отваров оценивалась по отношению 
к показателям интактной серии (*), а эффектов коммерческих гепатопротекторов и растительных отваров, вводимых крысам 
с экспериментальным поражением печени, – по отношению к показателям животных с данной патологией, не получавших 
изучаемый препарат (*а ).

Анализ же показателей крыс с алкогольным поражением печени, ежедневно употреблявших отвар 
клитории, демонстрирует проявление им защитного действия. В частности, каждодневный его прием 
подопытными животными сопровождался снижением активности ЩФ на 105,3 %, АлАТ – на 12,1 %, 
уменьшением содержания свободного и связанного билирубина до значений, статистически неотличи-
мых от уровня интактных крыс (см. табл. 2). С гепатопротекторным действием коррелировали и анти-
оксидантные свойства данного средства. Так, содержание ТБК-активных продуктов в печени крыс, упо-
треблявших отвар клитории тройчатой, снизилось на 24 %, а содержание восстановленных SH-групп 
увеличилось на 25,6 % по сравнению с животными, не получавшими отвар, отмечалась тенденция к повы-
шению активности каталазы (см. табл. 3). Способность препаратов клитории проявлять антиоксидантные 
свойства была зафиксирована прежде на экспериментальных моделях индуцированного ацетамино феном 
поражения почек и парацетамол-индуцированного повреждения печени. Защитный эффект коррелировал 
также со снижением содержания малонового диальдегида, увеличением содержания восстановленного 
глутатиона, повышением активности глутатионпероксидазы и СОД [3]. Более того, водные экстракты 
цветков клитории демонстрировали антиоксидантную активность in vitro, предотвращая ПОЛ и окис-
ление функциональных групп белков в эритроцитах [30]. По мнению большинства авторов, такую ак-
тивность, проявляемую препаратами этого растения in vivo и in vitro, определяют флавоноиды, танины, 
кумарины и незаменимые жирные кислоты [4; 8]. 

Таким образом, способность клитории тройчатой подавлять интенсивность ПОЛ, описанная в лите-
ратуре, была продемонстрирована нами и на модели хронического поражения печени алкоголем. Логич-
ным продолжением данного исследования, на наш взгляд, явилось изучение отвара цветков клитории 
тройчатой на экспериментальной модели аллоксан-индуцированного сахарного диабета. Как известно, 
аллоксан вызывает гибель инсулин-продуцирующих β-клеток в островках поджелудочной железы in vivo, 
что связано с продуцированием во внеклеточной среде и непосредственно в β-клетках супероксид-анион-
радикалов (О2

– ) [21].
Эффективность используемой модели определялась измерением концентрации глюкозы в сыворотке 

крови крыс. Кроме того, как свидетельствуют результаты табл. 4, развитие экспериментального сахар-
ного диабета у крыс сопровождалось изменением величин важнейших маркеров углеводного обмена: 
повышением активности α-амилазы на 53,8 % и увеличением содержания пирувата в цельной крови 
на 69,0 %. 

Необходимо заметить, что в ряде работ показан достоверный антидиабетический эффект водных 
экстрактов листьев исследуемого растения и спиртовых экстрактов его корней и цветков [4; 30]. Так, 
установлено, что 84-дневное пероральное их введение крысам с аллоксан-индуцированным сахарным 
диабетом обеспечивает снижение концентрации глюкозы, гликозилированного гемоглобина, активности 
глюкозо-6-фосфатазы в сыворотке крови, но увеличивает запасы гликогена в печени и скелетной муску-
латуре, повышает активность глюкокиназы и инсулина [30]. Кроме того, показано, что перечисленные 
препараты ингибируют процесс гликозилирования сывороточного альбумина в условиях гиперглике-
мии, предотвращая тем самым возможность развития осложнений сахарного диабета [30].

В наших экспериментах употребление в течение 7 дней крысами с аллоксановым диабетом отвара 
цветков клитории тройчатой как альтернативы питьевой воде значительно улучшало анализируемые мар-
керы сыворотки крови (см. табл. 4). Так, концентрация глюкозы в данном случае снижалась в 4,3 раза, 
активность α-амилазы – в 1,5 раза, содержание пирувата – на 25 % по сравнению с таковыми у животных, 

О ко н ч а н и е  т а б л .  3
E n d i n g  t a b l e  3
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страдающих диабетом, но не получавших препарат. Таким образом, отвар цветков клитории действи-
тельно способен значительно улучшать показатели углеводного обмена крыс с экспериментальным диа-
бетом, что может быть обусловлено стимулированием им поглощения глюкозы клетками и активацией ее 
депонирования в форме гликогена, как это описано для экспериментальной модели сахарного диабета, 
индуцированного стрептозотоцином [4].

Т а б л и ц а  4
Влияние отваров клитории тройчатой и сбора «Садифит»  

на показатели углеводного обмена в сыворотке крови  
крыс с экспериментальным сахарным диабетом

Ta b l e  4
The effect of Clitoria ternatea L. and «Sadifit» decoctions  

on carbohydrate metabolism serum markers in rats with experimental diabetes mellitus

Серия эксперимента Содержание пирувата, 
мкг/мл

Активность  
α-амилазы, граммов  
крахмала на 1 л в час

Концентрация  
глюкозы, ммоль/л

Интактные крысы 8,4 ± 0,9
(100 %)

23,2 ± 1,1
(100 %)

6,5 ± 0,72
(100 %)

Экспериментальный  
сахарный диабет

14,2 ± 0,9
(169,0 %)*

35,7 ± 6,0
(153,8 %)*

32,8 ± 1,1
(507,1 %)*

Отвар клитории тройчатой 3,6 ± 2,1
(42,9 %)*

23,3 ± 1,4
(100,4 %)

5,5 ± 1,2
(84,6 %)*

Отвар клитории тройчатой на фоне  
экспериментального сахарного диабета

3,7 ± 0,31 
(144,1 %)*а

23,7 ± 1,1
(102,2 %)*а

7,6 ± 1,5
(116,9 %)*а

Отвар сбора «Садифит» 10,7 ± 1,1
(126,9 %)*

22,2 ± 2,3 
(95,8 %)

9,2 ± 0,9
(140,6 %)*

Отвар сбора «Садифит» на фоне  
экспериментального сахарного диабета

12,3 ± 0,6
(146,2 %)*а

32,4 ± 2,6
(139,5 %)

5,5 ± 0,6
(84,4 %)*а

П р и м е ч а н и е. Данные в таблице представлены в виде Х ± Sx. *, *a Результаты достоверны при p ≤ 0,05 (n = 5 для каждой 
серии): достоверность эффектов аллоксана и растительных отваров оценивалась по отношению к показателям интактной 
серии (*), а эффектов растительных отваров, вводимых крысам с экспериментальным сахарным диабетом, – по отношению 
к показателям животных с данной патологией, не получавших отвар (*а ).

В качестве препарата сравнения на данном этапе мы использовали аптечный растительный сбор 
«Садифит», обладающий гипогликемизирующим действием при сахарном диабете, что, согласно инст-
рукции, в ряде случаев позволяет снизить суточную дозу пероральных антидиабетических средств. Как 
следует из табл. 4, этот препарат существенно нормализует изучаемые параметры у крыс. Установлено, 
что в его присутствии концентрация глюкозы у животных, страдающих сахарным диабетом, снизилась 
в 6 раз, активность α-амилазы – на 14,3 %, содержание пирувата – на 23,0 %. Таким образом, расти-
тельный сбор «Садифит» и отвар цветков клитории тройчатой оказывали выраженное нормализующее 
действие при использовании в модели сахарного диабета, вызванного введением аллоксана.

На заключительном этапе работы нами было проанализировано еще одно прежде не описанное 
свойство цветков клитории – способность корректировать изменения углеводного и липидного обмена 
у крыс с экспериментальной гиперфагией. Известно, что в последние десятилетия во всем мире наблю-
дается рост числа пациентов, страдающих ожирением, что можно объяснить увеличением в рационе 
высококалорийных и богатых жирами продуктов [31]. Одной из причин повышенного употребления 
калорийной пищи служит гиперфагия, причем немаловажную роль в формировании зависимости от 
еды играет ее разнообразие. Установлено, что предоставление лабораторным животным возможности 
выбирать продукты питания увеличивает суточную калорийность их рациона и сопровождается повы-
шенной секрецией дофамина в головном мозге. Напротив, лишение животных сахара приводит к сни-
жению синтеза дофамина и повышению синтеза ацетилхолина, что характерно для животных с синд-
ромом отмены алкоголя, никотина и различных наркотических веществ. Таким образом, серьезные 
перестройки нейротрансмиттерной системы головного мозга, наблюдаемые при гиперфагии, ее широ-
кое распространение и непосредственная связь с первичным алиментарным ожирением, риск развития 
сопутствующих заболеваний требуют детального изучения данной патологии и изыскания безопасных 
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и эффективных средств терапии [32]. Анализ доступной литературы позволил установить, что спирто-
вые экстракты корней и семян клитории снижают показатели общего холестерина, триацилглицеринов, 
липопротеинов низкой и очень низкой плотности, а также коэффициент атерогенности при алимен-
тарном ожирении [33] с эффективностью, характерной для аторвастатина (50 мг/мл) и гемфибрози-
на (50 мг/кг). Предполагается, что компоненты клитории тройчатой способны увеличивать экскрецию 
холестерола с желчью и снижать абсорбцию холестерола пищи [33]. 

В нашей работе гиперфагия была вызвана нахождением животных на «ресторанной диете», подробное 
описание которой представлено в разделе «Материалы и методы исследования». Содержание животных 
на данной диете в течение 7 сут привело к заметным изменениям важнейших биохимических маркеров 
углеводного и липидного обмена. Так, концентрация глюкозы в крови возросла на 48,5 %, содержание пи-
рувата увеличилось на 36,3 % к контролю, концентрация холестерола – на 58,1 %, триацилглицеринов – 
на 64,9 % (табл. 5). Ежедневный прием при несбалансированном питании отвара клитории в течение 
7 сут (среднее потребление 12–15 мл на 1 крысу) способствовал снижению нежелательного изменения 
анализируемых биохимических маркеров. Так, содержание пирувата в данной серии эксперимента сни-
зилось на 66 % по сравнению с показателями крыс, употреблявших высоко калорийную пищу, кон-
центрация глюкозы уменьшилась до уровня, характерного для интактных животных, а концентрация 
холестерола оказалась ниже, чем у интактных крыс (см. табл. 5).

Т а б л и ц а  5
Влияние препарата клитории тройчатой на показатели углеводного  

и липидного обмена в сыворотке крови интактных крыс  
и животных с экспериментальной гиперфагией

Ta b l e  5
The effect of Clitoria ternatea L. preparation on the carbohydrate  

and lipid metabolism serum parameters in intact rats  
and animals with experimental hyperphagia

Серия эксперимента
Показатели углеводного обмена Показатели липидного обмена

Содержание  
пирувата, мкг/мл

Концентрация  
глюкозы, моль/л

Концентрация  
холестерола, ммоль/л

Концентрация  
триглицеринов, ммоль/л

Интактные крысы  
(контроль)

3,42 ± 0,29
(100 %)

3,82 ± 0,10
(100 %)

1,88 ± 0,17
(100 %)

14,44 ± 1,73
(100 %)

Экспериментальная 
гиперфагия 

4,66 ± 0,81
(136,3 %)*

5,67 ± 0,13
(148,5 %)*

2,97 ± 0,05
(158,1 %)*

23,81 ± 1,36
(164,9 %)*

Отвар клитории  
тройчатой 

2,68 ± 0,45
(78,3 %)

2,83 ± 0,14
(74,1 %)*

1,69 ± 0,07
(89,8 %)

12,20 ± 1,19
(84,5 %)

Отвар клитории  
тройчатой на фоне 
экспериментальной 
гиперфагии

4,05 ± 0,30
(118,5 %)*а

3,84 ± 0,04
(100,5 %)*а

1,60 ± 0,12
(85,1 %)*а

23,93 ± 1,14
(165,7 %)

П р и м е ч а н и е. Данные в таблице представлены в виде Х ± Sx. *, *a Результаты достоверны при p ≤ 0,05 (n = 5 для каждой 
серии): достоверность изменения показателей крыс с гиперфагией и эффектов исследуемого препарата, вводимого интактным 
животным, оценивалась по отношению к показателям интактной серии (*); достоверность эффектов отвара клитории тройчатой 
на маркеры углеводного и липидного обмена крыс с гиперфагией – по отношению к соответствующим показателям крыс 
с указанной патологией (*а ).

Заключение
Полученные результаты свидетельствуют о том, что отвар клитории тройчатой способствует норма-

лизации углеводного обмена крыс как при экспериментальном диабете, так и при индуцированной гипер-
фагии, оказывает антиоксидантное и гепатопротекторное влияние на животных с экспериментальным 
алкогольным поражением печени, превосходящее по ряду показателей действие классического гепато-
протектора «Гепсил-Рн», обладает адаптогенным эффектом в условиях физической нагрузки, сопо-
ставимым с таковым энергетического напитка «Burn». Указанные эффекты могут быть обусловлены 
наличием в составе данного растения флавоноидов, аскорбиновой кислоты и непредельных жирных 
кислот, проявляющих антиоксидантные свойства, а также дитерпенов, терпенов и гликозидов, способ-
ствующих, как известно, повышению проницаемости клеточных мембран для глюкозы. 
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УДК 577.21:575.113

ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ acdS-ГЕНА БАКТЕРИЙ  
PSEUDOMONAS PUTIDA B-37 НА ТРАНСГЕННЫЕ РАСТЕНИЯ 

NICOTIANA TABACUM В УСЛОВИЯХ АБИОТИЧЕСКОГО СТРЕССА

Д. А. РУТКЕВИЧ 1), Е. С. КОРОЛЕВА2), Е. А. ХРАМЦОВА1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь  
2)Институт генетики и цитологии НАН Беларуси, ул. Академическая, 27, 220072, г. Минск, Беларусь

Проведен селективный отбор трансгенных растений Nicotiana tabacum, несущих acdS-ген бактерий Pseudo-
monas putida B-37. Методом полимеразной цепной реакции cо специфическими праймерами доказано наличие 
целевого гена. Отобранные на селективной среде трансгенные растения высаживались в грунт и подвергались 
абиотическому стрессу, вызванному загрязнением почвы солями тяжелых металлов (15 мг/кг для Cu2+ и 30 мг/кг для 
Cr6+ и Pb2+ ), а также засолением почвы (200 ммоль/л NaCl). Проведение реакции обратной транскрипции и коли-
чественной полимеразной цепной реакции в режиме реального времени показало транскрипционную активность 
бактериального acdS-гена в клетках трансгенных растений на уровне с референсным геном Ef-1a. Определение 
удельной активности АЦК-дезаминазы – продукта экспрессии acdS-гена – подтвердило формирование активного 
фермента в тканях трансгенных растений табака. Доказано положительное влияние acdS-гена бактерий P. putida 
B-37 на трансгенные растения N. tabacum в условиях абиотического стресса.

Ключевые слова: АЦК-дезаминаза; Nicotiana tabacum; acdS-ген; Pseudomonas putida; абиотический стресс.
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In the present work was carried out selection of transgenic plants of Nicotiana tabacum carrying acdS-gene of bac-
teria Pseudomonas putida B-37. Using polymerase chain reaction with specific primers, the presence of the target gene 
was proved. Transgenic plants selected on a selective medium were planted in the ground and subjected to abiotic stress 
caused by soil contamination with heavy metal salts (15 mg / kg for Cu2+ and 30 mg / kg for Cr6+ and Pb2+ ) and salinization 
of the soil (200 mmol/L NaCl). Reverse transcription polymerase chain reaction and real-time polymerase chain reaction 
were conducted and confirmed the transcriptional activity of the bacterial acdS-gene in transgenic plant cells at a level 
with the reference gene Ef-1a. Determination of activity of ACC-deaminase, the product of expression of the acdS-gene, 
confirmed the formation of the active enzyme in the leaf tissues of transgenic tobacco plants. The beneficial effect of the 
acdS-gene of the bacteria P. putida B-37 on transgenic N. tabacum plants under abiotic stress has been proven. 

Keywords: ACC-deaminase; Nicotiana tabacum; acdS-gene; Pseudomonas putida; abiotic stress.

Введение
Этилен – фитогормон, обладающий сильным морфогенетическим действием. Он стимулирует рост 

самого растения и всех его частей, активизирует созревание плодов и семян [1–3]. Однако при произ-
растании растений в стрессовых условиях концентрация этилена может увеличиваться на несколько 
порядков («стрессовый этилен»), что впоследствии обычно приводит к ускорению процессов старения, 
пожелтения и опадения листьев, остановке роста и гибели растения [4].

Одним из способов снижения уровня стрессового этилена является использование фермента АЦК-
дезаминазы, синтезируемого некоторыми ризобактериями. Данный фермент разлагает предшественника 
этилена – АЦК – до аммиака и α-кетобутирата [5].

В последние годы особое внимание уделяется исследованиям, направленным на разработку методов 
защиты растений от стрессового этилена путем создания и использования трансгенных форм, которые 
приобретают устойчивость к стрессовому этилену благодаря введению в их геном бактериальных ге-
нов, кодирующих АЦК-дезаминазу.

В настоящее время известно, что экспрессия acdS-гена бактерий в растениях приводит к усиленной 
деградации стрессового этилена в корневой зоне и снятию негативного эффекта его действия [6; 7].

Создание новых трансгенных растений, синтезирующих бактериальную АЦК-дезаминазу и обла-
дающих повышенной устойчивостью к абиотическим стрессам, является высокоактуальным в связи 
с постоянно усиливающимся техногенным воздействием на природные сообщества.

Цель данного исследования – анализ экспрессии acdS-гена бактерий P. putida B-37 в трансгенных 
растениях N. tabacum в условиях абиотического стресса, вызванного засолением почвы и загрязнением 
ее солями тяжелых металлов.

Материалы и методы исследования
Объект исследования. В качестве основного объекта исследования использовались полученные ра-

нее трансгенные растения N. tabacum. Отбор растений производился на селективной среде Мурасиге – 
Скуга, содержащей канамицин.

Культивирование семян N. tabacum. Проростки табака переносили на среду для корнеобразования 
и выращивали при 16-часовом световом дне и температуре (20 ± 0,5) °С. Сформированные растения 
высаживали в грунт.
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Создание условий абиотического стресса. Для создания стрессовых условий, вызванных загрязнением 
почвы солями тяжелых металлов, производили однократный полив растений растворами CuSO4 ⋅ 5H2O, 
K2Cr2O7, Pb(CH3COO)2 (по 5 мл) в концентрации 15 мг на 1 кг почвы для Cu2+ и 30 мг на 1 кг почвы для 
Cr6+ и Pb2+ соответственно.

Для создания стрессовых условий, вызванных засолением почвы, проводили полив растений раст-
вором NaCl до достижения в почве концентрации 200 ммоль/л по методике, предложенной в статье [8].

Выделение тотальной ДНК из растений. Растительный материал помещали в пробирку, добавляли 
жидкий азот и выдерживали несколько секунд до его испарения, затем быстро растирали листовую 
ткань в порошок. Далее вводили буфер для выделения ДНК до объема 750 мкл, ресуспендировали 
и инкубировали пробу при 65 °С 10 мин. Добавляли 200 мкл ацетата калия (5 моль/л) и энергично 
встряхивали пробирку. Инкубировали пробу на ледяной бане 20 мин, после чего центрифугировали при 
12 000 об/мин в течение 10 мин при комнатной температуре. Супернатант переносили в новую пробирку, 
добавляли равный объем изопропанола, перемешивали и центрифугировали 2 мин при 12 000 об/мин. 
Удаляли жидкую фазу и ресуспендировали осадок в равном объеме 80 % этанола. Затем убирали супер-
натант, подсушивали осадок. Растворяли ДНК в 50 мкл ТЕ-буфера и хранили при – 20 °С.

Проведение полимеразной цепной реакции (ПЦР). Реакцию осуществляли по заданной программе 
с помощью аппарата C1000 TouchTM Thermal Cycler фирмы Bio-Rad Laboratories (США). При постановке 
ПЦР использовали реактивы компании Thermo Fisher Scientific (Литва): Taq-полимеразу, 10-кратный 
Taq-буфер для ПЦР, смесь дНТФ и деионизированную H2O в концентрациях, предложенных произво-
дителем. Результаты ПЦР визуализировали посредством электрофореза в агарозном геле.

Амплификация acdS-гена. Используемые праймеры:
 • прямой (Fatg) – 5ʹ-TCCGGATCCATGAACCTGAATCGTTTTRAACGTTATC-3ʹ;
 • обратный (Rtga) – 5ʹ-TCCGGATCCTCAGCCGTTGCGRAACARGAAG-3ʹ.

Параметры циклов амплификации: 5 мин при 94 °С – 1 цикл; 30 с при 94 °С, 30 с при 54 °С, 1,5 мин 
при 72 °С – 35 циклов; 30 с при 72 °С – 1 цикл.

Электрофорез в агарозном геле. Электрофорез проводили с использованием ТАЕ-буфера согласно 
методическим указаниям, изложенным в пособии [9].

Выделение растительной РНК. Растительный материал растирали тонким металлическим шпателем. 
Добавляли 500 мкл буфера для экстракции, центрифугировали 10 мин при 12 000 об/мин. Отбирали вод-
ную фазу, добавляли к ней равный объем 4 моль/л LiCl. Центрифугировали 30 мин при 10 000 об/мин, 
добавляли к осадку 250 мкл Н2О, 25 мкл ацетата натрия (3 моль/л, pH 5,2) и 550 мкл 96 % этанола. 
Пробы центрифугировали 30 мин при 12 000 об/мин. Осадок промывали 1 мл 70 % этанола. Образцы 
центрифугировали 5 мин при 10 000 об/мин. Удаляли супернатант, подсушивали осадок и растворяли 
его в 40 мкл Н2О.

Синтез кДНК. В стерильный эппендорф на льду вводили в следующем порядке реактивы: мРНК – 
0,1–5,0 нг, праймеры – 0,5 мкг, ДЕПК-вода – до 12,5 мкл, 5-кратный буфер для реакции – 4 мкл, инги-
битор РНКазы – 0,5 мкл, смесь нуклеотидов – 2 мкл, обратная транскриптаза – 1 мкл. Инкубировали 
10 мин при 25 °С, 60 мин при 42 °С. Ингибировали реакцию нагреванием до 70 °С в течение 10 мин.

Для синтеза кДНК использовали обратную транскриптазу Revert AidTM Premium Reverse Transcrip-
tase, произведенную фирмой Fermentas (США).

Постановка количественной ПЦР в режиме реального времени (РВ-ПЦР). Смесь реагентов для про-
ведения одной реакции составляли следующим образом: 2-кратный ПЦР-буфер Maxima SYBR Green 
qPCR Master Mix (Thermo Scientific, США) – 12,5 мкл, прямой праймер – 0,5 мкл, обратный праймер – 
0,6 мкл, образец кДНК (20 нг/мкл) – 2 мкл. Конечный объем доводили H2O до 25 мкл. Программа амп-
лификации была такой: 2 мин при 50 °С – 1 цикл; 10 мин при 95 °С – 1 цикл; 15 с при 95 °С, 30 с при 
55 °С, 1 мин при 60 °С – 40 циклов.

Используемые праймеры: 
 • прямой (RT-ATG-For1) – 5ʹ-ATGAACCTGAATCGTTTTGAACGTTATC-3ʹ;
 • обратный (RT-ATG-Rev1) – 5ʹ-CACTGTTGCAGTCTTCACGTTTG-3ʹ.

Определение содержания белка в растительных гомогенатах. Количество белка определяли биуре-
товым методом [10].

Определение ферментативной активности АЦК-дезаминазы [11]. Пробу, содержащую 200 мкл 
клеточного экстракта и 16 мг АЦК, инкубировали в 0,2 мл Tris-буфера (1 моль/л) при 30 °С в течение 
60 мин. Останавливали реакцию добавлением 1,8 мл 0,56 н HCl, после чего вносили 0,3 мл 0,1 % рас-
твора 2,4-динитрофенилгидразина в 2 н HCl и повторно выдерживали при 30 °С 15 мин. Реакцию ос-
танавливали, добавляя 2 мл 2 н NaOH.
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Реакционную смесь переносили в кювету и измеряли оптическую плотность образовавшегося в ре-
зультате реакции α-кетобутирата (λ = 540 нм). Спектрофотометрический анализ проводили с использо-
ванием спектрофотометра Cary 50 Scan (Varian, Австралия).

Удельную активность АЦК-дезаминазы определяли по формуле
А = ∆ОП/(C ⋅ V ⋅ t),

где А – удельная активность АЦК-дезаминазы; ∆ОП = ОП проба – ОП контроль (изменение адсорбции); С – ко-
личество белка в реакции, мг/мл; V – объем вносимого клеточного экстракта, мл; t – время реакции, мин.

Удельную активность фермента выражали в наномолях на 1 мг белка в минуту.

Результаты и их обсуждение
Семена от полученных ранее трансгенных растений проращивали на селективной среде Мурасиге – 

Скуга с добавлением канамицина. Проростки переносили на среду для корнеобразования. После завер-
шения формирования корневой системы растения высаживали в грунт для укоренения и постановки 
эксперимента. 

Разработка схемы эксперимента. Укоренившиеся растения разбивались на несколько выборок: 
трансгенные растения N. tabacum, выращиваемые в условиях загрязнения почвы солями тяжелых ме-
таллов и в условиях засоления почвы. В качестве контрольных выборок были высажены нетрансген-
ные растения табака, подвергавшиеся аналогичным стрессовым воздействиям, а также нетрансгенные 
и трансгенные образцы, культивируемые в отсутствие абиотического стресса.

Подтверждение наличия бактериального acdS-гена в геноме трансгенных растений N. tabacum. 
Одним из необходимых этапов работы было выделение тотальной растительной ДНК трансгенных 
растений табака. Выделенная ДНК служила матрицей при постановке ПЦР со специфическими прай-
мерами к acdS-гену. В качестве положительного контроля использовалась рекомбинантная плазмида 
pBI121/acdS-B37, несущая acdS-ген бактерий P. putida B-37, в качестве негативного – продукт ПЦР на 
матрице ДНК нетрансгенных растений табака. Результаты представлены на рис. 1.

В ходе ПЦР получен фрагмент около 1000 пар нуклеотидов (п. н.), соответствующий размеру acdS-
гена бактерий P. putida B-37. Таким образом, было доказано наличие бактериального acdS-гена в транс-
генных растениях N. tabacum.

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР на матрице ДНК:  
1, 6 – 1 kb DNA Ladder; 2, 3 – фрагменты (∼1000 п. н.), соответствующие acdS-гену;  

4 – негативный контроль; 5 – положительный контроль
Fig. 1. Electrophoregram of PCR products on the DNA matrix:  

1, 6 – 1 kb DNA Ladder; 2, 3 – fragments (∼1000 bp) corresponding to the acdS-gene;  
4 – negative control; 5 – positive control



43

Генетика и молекулярная биология
Genetics and Molecular Biology

Анализ экспрессии гетерологичного гена в трансгенных растениях табака. Постановку реакции об-
ратной транскрипции (ОТ-ПЦР) и РВ-ПЦР можно назвать одним из ключевых этапов изучения влия ния 
бактериального acdS-гена на трансгенные растения в условиях абиотического стресса. Следует учесть 
и тот факт, что уровень транскрипционной активности acdS-гена будет определяться местом его интег-
рации в хромосому. Другой механизм регуляции транскрипционной активности целевого гена может за-
ключаться в наличии внутренних систем интерференции у растений [3; 12].

Выделенная клеточная РНК выступала матрицей при построении кДНК. Полученную кДНК исполь-
зовали при постановке ОТ-ПЦР (рис. 2) со специфическими праймерами к acdS-гену и специфическими 
праймерами к референс-гену Ef-1a. В качестве положительного контроля были взяты рекомбинантная 
плазмида pBI121/acdS-B37 и GAPDH-ген домашнего хозяйства, предоставленный вместе с набором для 
построения кДНК, в качестве негативного контроля – пробы, не содержащие обратной транскриптазы.

Для постановки РВ-ПЦР использовались пробы, содержащие синтезированную ранее кДНК транс-
генных растений табака, выращенных в условиях описанного абиотического стресса. Негативным конт-
ролем выступали пробы, не содержащие ревертазы. В качестве референсного гена был взят ген домаш-
него хозяйства Ef-1a. 

На рис. 3 и 4 представлены результаты анализа уровня экспрессии бактериального acdS-гена в транс-
генных растениях табака первого поколения (N. tabacum T1), выращенных в условиях загрязнения почвы 
хромом (30 мг/кг) и засоления почвы (200 ммоль/л NaCl). Аналогичные результаты были получены при 
загрязнении почвы солями меди (15 мг/кг) и свинца (30 мг/кг).

Рис. 2. Продукты ПЦР на матрице кДНК: 
1–3, 11, 12 – фрагменты (∼ 1000 п. н.), соответствующие acdS-гену (1 – Cu2+; 2 – Cr6+; 3 – Pb2+;  

11, 12 – 200 ммоль/л NaCl); 4, 7, 13, 20 – 1 kb DNA Ladder; 5, 19 – pBI121/acdS-B37;  
6, 14, 15 – негативный контроль; 8–10, 17, 18 – фрагменты (∼ 500 п. н.), соответствующие  

гену Ef-1a (8 – Cu2+; 9 – Cr6+; 10 – Pb2+; 17, 18 – 200 ммоль/л NaCl); 16 – GAPDH
Fig. 2. PCR products on the cDNA matrix: 

1–3, 11, 12 – fragments (∼ 1000 bp) corresponding to the acdS-gene (1 – Cu2+; 2 – Cr6+; 3 – Pb2+;  
11, 12 – 200 mmol/L NaCl); 4, 7, 13, 20 – 1 kb DNA Ladder; 5, 19 – pBI121/acdS-B37;  

6, 14, 15 – negative control; 8–10, 17, 18 – fragments (∼ 500 bp) corresponding  
to the gene Ef-1a (8 – Cu2+; 9 – Cr6+; 10 – Pb2+; 17, 18 – 200 mmol/L NaCl); 16 – GAPDH
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Таким образом, была доказана эффективная экспрессия бактериального acdS-гена в трансгенных рас-
тениях табака первого поколения в условиях абиотического стресса, вызванного загрязнением почвы тя-
желыми металлами и засолением почвы, на уровне с геном домашнего хозяйства Ef-1a.

Определение удельной активности АЦК-дезаминазы в трансгенных растениях N. tabacum в усло
виях абиотического стресса. Представленные этапы дают понятие о транскрипционной активности 
гена. Для доказательства наличия функционально активного продукта acdS-гена – АЦК-дезаминазы – 
был проведен анализ активности фермента в растениях табака, выращенных в условиях абиотического 
стресса и в его отсутствие. Активность АЦК-дезаминазы определялась методом измерения оптической 
плотности по образовавшемуся в результате реакции α-кетобутирату. Полученные результаты представ-
лены в табл. 1.

Рис. 3. Уровень экспрессии бактериального acdS-гена в растениях N. tabacum T1,  
выращенных в условиях загрязнения почвы Cr6+(перед постановкой РВ-ПЦР пробы  

были разведены в 4 раза): 1 – экспрессия бактериального acdS-гена;  
2 – экспрессия гена домашнего хозяйства Ef-1a; 3 – негативный контроль (RT –)

Fig. 3. The level of expression of the bacterial acdS-gene in N. tabacum T1  
under Cr6+ soil pollution: 1 – expression of the bacterial acdS-gene;  

2 – expression of the household gene Ef-1a; 3 – negative control (RT –)

Рис. 4. Уровень экспрессии бактериального acdS-гена в растениях N. tabacum T1,  
выращенных в условиях засоления почвы: 1 – экспрессия бактериального acdS-гена;  

2 – экспрессия гена домашнего хозяйства Ef-1a; 3 – негативный контроль (RT –)
Fig. 4. The level of expression of the bacterial acdS-gene in N. tabacum T1  
under solinity stress condition: 1 – expression of the bacterial acdS-gene;  
2 – expression of the household gene Ef-1a; 3 – negative control (RT –)
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Т а б л и ц а  1
Активность фермента АЦК-дезаминазы в тканях листьев  
трансгенного табака, наномолей на 1 мг белка в минуту

Ta b l e  1
The activity of ACC-deaminase in the leaf tissue of transgenic tobacco, 

nanomoles per 1 mg of protein per minute

Серия Контроль 
(нетрансгенные растения) Трансгенные растения

Без обработки почвы тяжелыми 
металлами и NaCl 0,017 ± 0,006* 0,072 ± 0,003*

Обработка Cu2+ в концентрации 
5 × ПДК 0,020 ± 0,005* 0,60 ± 0,027*

Обработка Cr6+ в концентрации 
5 × ПДК 0,022 ± 0,007* 0,82 ± 0,034*

Обработка Pb2+ в концентрации 
5 × ПДК 0,021 ± 0,006* 0,69 ± 0,032*

Обработка 200 ммоль/л NaCl 0,022 ± 0,007* 0,81 ± 0,033*

* Результаты достоверны при уровне значимости p < 0,05.

Данные табл. 1 свидетельствуют о возрастании активности АЦК-дезаминазы в условиях абио-
тического стресса: в среднем она увеличилась в 11 раз по сравнению с контрольными растениями 
N. tabacum Т1, выращенными в отсутствие стресса. Полученные результаты согласуются с литератур-
ными данными [6].

Анализ активности фермента показал, что в условиях абиотического стресса в трансгенных расте-
ниях табака формируется активный фермент – АЦК-дезаминаза.

Оценка ростовых характеристик растений. Следующим этапом эксперимента было выполнение 
оценки ростовых характеристик растений из опытных и контрольных выборок. В рамках проведенного 
опыта по прошествии 3 мес. определены длина корня, стебля и биомасса. В результате контрольных из-
мерений отмечено увеличение длины корня и стебля трансгенных растений из опытной выборки отно-
сительно нетрансгенных растений из контрольной выборки в 1,42–2,47 и 1,93–1,97 раза соответственно. 
Значения биомассы растений из опытных и контрольных выборок приведены в табл. 2.

Т а б л и ц а  2
Средние значения биомассы трансгенных растений N. tabacum

Ta b l e  2
The average biomass of N. tabacum transgenic plants

Серия растений
Условия обработки

H2O Cu2+ Cr6+ Pb2+ NaCl

Нетрансгенные 
растения N. tabacum 17,95 ± 0,11* 7,79 ± 0,06* 6,67 ± 0,06* 7,12 ± 0,08* 7,0 ± 0,25*

Трансгенные растения 
N. tabacum T1 23,2 ± 0,06* 16,68 ± 0,07* 11,4 ± 0,032* 12,4 ± 0,04* 10,75 ± 0,55*

* Результаты достоверны при уровне значимости p < 0,05.

Данные, представленные в табл. 2, отображают увеличение биомассы трансгенных растений табака, 
выращенных в условиях загрязнения почвы солями тяжелых металлов и засоления почвы, относительно 
нетрансгенных растений, выращенных в аналогичных условиях, в 1,21–2,14 раза.

Таким образом, было отмечено положительное влияние acdS-гена бактерий P. putida B-37 на транс-
генные растения табака, культивируемые в условиях абиотического стресса.

Заключение
В ходе эксперимента подтверждено наличие acdS-гена в трансгенных растениях табака первого поко-

ления. Методом ОТ-ПЦР и РВ-ПЦР доказана эффективная транскрипционная активность целевого гена 
в растениях N. tabacum T1 на уровне с референсным геном. Полученные в результате биохимического 
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анализа данные об активности фермента свидетельствуют о формировании активного продукта бак-
териального acdS-гена – АЦК-дезаминазы – в тканях листьев трансгенных растений. Также отмечено 
положительное влияние acdS-гена на растения N. tabacum T1, выращенные в условиях абиотического 
стресса, вызванного загрязнением почвы солями тяжелых металлов и засолением почвы.
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МИНИРУЮЩИЕ МУХИ (DIPTERA: AGROMYZIDAE) – ФИТОФАГИ  
ЖИМОЛОСТЕЙ (LONICERA L.) И СНЕЖНОЯГОДНИКОВ  

(SYMPHORICARPOS DUHAMEL) В ДЕКОРАТИВНЫХ  
ЗЕЛЕНЫХ НАСАЖДЕНИЯХ БЕЛАРУСИ

М. В. ВОЛОСАЧ 1)

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

Результаты исследований 2016 –2019 гг. показали, что в декоративных зеленых насаждениях Беларуси жимо-
лости (Lonicera L.) и снежноягодники (Symphoricarpos Duhamel) повреждаются личинками 6 видов минирую-
щих мух (Diptera: Agromyzidae): Aulagromyza cornigera (Griffiths, 1973), Aulagromyza hendeliana (Hering, 1926), 
Aulagromyza luteoscutellata (de Meijere, 1924), Chromatomyia aprilina (Goureau, 1851), Chromatomyia lonicerae 
(Robi neau-Desvoidy, 1851), Chromatomyia periclymeni (Hendel, 1922). Представлены данные о трофических связях, 
основных особенностях биологии, распространенности агромизид в условиях Беларуси, а также о характере по-
вреждений личинками листовых пластинок жимолостей и снежноягодников.

Ключевые слова: вредоносность; декоративные кустарники; интродуценты; минеры; тамнобионты; филло-
бионты.
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MINING FLIES (DIPTERA: AGROMYZIDAE) – PHYTOPHAGES  
OF HONEYSUCKLES (LONICERA L.) AND SNOWBERRIES  

(SYMPHORICARPOS DUHAMEL) IN GREEN AREAS IN BELARUS

M. V. VOLOSACH a

aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus

According to the results of investigations, carried out in 2016–2019, it was found that in the conditions of green 
areas of Belarus, honeysuckles (Lonicera L.) and snowberries (Symphoricarpos Duhamel) has been damaged by larvae 
of 6 species of mining flies (Diptera: Agromyzidae): Aulagromyza cornigera (Griffiths, 1973), Aulagromyza hendeliana 
(Hering, 1926), Aulagromyza luteoscutellata (de Meijere, 1924), Chromatomyia aprilina (Goureau, 1851), Chromatomyia 
lonicerae (Robineau-Desvoidy, 1851), Chromatomyia periclymeni (Hendel, 1922). The basic data on trophic relations, the 
main characteristics of ecology, the distribution in the conditions of Belarus, and the pattern of damages causing by larvae 
to leaf plates of honeysuckles and snowberries are presented.

Keywords: harmfulness; ornamental shrubs; introduced plants; miners; tamnobionts; phyllobionts.

Введение
Жимолости (Lonicera L.) и снежноягодники (Symphoricarpos Duhamel) – кустарники семейства жи-

молостных (Caprifoliaceae). Жимолости – прямостоячие, стелющиеся или вьющиеся листопадные либо 
вечнозеленые кустарники. В мировой флоре насчитывается около 200 видов, в каталоге дендрария Цент-
рального ботанического сада НАН Беларуси (г. Минск) числится 68 видов [1]. В республике прово-
дились интродукционные испытания 46 видов жимолостей, из которых 6 видов охарактеризованы как 
отличающиеся высокими декоративными качествами – обильным и продолжительным цветением, а не-
которые еще и эстетически привлекательными плодами [2]. Снежноягодники – листопадные кустар-
ники. Из 16 видов мировой флоры [3] в коллекциях Центрального ботанического сада представлены 
8 видов [1]. В практике зеленого строительства Беларуси используется фактически лишь снежноягод-
ник белый, или кистистый (Symphoricarpos albus L.). Отличаясь высокой декоративностью, жимолости 
и снежноягодники применяются при создании живых изгородей, крупных бордюров, в солитерных по-
садках. Некоторые виды жимолостей, например жимолость каприфоль (Lonicera caprifolium L.), исполь-
зуются для вертикального озеленения. Как жимолости, так и снежноягодник белый хорошо переносят 
антропогенный пресс, что вместе с высокими декоративными качествами обусловливает в настоящее 
время их широкое применение в зеленом строительстве Беларуси [4]. 

Кустарники родов Lonicera и Symphoricarpos повреждаются фитофагами различных таксонов, в Бе-
ларуси среди них выделяются настоящие тли (Rhynchota: Sternorrhyncha: Aphidoidea) [5], чешуекры-
лые насекомые (Lepidoptera) [6] и минирующие мухи (Agromyzidae). Семейство агромизид отряда дву-
крылых насекомых (Diptera) насчитывает в мировой фауне около 2900 видов, представители таксона 
распространены повсеместно [7]. Личинки агромизид питаются внутри тканей различных органов 
растений, чаще всего листьев, что приводит к образованию так называемых мин – камер в паренхима-
тозных тканях. В случае листовых мин, как это имеет место при повреждении агромизидами жимолос-
тей и снежноягодников, личинками выедается мезофилл, но эпидермальный слой остается нетронутым. 
При этом некротизация происходит в результате прекращения питания клеток, а не вследствие их не-
посредственного повреждения фитофагами.

Из-за минирования листовых пластинок сокращается фотосинтезирующая поверхность, снижается 
жизнеспособность растений и их устойчивость к неблагоприятному воздействию абиотических и биоти-
ческих факторов среды. Помимо этого, в микроповреждения, наносимые яйцекладами самок агромизид 
при яйцекладке, может проникать инфекционное начало [8]. В декоративных зеленых насаждениях 
основным фактором вредоносности этих фитофагов является снижение декоративности растений и по-
садок в целом [9].

Агромизиды до недавнего времени не были объектами систематических целенаправленных исследова-
ний в Беларуси. Сейчас для ее фауны известно 93 вида минирующих мух [10]. Из них 20 видов являются 
дендробионтами, т. е. повреждают древесно-кустарниковые растения, при этом 13 видов выступают вре-
дителями декоративных деревьев и кустарников [9].
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Цель настоящей статьи – обобщение информации о видовом составе, трофических связях, особен-
ностях биологии и экологии, а также характере вредоносности агромизид, повреждающих в зеленых 
насаждениях Беларуси декоративные деревья и кустарники, включая интродуцированные в рамках ра-
бот по мобилизации растительных ресурсов.

Материалы и методы исследования
В работе использованы энтомологические и гербарные сборы, а также данные энтомофитопатоло-

гических обследований кустарников, выполненных в течение вегетационных сезонов 2016 –2019 гг. 
в зеленых насаждениях на территории всех административных областей и районов интродукции дре-
весных растений [11] в Беларуси. Детализированные обследования интродуцентов проводили в арбо-
ретуме и ландшафтном парке Центрального ботанического сада НАН Беларуси. Рандомизированный 
отбор поврежденных фитофагами листьев осуществляли в zip-пакеты для временного хранения. В по-
следующем материал гербаризировали по стандартной методике [12]. Для видовой идентификации 
агромизид использовали соответствующие определительные таблицы и ключи [13–16].

Уровни заселенности и поврежденности растений оценивали по 4-балльной шкале, предложенной 
А. И. Блинцовым [17] для листогрызущих, сосущих, минирующих и галлообразующих насекомых. Со-
гласно ей при отсутствии повреждений и фитофагов на растении заселенность и поврежденность оцени-
ваются в 0 баллов, при поврежденности до 5 % и заселенности до 10 % присваивается 1 балл, при засе-
ленности и поврежденности до 1/3 листовых пластинок – 2 балла, до 50 % – 3 балла, более 50 % – 4 балла.

Результаты и их обсуждение
Выполненные исследования показали, что жимолости и снежноягодники в разного типа декоративных 

зеленых насаждениях Беларуси повреждают (минируют листовые пластинки) личинки 6 видов агромизид, 
а именно: Aulagromyza cornigera (Griffiths, 1973), Aulagromyza hendeliana (Hering, 1926), Aulagromyza luteoscu
tellata (de Meijere, 1924), Chromatomyia aprilina (Goureau, 1851), Chromatomyia lonicerae (Robineau-Desvoidy, 
1851), Chromatomyia periclymeni (Hendel, 1922). На основе анализа фаунистических списков для сопредельных 
стран [18] можно предположить возможное обнаружение в Беларуси еще одного вида агромизид, повреждаю-
щих жимолости и снежноягодники, – Chromatomyia isicae (Hering, 1962), известного в Литве и России [14]. 
Тем не менее в ходе многолетних исследований фитофагов – вредителей зеленых насаждений Беларуси – 
этот вид выявить не удалось.

В табл. 1 приведена информация о периоде развития личинок и характере размещения пупариев, 
а также основных характеристиках (признаках) мин агромизид.

Поскольку визуальный ряд позволяет дополнить словесные описания и облегчить определение фито-
фагов по наносимым ими повреждениям, на рис. 1– 6 представлены изображения листовых пластинок 
с минами личинок агромизид, охарактеризованными в табл. 1.

Представленные в табл. 1 характеристики мин имеют не только диагностическое значение. Сведения 
об окукливании личинок внутри либо вне мин актуальны также для решения задачи выведения имаго 
минирующих мух в целях верификации определения таксономической принадлежности по имагиналь-
ным признакам, для получения выборок взрослых насекомых при проведении исследований и т. п. 

Практическое значение имеет информация о круге жимолостей и снежноягодников, повреждаемых 
этими фитофагами в Беларуси: она необходима для корректировки предложений об исключении из ас-
сортиментов древесных растений, рекомендуемых к использованию в зеленом строительстве [19; 20], 
тех представителей родов Lonicera и Symphoricarpos, которые отличаются высокой повреждаемостью 
агромизидами. В табл. 2 сведены данные о повреждаемости минирующими мухами тех видов жимо-
лостей и снежноягодников, которые представлены в разного типа декоративных зеленых насаждениях, 
охваченных выполненными исследованиями.

Как следует из табл. 2, жимолости в декоративных зеленых насаждениях Беларуси повреждаются 
личинками 6 видов агромизид, тогда как снежноягодники – 5 видов. 

Наиболее широким кругом трофических связей характеризуется Ch. lonicerae. Среди охваченных 
исследованиями кустарников родов Lonicera и Symphoricarpos не были выявлены повреждения личин-
ками данной минирующей мухи жимолостей Уэбба (L. webbiana) и татарской (L. tatarica). При этом в ли-
тературе имеются указания на повреждение личинками Ch. lonicerae жимолости татарской [14], в связи 
с чем вывод об устойчивости этого обычного для сформированных во второй половине прошлого века 
зеленых насаждений декоративного кустарника представляется преждевременным. Следует отметить, 
что жимолость съедобная (L. caerulea) принадлежит к числу не только декоративных, но и перспек-
тивных для возделывания в Беларуси плодово-ягодных культур [21]. Как показали результаты про-
веденных исследований, в зеленых насаждениях республики она повреждается личинками 2 видов 
минирующих мух – A. cornigera и Ch. lonicerae. 
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Рис. 1. Мина Aulagromyza hendeliana (Hering, 1926) 
на листовой пластинке Lonicera xylosteum L.

Fig. 1. Mine of Aulagromyza hendeliana (Hering, 1926)  
on Lonicera xylosteum L. leaf plate

Рис. 2. Мина Aulagromyza cornigera (Griffiths, 1973) 
на листовой пластинке Lonicera caerulea L.

Fig. 2. Mine of Aulagromyza cornigera (Griffiths, 1973) 
on Lonicera caerulea L. leaf plate

Рис. 3. Мина Aulagromyza luteoscutellata (de Meijere, 1924)  
на листовой пластинке Symphoricarpos albus L.

Fig. 3. Mine of Aulagromyza luteoscutellata (de Meijere, 1924) 
on Symphoricarpos albus L. leaf plate

Рис. 4. Мина Chromatomyia aprilina (Goureau, 1851) 
на листовой пластинке Lonicera xylosteum L.

Fig. 4. Mine of Chromatomyia aprilina (Goureau, 1851) 
on Lonicera xylosteum L. leaf plate

Рис. 5. Мина Chromatomyia periclymeni (Hendel, 1922)  
на листовой пластинке Symphoricarpos albus L.

Fig. 5. Mine of Chromatomyia periclymeni (Hendel, 1922)  
on Symphoricarpos albus L. leaf plate

Рис. 6. Мины Chromatomyia  
lonicerae (Robineau-Desvoidy, 1851) 

на листовой пластинке Lonicera prolifera Rehd.
Fig. 6. Mines of Chromatomyia  

lonicerae (Robineau-Desvoidy, 1851)  
on Lonicera prolifera Rehd. leaf plate
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Т а б л и ц а  2
Повреждаемость жимолостей (Lonicera L.) и снежноягодников (Symphoricarpos Duhamel)  

минирующими мухами (Diptera: Agromyzidae) в декоративных зеленых насаждениях Беларуси

Ta b l e  2 
Damage caused to honeysuckles (Lonicera L.) and snowberries (Symphoricarpos Duhamel)  

by mining flies (Diptera: Agromyzidae) in green areas in Belarus 

Жимолости и снежноягодники
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Lonicera caerulea L. + – – – + –

Lonicera canadensis Bartr. ex Marsh. – – – – + –

Lonicera caprifolium L. – – – – + –

Lonicera caucasica Pall. – – – – + –

Lonicera prolifera Rehd. – + – – + –

Lonicera tatarica L. + + + – – –

Lonicera webbiana Wall. ex DC. – – – – – –

Lonicera xylosteum L. + + + + + +

Symphoricarpos albus L. + + + – + +

Symphoricarpos hesperius G. N. Jones – – – – + –

Уровень вредоносности в декоративных зеленых насаждениях определяется среди прочего распро-
страненностью фитофагов в отдельных регионах страны, а также способностью давать в этих условиях 
вспышки массового размножения либо принадлежностью к числу массовых видов.

В табл. 3 обобщены усредненные за период исследований данные, характеризующие минирующих 
мух, личинки которых повреждают жимолости и снежноягодники в декоративных зеленых насаждениях 
Беларуси.

Т а б л и ц а  3
Распространенность агромизид (Diptera: Agromyzidae), повреждающих жимолости (Lonicera L.)  

и снежноягодники (Symphoricarpos Duhamel), заселенность и поврежденность  
декоративных кустарников в зеленых насаждениях Беларуси

Ta b l e  3
The spreading of mining flies (Diptera: Agromyzidae), damaging honeysuckles (Lonicera L.)  

and snowberries (Symphoricarpos Duhamel), occurrence of mines and degree  
of damage to ornamental shrubs in green areas in Belarus

Фитофаг Заселенность Поврежденность Распространение

Aulagromyza cornigera 3 2 Повсеместное

Aulagromyza hendeliana 1 1 Спорадичное

Aulagromyza luteoscutellata 2 2 Повсеместное

Chromatomyia aprilina 3 3 Спорадичное

Chromatomyia lonicerae 2 2 Повсеместное

Chromatomyia periclymeni 1 1 Спорадичное
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Данные, представленные в табл. 3, позволяют заключить, что к числу массовых и повсеместно рас-
пространенных в декоративных зеленых насаждениях Беларуси принадлежат виды A. cornigera, A. luteo
scutellata и Ch. lonicerae. Именно эти агромизиды и являются значимыми вредителями декоративных 
кустарников, что подтверждают результаты ранее выполненной нами количественной оценки физио-
логической вредоспособности, экологически обусловленной и общей вредоносности минирующих мух 
в декоративных зеленых насаждениях Беларуси [9].

Заключение
Исходя из результатов проведенных исследований, можно сделать следующие выводы:
1. В декоративных зеленых насаждениях Беларуси жимолости (Lonicera L.) и снежноягодники (Sym

phoricarpos Duhamel) повреждаются личинками 6 видов минирующих мух (Diptera: Agromyzidae), 
а именно: Aulagromyza cornigera (Griffiths, 1973), Aulagromyza hendeliana (Hering, 1926), Aulagromyza 
luteoscutellata (de Meijere, 1924), Chromatomyia aprilina (Goureau, 1851), Chromatomyia lonicerae (Robi-
neau-Desvoidy, 1851), Chromatomyia periclymeni (Hendel, 1922). Возможно выявление еще одного вида 
агромизид, известного в фауне сопредельных государств (Литвы и России), – Chromatomyia isicae (He-
ring, 1962).

2. Судя по представленным характеристикам наносимых личинками повреждений (мин), у всех 6 рас-
смотренных видов агромизид они формируются как верхнесторонние или преимущественно верхне-
сторонние. У Ch. aprilina, Ch. lonicerae, Ch. periclymeni пупарии размещаются в минах, у A. cornigera, 
A. hendeliana, A. luteoscutellata – вне мин.

3. Листовые пластинки жимолостей повреждаются личинками 6 видов агромизид, снежноягодни-
ков – 5 видов. Наиболее широким кругом трофических связей характеризуется Ch. lonicerae. Среди ох-
ваченных исследованиями видов декоративных кустарников к повреждению агромизидами устойчива 
лишь Lonicera webbiana Wall. ex DC.

4. На основе оценок поврежденности и заселенности растений, а также распространенности агро-
мизид к числу имеющих хозяйственное значение в качестве вредителей декоративных зеленых насаж-
дений отнесены A. cornigera, A. luteoscutellata и Ch. lonicerae.
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УДК 582.28(476.2)

ФИТОПАТОГЕННЫЕ МИКРОМИЦЕТЫ  
НА ТЕРРИТОРИИ г. КАЛИНКОВИЧИ

Н. А. ЛЕМЕЗА1), И. С. ГИРИЛОВИЧ 1), Я. С. ДАСЬКО1)

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

В результате проведенных исследований на территории г. Калинковичи было обнаружено 186 видов фито-
патогенных грибов и грибоподобных организмов, относящихся к 4 отделам – Oomycota, Ascomycota, Basidio-
mycota и Deuteromycota. Выявленные микромицеты паразитировали на 165 видах питающих растений из 45 се-
мейств. Отдел Ascomycota в пределах города представлен 70 видами из 19 родов, отдел Basidiomycota – 32 видами 
из 9 родов, отдел Deuteromycota – 47 видами из 18 родов, а отдел Oomycota – 37 видами из 7 родов.

Ключевые слова: микромицеты; оомицеты; аскомицеты; базидиомицеты; дейтеромицеты; мучнисторосяные 
грибы; ржавчинные грибы.
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PHYTOPATHOGENIC MICROMYCETES  
OF THE TOWN OF KALINKOVICHI

N. A. LEMEZAа, I. S. HIRILOVICH а, Ja. S. DASKO а

aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus
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As a result of the conducted researches in the territory of Kalinkovichi it was found 186 species of phytopathogenic 
fungi and fungus-like organisms, belonging to 4 divisions – Oomycota, Ascomycota, Basidiomycota and Deuteromycota. 
The detected micromycetes were parasitizing on 165 species of feeding plants from 45 families. The division of Asco-
mycota in the town of Kalinkovichi is represented by 70 species of 19 genera, the division of Basidiomycota – 32 species 
from 9 ge nera, the division of Deuteromycota – 47 species from 18 genera and the division of Oomycota – 37 species from 
7 genera.

Keywords: micromycetes; oomycetes; ascomycetes; basidiomycetes; deuteromycetes; powdery mildew fungi; rust fungi.

Введение
Изучение видового состава, распространения, вредоносности и некоторых экологических особен-

ностей фитопатогенных микромицетов как важнейших консортов любой экосистемы представляет не-
сомненную научную и практическую значимость. Подобные исследования направлены на разработку 
новых и повышение эффективности уже существующих методов борьбы с грибными болезнями рас-
тений, которые ежегодно приводят во всем мире к значительному (более 30 %) снижению урожай-
ности сельскохозяйственных культур и качества получаемой продукции, а также ухудшают декоратив-
ные свойства древесных, кустарниковых и травянистых растений в парках, скверах, садах, оранжереях 
и огородах. 

В последние годы особый интерес представляют исследования микобиоты на урбанизированных 
территориях, в том числе обнаружение инвазивных видов и определение механизма их адаптации 
к экстремальным факторам городской среды, где в силу ряда причин создаются благоприятные условия 
для развития фитопатогенных микромицетов. В городах четко прослеживаются агрессивное влияние 
на растения выбросов промышленных предприятий и автотранспорта в виде газов, жидких аэрозолей, 
попадание в почву используемых солевых растворов, реагентов и вредных веществ с дорожного по-
крытия, загрязнение водоемов промышленными и бытовыми отходами и т. д. Постоянное воздействие 
на растительные организмы многочисленных неблагоприятных факторов техногенной среды отрица-
тельно влияет на их жизнедеятельность, в результате чего резко снижается устойчивость растений, 
используемых в озеленении населенных пунктов, к фитопатогенным грибам.

Подобные целенаправленные исследования на территории г. Калинковичи Гомельской области, где 
работает ряд промышленных предприятий, ранее не проводились.

Материалы и методы исследования
Материалом для исследования служили дикорастущие и культурные растения, пораженные фитопато-

генными микромицетами и произрастающие в различных экологических условиях г. Калинковичи. По-
левые исследования в целях выявления пораженных растений осуществлялись детально-маршрутным 
и стационарным методами в течение вегетационных периодов 2015–2018 гг. Собранный материал об-
рабатывался по общепринятой методике. Идентификация фитопатогенных микромицетов выполнялась 
по [1–12], а питающих растений – по [13; 14].

Результаты и их обсуждение
В ходе проведенных исследований на территории полесского районного центра Калинковичи выяв-

лено 186 видов фитопатогенных грибов и грибоподобных организмов, относящихся к 4 отделам – 
Oomycota, Ascomycota, Basidiomycota и Deuteromycota. При этом отдел Ascomycota был представлен 
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70 видами из 19 родов, отдел Basidiomycota – 32 видами из 9 родов, отдел Deuteromycota – 47 видами 
из 18 родов, а отдел Oomycota – 37 видами из 7 родов. Обнаруженные микромицеты паразитировали на 
165 видах питающих растений из 45 семейств. Главным образом они развивались на листьях, стеблях, 
бутонах, цветках и плодах травянистых, реже древесных растений, а также на растительных остатках. 
Приводим краткий обзор полученных результатов.

Оомицеты включали 37 видов из 2 семейств – Albuginaceae и Peronosporaceae – порядка Perono-
sporales. Большинство видов (22) относились к роду Peronospora, остальные – к родам Hyaloperono spora, 
Para peronospora и Plasmopara (по 3 вида), Albugo и Bremia (по 2 вида), Pseudoperonospora (1 вид). Среди 
представителей рода Peronospora многие были широко распространены во всех геоботанических подзо-
нах республики, в том числе выявленных и на территории г. Калинковичи. Прежде всего это виды Pero-
nospora alta Fuckel на Plantago major L.; P. polygoni Halst. на Polygonum aviculare L.; P. sisymbrii-offici
nalis Gäum. на Sisymbrium officinale (L.) Scop.; P. trifoliorum de Bary на Trifolium pratense L., T. medium L.; 
P. flava Gäum. на Linaria vulgaris Mill.; Bremia lactucae Regel на Arctium lappa L., A. tomentosum Mill., 
Lactuca serriola L., Sonchus arvensis L. и др. Ежегодно отмечалось интенсивное развитие Hyaloperono
spora parasitica (Pers.) Constant., H. erophilae (Gäum.) Göker, H. berteroae (Gäum.) Göker, H. barba reae 
(Gäum.) Göker, Albugo candida (Pers.) Roussel на растениях семейства Brassicaceae. Такие виды, как 
Pseudoperonospora cubensis (Berk. et M. A. Curtis) Rostovzev, Plasmopara viticola (Berk. et M. A. Curtis) 
Berl. et De Toni, Pl. nivea (Unger) J. Schröt., Paraperonospora leptosperma (de Bary) Constant., P. tanaceti 
(Gäum.) Constant., Peronospora farinosa (Fr.) Fr., Albugo bliti (Biv.) Kuntze, имели ограниченное распро-
странение, но вызывали высокую степень поражения в местах произрастания питающих растений. Зна-
чительно реже встречались Bremia cirsii (Jacz. ex Uljan.) J. F. Tao et Y. N. Yu, Paraperonospora sulphurea 
(Gäum.) Constant., Peronospora aestivalis Syd., P. arthuri Farl., P. chelidonii Miyabe, P. cyparissiae de Bary, 
P. meliloti Syd., P. rumicis Corda, P. verna Gäum., P. violae de Bary.

Анализ полученных результатов свидетельствует о том, что представители порядка Peronosporales 
паразитировали на 44 видах питающих растений из 40 родов 20 семейств. Наибольшее количество 
видов питающих растений (10) относились к семейству Asteraceae. Семейства Brassicaceae и Fabaceae 
включали по 6 видов, Caryophyllaceae, Polygonaceae, Plantaginaceae, Ranunculaceae и Scrophulariaceae – 
по 2 вида, остальные – по 1 виду питающих растений.

Аскомицеты были представлены 70 видами из 19 родов 7 порядков. Преобладающее число ви-
дов (53) принадлежали к 7 родам порядка Erysiphales. Из них доминирующими по видовому составу 
являлись роды Erysiphe (28), Podosphaera (10), Golovinomyces (8), Phyllactinia (3), Sawadaea (2). Роды 
Blumeria и Neoеrysiphe включали по 1 виду.

Многие виды мучнисторосяных грибов – Erysiphe adunca (Wallr.) Fr., E. palczewskii (Jacz.) U. Braun 
et S. Takam., E. buhrii U. Braun, E. berberidis DC., E. flexuosa (Peck) U. Braun et S. Takam., E. cruciferarum 
Opiz ex L. Junell, E. polygoni DC., E. trifoliorum (Wallr.) U. Braun, Golovinomyces ambrosiae (Schwein.) 
U. Braun et R. T. A. Cook, G. asterum (Schwein.) U. Braun, G. depressus (Wallr.) V. P. Heluta, G. magnicel
lulatus (U. Braun) V. P. Heluta, Podosphaera pannosa (Wallr.: Fr.) de Bary, P. xanthii (Castagne) U. Braun 
et S. Takam., Sawadaea bicornis (Wallr.: Fr.) Homma – встречались практически повсеместно и вызывали 
высокую степень поражения питающих растений.

Ограниченное распространение среди эризифальных грибов имели такие виды, как Erysiphe cory
lacearum U. Braun et S. Takam., E. fraxinicola U. Braun et S. Takam., E. ulmi Castagne, E. alphitoides (Grif-
fon et Maubl.) U. Braun et S. Takam., E. syringae Schwein., E. necator Schwein., Golovinomyces cynoglossi 
(Wallr.) V. P. Heluta и др. 

Мучнисторосяные грибы паразитировали на 96 видах питающих растений из 84 родов 32 семейств. 
Другие порядки аскомицетов включали небольшое количество видов. Так, порядок Rhytismatales 

был представлен 6 видами, Hypocreales – 4, Taphrinales – 3, Phyllachorales – 2, а Diaporthales и Pleo-
sporales – 1 видом каждый. Относящиеся к перечисленным порядкам виды имели ограниченное рас-
пространение в культурфитоценозах города. В частности, такие представители ритизмовых, как Rhytis
ma acerinum (Pers.) Fr. (выявлена на Acer platanoides и A. ginnala), Rh. salicinum (Pers.) Fr. (обнаружена 
на представителях рода Salix), Lophodermium pinastri (Schrad.) Chevall., L. seditiosum Minter et al. (выяв-
лены на Pinus sylvestris), вызывали образование на листьях черных стром. Виды, относящиеся к поряд-
ку гипокрейных (Nectria cinnabarina (Tode) Fr., Neonectria ditissima (Tul. et C. Tul.) Samuels et Rossman), 
образовывали на поврежденных ветвях и стволах древесных и кустарниковых растений оранжевые 
стромы. Также было отмечено поражение грибом Ophiognomonia leptostyla (Fr.) Sogonov растения Jug
lans regia L., Phyllachora graminis (Pers.) Fuckel – Bromopsis inermis (Leyss.) Holub, Polystigma rubrum 
(Pers.) DC. – Prunus domestica L., Didymella applanata (Niessl) Sacc. – Rubus idaeus L. Тафриновые грибы 
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(Taphrina padi (Jacz.) Mix, T. pruni (Fuckel) Tul., T. populina Fries) вызывали повреждения плодов чере-
мухи и сливы, листьев тополей.

Таким образом, аскомицеты паразитировали на 104 видах питающих растений из 84 родов 32 се-
мейств.

Базидиомицеты включали 32 вида из 9 родов порядка Pucciniales. Среди ржавчинных (пукциние-
вых) грибов доминирующими являлись виды, относящиеся к родам Puccinia (17), Uromyces (5), Phrag
midium (3), Melampsora (2). Роды Coleosporium, Cumminsiella, Gymnosporangium, Melampsoridium, Pucci-
niastrum были представлены по 1 виду каждый. 

Широкое распространение получили такие виды, как Phragmidium mucronatum (Pers.) Schltdl., 
Ph. potentillae (Pers.) P. Karst., Melampsora epitea Thüm., Uromyces polygoni-avicularis (Pers.) G. H. Otth, 
U. pisi-sativi (Pers.) Liro, U. rumicis (Schumach.) G. Winter, Puccinia calcitrapae DC., P. chrysanthemi Roze, 
P. helianthi Schwein., P. hieracii (Röhl.) H. Mart., P. malvacearum Bertero ex Mont., P. opizii Bubák, P. puncti
formis (F. Strauss) Röhl., P. tanaceti DC., Coleosporium tussilaginis (Pers.) Lév. и др. Реже встречались 
Cumminsiella mirabilissima (Peck) Nannf., Melampsora magnusiana G. H. Wagner, Melampsoridium betuli
num (Pers.) Kleb., Pucciniastrum areolatum (Fr.) G. H. Otth, Gymnosporangium cornutum Arthur ex F. Kern, 
Puccinia agrostidis Plowr., P. porri (Sowerby) G. Winter, P. carthami Corda, P. menthae Pers., P. poarum 
Nielsen, Uromyces lupinicola Bubák и др. Следует отметить, что среди пукциниевых преобладали полно-
цикловые виды.

Наибольшее число видов пораженных ржавчинными грибами растений относились к семействам 
Asteraceae (12), Rosaceae (8), Poaceae (5), Fabaceae (4), Polygonaceae (3). Семейства Apiaceae, Lamiaceae 
и Malvaceae включали по 2 вида, остальные были представлены 1 видом каждое.

Базидиальные грибы развивались на 46 видах растений-хозяев, принадлежащих к 39 родам 16 се-
мейств.

Дейтеромицеты включали 47 видов, относящихся к 2 классам – Hyphomycetes (23 вида из 10 родов) 
и Coelomycetes (24 вида из 8 родов).

Гифомицеты были представлены такими родами, как Ramularia (5 видов), Fusicladium (4 вида), Mo-
nilia (3 вида), Alternaria, Botrytis, Cercospora, Cladosporium (по 2 вида), Cercosporella, Helminthosporium 
и Leptoxyphium (по 1 виду каждый). Наиболее широкое распространение среди гифомицетов получили 
Cercospora microsora Sacc. на Tilia сordata Mill., C. ligustrina Boerema на Ligustrum vulgare L., Ramula
ria heraclei (Oudem.) Sacc. на Heracleum sibiricum L., R. tulasnei Sacc. на Fragaria × ananassa (Weston) 
Duchesne ex Rozier, R. urticae Ces. на Urtica urens L., Leptoxyphium fumago (Woron.) R. C. Srivast. на Tilia 
cordata Mill. и других растениях. Botrytis cinerea Pers., B. paeoniae Oudem., Monilia cinerea Bonard. на 
Cerasus vulgaris Mill., M. cydoniae Schellenb. на Chaenomeles japonica (Thunb.) Lindl. имели ограничен-
ное распространение. Гифомицеты развивались на живых органах (листьях, стеблях, плодах) 25 видов 
питающих растений из 12 cемейств.

Целомицеты включали такие роды, как Septoria (6 видов), Phyllosticta (5 видов), Gloeosporium (4 вида), 
Marssonina (3 вида), Ascochyta и Cylindrosporium (по 2 вида), Entomosporium и Polystigma (по 1 виду). 
Интенсивное поражение растений вызывали Phyllosticta sorbi Westend. на Sorbus aucuparia L., Ph. paviae 
Desm. на Aesculus hippocastanum L., Marssonina populi (Lib.) Magnus на Populus tremula L., M. rosae (Lib.) 
Died. на Rosa sp. cult., Septoria paeoniae Westend. на Paeonia lactiflora Pall., S. populi Desm. на Populus 
balsamifera L., P. suaveolens Fisch. и др. Целомицеты паразитировали на 21 виде питающих растений из 
12 семейств.

Дейтеромицеты выявлены на 38 видах питающих растений из 35 родов 18 семейств. Больше всего 
видов растений-хозяев отмечено в семействах Rosaceae (9) и Salicaceae (4). В составе других семейств 
обнаружено по 1–2 вида пораженных растений.

Анализ полученных результатов показывает, что для такой сравнительно небольшой террито-
рии, какую занимает г. Калинковичи, видовой состав фитопатогенных микромицетов достаточно 
велик (186 видов). Среди них значительное количество видов встречаются во всех геоботанических 
подзонах страны. Это обусловлено не только повсеместным произрастанием питающих их расте-
ний, но и экологическими условиями, которые в разных частях города заметно отличаются друг от 
друга.

Многие виды фитопатогенных грибов и грибоподобных организмов имеют широкое распростране-
ние по всей территории города и поражают как дикорастущие, так и культивируемые растения. Боль-
шинство питающих растений представлены травянистыми и древесными формами, среди которых есть 
ценные в народно-хозяйственном значении виды (цветочные, лекарственные, пищевые, декоративные 
древесные и кустарниковые растения). 
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Такое разнообразие видового состава фитопатогенных микромицетов на территории города обус-
ловлено не только достаточно высокой видовой насыщенностью растений-хозяев, но и значительным 
антропогенным влиянием на растительные комплексы – парки, скверы, сады, клумбы и т. д. Постоян-
ное воздействие на растительные организмы многочисленных неблагоприятных факторов техногенной 
среды отрицательно сказывается на жизнедеятельности растений и тем самым резко ослабляет их им-
мунитет. Нами установлено, что различные типы насаждений (парки, скверы, посадки вблизи зданий, 
обсадки дорог и др.) отличаются видовым составом не только используемых в озеленении растений, 
но и микромицетов. Подавляющее большинство видов пораженных патогенами растений встречаются 
в зонах повышенной загрязненности окружающей среды, т. е. в обсадках шоссе, автостоянок, вокзалов, 
гаражных кооперативов и промышленных предприятий, в рудеральных местах, живой изгороди, на 
придорожных клумбах и в аллеях. В относительно удаленных от дорог и промышленных предприятий 
местах (лесопарковые зоны, закрытые жилые комплексы и др.) обнаруживается меньшее количество 
пораженных грибами растений.
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АННОТАЦИИ ДЕПОНИРОВАННЫХ В БГУ РАБОТ

INDICATIVE ABSTRACTS OF THE PAPERS DEPOSITED IN BSU

УДК 576.314:577.1(075.8)+577.352(075.8)
Орёл Н. М. Биохимия мембран и межклеточных коммуникаций [Электронный ресурс] : электрон. 
учеб.-метод. комплекс для спец.: 1-31 80 01 «Биология», 1-31 80 02 «Биохимия» / Н. М. Орёл ; БГУ. 
Электрон. текстовые дан. Минск, 2019. 176 с. : ил. Библиогр.: с. 171–176. Режим доступа: http://elib.
bsu.by/handle/123456789/234270. Загл. с экрана. Деп. 20.11.2019, № 011020112019.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов магистратуры. Со-
держание ЭУМК посвящено биохимии клеточных мембран, их строению, биогенезу, механизмам, обе-
спечивающим селективную проницаемость, транспорт, функционирование ассоциированных с мемб-
ранами ферментов, рецепторов, регуляторных веществ, формирование межклеточных контактов. В нем 
уделяется внимание методологии биохимических исследований этих клеточных структур, значению 
изу чения биологических мембран и межклеточных коммуникаций для решения фундаментальных и при-
кладных задач биологии, медицины, сельского хозяйства.

УДК 57(075.3)
Селивёрстова А. В. Биология [Электронный ресурс] : электрон. учеб.-метод. комплекс для слушате-
лей подготов. отд-ния и подготов. курсов фак. доунив. образования / А. В. Селивёрстова ; БГУ. Элек-
трон. текстовые дан. Минск, 2019. 379 с. Библиогр.: с. 378–379. Режим доступа: http://elib.bsu.by/
handle/123456789/237574. Загл. с экрана. Деп. 16.01.2020, № 000116012020.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) по учебной дисциплине «Биология» пред-
назначен для реализации требований образовательной программы подготовки слушателей подготови-
тельного отделения и подготовительных курсов факультета доуниверситетского образования к участию 
в цент рализованном тестировании в учреждениях высшего образования Республики Беларусь. Содер-
жание ЭУМК предполагает изучение основных разделов курса биологии: «Вирусы», «Прокариоты», 
«Про тисты», «Грибы», «Лишайники», «Растения», «Животные», «Человек», «Общая биология».



62

СОДЕРЖАНИЕ

КЛЕТОЧНАЯ БИОЛОГИЯ И ФИЗИОЛОГИЯ
Потапович А. И., Сухан Т. О., Шутова Т. Г., Костюк В. А. Рецептор-опосредованный эндо-

цитоз – важный путь поступления желатиновых наночастиц в клетки .................................... 3
Мацкевич В. С., Шикер А. А., Звонарев С. Н., Лицкевич К. С., Ту ровец О. А., Смолич И. И., 

Соколик А. И., Демидчик В. В. Ингибирование ростовых процессов и индукция запрограм-
мированной клеточной гибели в корне Helianthus annuus L. под действием ионов никеля 
и никель-гистидиновых комплексов ............................................................................................. 11

БИОХИМИЯ
Приступа К. В., Кукулянская Т. А., Храмцова Е. А. Анализ содержания фенольных анти-

оксидантов и аскорбиновой кислоты в трансгенных растениях Nicotiana tabacum, выращен-
ных в ус ловиях абиотического стресса ......................................................................................... 20

Губич О. И., Бандык Я. А., Залесская Н. А., Окорокова С. С., Капаник А. И., Герасимова А. Э. 
Исследование адаптогенных, сахароснижающих и гепатопротекторных свойств клитории трой-
чатой (Clitoria ternatea L.) на экспериментальных моделях in vivo ................................................ 27

ГЕНЕТИКА И МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ
Руткевич Д. А., Королева Е. С., Храмцова Е. А. Изучение влияния acdS-гена бактерий 

Pseudomonas putida B-37 на трансгенные растения Nicotiana tabacum в условиях абиотиче-
ского стресса .................................................................................................................................... 39

ЗООЛОГИЯ
Волосач М. В. Минирующие мухи (Diptera: Agromyzidae) – фитофаги жимолостей (Loni

cera L.) и снежноягодников (Symphoricarpos Duhamel) в декоративных зеленых насаждениях 
Беларуси ........................................................................................................................................... 47

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
Лемеза Н. А., Гирилович И. С., Дасько Я. С. Фитопатогенные микромицеты на террито-

рии г. Калинковичи ......................................................................................................................... 55

Аннотации депонированных в БГУ работ ............................................................................... 61



63

CONTENTS

CELL BIOLOGY AND PHYSIOLOGY
Potapovich А. I., Suhan T. O., Shutava T. G., Kostyuk V. A. Receptor-mediated endocytosis is 

an important way for gelatin nanoparticles penetration into cells .................................................... 3
Mackievic V. S., Shyker A. A., Zvanarou S. M., Litskevich K. S., Tu rovets O. A., Smolich I. I., 

Sokolik A. I., Demidchik V. V. Growth inhi bition and induction of programmed cell death in the 
root of Helianthus annuus L. triggered by nickel ions and nickel-histidine complexes ................... 11

BIOCHEMISTRY
Pristupa K. V., Kukulianskaya T. A., Khramtsova E. A. Analysis of the low-molecular weight 

antioxidants of transgenic plants Nicotiana tabacum under abiotic stress conditions ...................... 20
Hubich A. I., Bandyk Y. A., Zalesskaya N. A., Okarakava S. S., Kapa nic A. I., Herasimava A. E. 

The investigation of adaptogenic, hypo glycemic and hepatoprotective properties of Clitoria ter
natea L. on experimental models in vivo .......................................................................................... 27

GENETICS AND MOLECULAR BIOLOGY
Rutkevich D. A., Karaleva K. S., Khramtsova E. A. The influence of bacteria acdS-gene of Pseudo-

monas putida B-37 on Nicotiana tabacum transgenic plants under abiotic stress conditions ............. 39

ZOOLOGY
Volosach M. V. Mining flies (Diptera: Agromyzidae) – phytophages of honeysuckles (Loni

cera L.) and snowberries (Symphoricarpos Duhamel) in green areas in Belarus ............................ 47

SHORT COMMUNICATIONS
Lemeza N. A., Hirilovich I. S., Dasko Ja. S. Phytopathogenic micromycetes of the town of Ka-

linkovichi .......................................................................................................................................... 55

Indicative abstracts of the papers deposited in BSU ................................................................... 61



Журнал Белорусского  
государственного университета. Биология.  

№ 1. 2020

Учредитель:
Белорусский государственный университет

Юридический адрес: пр. Независимости, 4,  
220030, г. Минск. 

Почтовый адрес: пр. Независимости, 4,  
220030, г. Минск.

Тел. (017) 259-70-74, (017) 259-70-75.
E-mail: jbiol@bsu.by

URL: https://journals.bsu.by/index.php/biology

«Журнал Белорусского государственного  
университета. Биология» издается с января 1969 г. 
До 2017 г. выходил под названием «Вестник БГУ.

Серия 2, Химия. Биология. География»  
(ISSN 2308-9164).

Редактор О. А. Семенец
Технический редактор В. В. Пишкова 

Корректор Л. А. Меркуль

Подписано в печать 27.02.2020.   
Тираж 100 экз. Заказ 88.

Республиканское унитарное предприятие
«Информационно-вычислительный центр  

Министерства финансов Республики Беларусь».
ЛП № 02330/89 от 03.03.2014.

Ул. Кальварийская, 17, 220004, г. Минск. 

© БГУ, 2020

Journal  
of the Belarusian State University. Biology. 
No. 1. 2020 

Founder:
Belarusian State University

Registered address: 4 Niezaliežnasci Ave.,  
Minsk 220030. 
Correspondence address: 4 Niezaliežnasci Ave., 
Minsk 220030.
Tel. (017) 259-70-74, (017) 259-70-75.
E-mail: jbiol@bsu.by
URL: https://journals.bsu.by/index.php/biology

«Journal of the Belarusian State University. Biology»  
published since January, 1969.
Until 2017 named «Vestnik BGU.
Seriya 2, Khimiya. Biologiya. Geografiya» 
(ISSN 2308-9164).

Editor O. A. Semenets
Technical editor V. V. Pishkova
Proofreader L. A. Merkulʼ

Signed print 27.02.2020. 
Edition 100 copies. Order number 88.

Republican Unitary Enterprise
«Informatsionno-vychislitelʼnyi tsentr
Ministerstva finansov Respubliki Belarusʼ».
License for publishing No. 02330/89, 3 March 2014.
17 Kalʼvaryjskaja Str., Minsk 220004.

© BSU, 2020

Журнал включен Высшей аттестационной комиссией Респуб лики Беларусь в Перечень научных 
изданий для опубликования результатов диссертационных исследований по биологическим наукам.

Журнал включен в библиографическую базу данных научных публикаций «Российский индекс 
науч ного цитирования» (РИНЦ).


