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МЕХАНИЗМ ТРАНСМЕМБРАННОГО  
И ДАЛЬНЕГО ТРАНСПОРТА НИКЕЛЯ В ВЫСШИХ РАСТЕНИЯХ

В. С. МАЦКЕВИЧ 1), В. В. ДЕМИДЧИК1)

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

Никель (Ni2+ ) – незаменимый элемент минерального питания растений, который необходим для нормального 
протекания физиологических процессов в очень небольших количествах. В высоких концентрациях данный тя-
желый металл негативно влияет на метаболизм и оказывает выраженное токсическое действие. В последние годы 
появился ряд работ, посвященных изучению накопления, распределения и транслокации Ni2+ в тканях высших 
растений. Установлено, что поглощение Ni2+ может осуществляться путем пассивного либо активного переноса 
через плазматическую мембрану клеток корня. Пассивный транспорт обеспечивается посредством неселектив-
ных катионных каналов, при этом наибольший вклад, вероятно, вносят члены семейства каналов, активируемых 
циклическими нуклеотидами (CNGC). Активный транспорт идет с участием специальных белков-переносчиков, 
в первую очередь ZIP (Zn-регулируемые, Fe-регулируемые белки-транспортеры), что экспериментально продемон-
стрировано пока для IRT1 (Fe-регулируемые белки-транспортеры). Загрузка Ni2+ в ксилему и его перераспределение 
по различным органам и тканям растения осуществляется активными транспортерами ZIP, HMA (АТФазы тяжелых 
металлов P1B-типа) и NRAMP (белки макрофагов, ассоциированные с естественной резистентностью). На данный 
процесс оказывают влияние синтез и концентрация комплексообразователей, таких как гистидин, никотинамин, 
глутатион, фитохелатины, фенолы и органические кислоты. Дальнейшие исследования в области транспорта Ni2+, 
вероятно, будут фокусироваться на установлении субъединиц неселективных катионных каналов, ответственных 
за вход никеля в клетки корневой системы растений, выявлении взаимосвязи между транспортными процессами 
и их регуляции на посттранскрипционном и посттрансляционном уровнях. 
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MECHANISM OF TRANSMEMBRANE  
AND LONG -DISTANCE TRANSPORT  

OF NICKEL IN HIGHER PLANTS

V. S. MACKIEVIC a, V. V. DEMIDCHIK a

aBelarusian State University, 4 Niezaliezhnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus
Corresponding author: V. V. Demidchik (dzemidchyk@bsu.by)

Nickel (Ni2+ ) is an indispensable element of mineral nutrition in plants, which is needed for the normal course of phy
siological processes in very small quantities. In high concentrations, this heavy metal is harmful to metabolism and causes 
a pronounced toxic effect. In recent years, a number of works have appeared devoted to the study of Ni2+ accumulation, 
distribution and translocation in the tissues of higher plants. It has been established that Ni2+ uptake can be carried out by 
passive or active transfer through the plasma membrane of root cells. Passive transport is mediated through non-selective 
cation channels, with members of the cyclic nucleotide-gated channel (CNGC) family probably contributing the most. 
Active transport occurs with the participation of special transporter proteins, primarily ZIP (zinc-regulated, iron-regulated 
transporter-like proteins), which has so far been experimentally demonstrated for IRT1 (iron-regulated transporter-like 
proteins). Ni2+ is loaded into the xylem and redistributed to various plant organs and tissues by active transporters ZIP, 
HMA (P1B-type heavy metal ATPases) and NRAMP (natural resistance-associated macrophage proteins). This process is 
influenced by the synthesis and concentration of complexing agents such as histidine, nicotinamine, glutathione, phyto-
chelatins, phenols and organic acids. Further studies in the field of Ni2+ transport will probably focus on the identification 
of subunits of non-selective cation channels responsible for the entry of nickel into the plant root cells, and the identifica-
tion of the relations between transport processes and their regulation at the posttranscriptional and posttranslational levels.

Keywords: nickel; cation channels; active transport; higher plants.
Acknowledgements. The work was carried out within the framework of the assignment «Study of the functional interac

tion of signal-regulatory and antioxidant systems under stress in order to increase the overall stress resistance of higher 
plants and create new biotechnologies» (state registration No. 20211222) of the subprogramme «Molecular and cellular 
biotechnologies – 2» of the state programme of scientific research «Biotechnologies-2» for 2021–2025.

Введение
Никель является химическим элементом 10-й группы (ранее – группа VIIIB) периодической систе-

мы с атомным номером 28 и атомной массой 58,69 [1]. В природе данный металл представлен смесью 
5 стабильных изотопов – 58 Ni (68,08 %), 60 Ni (26,22 %), 61Ni (1,14 %), 62 Ni (3,63 %) и 64 Ni (0,93 %). Также 
имеются искусственно созданные изотопы никеля, самые стабильные из которых – 59 Ni (период полу-
распада 105 лет), 63 Ni (период полураспада 100 лет) и 56 Ni (период полураспада 6 сут). Атомы никеля 
имеют внешнюю электронную конфигурацию [Ar]3d 84s2. Наиболее устойчивым для никеля является со-
стояние окисления 0 или +2, тем не менее также встречаются степени окисления +1, +3 и + 4 [2]. По своим 
химическим свойствам никель схож с другими металлами, такими как железо, кобальт и медь. Однако, 
в отличие от кобальта и железа, в водном растворе никель стабилен только в степени окисления +2 [3], 
при этом стабильность Ni2+ сохраняется в широком диапазоне pH и редокс-условий почвенных раство-
ров [4]. Основные физические характеристики иона никеля(II) в сравнении с характеристиками ионов 
других металлов приведены в таблице. По величине кристаллического радиуса (0,70 Å) Ni2+ наиболее 
близок к Co2+ (0,72 Å), Zn2+ (0,74 Å), Fe2+ (0,75 Å) и Mg2+ (0,65 Å) [5–9], а по величине гидратированного 
радиуса (4,04 Å) – к Ва2+ (4,04 Å), Pb2+ (4,01 Å), Сa2+ (4,12 Å) и Sr2+ (4,12 Å) [5].
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Сравнительная характеристика некоторых физических  
параметров ионов металлов при температуре 25 °С

Characteristics of some physical parameters of metal ions at temperature of 25 °C

Ион Координационное  
число

Энергия  
гидратации 

ионов,  
кДж/моль

Кристаллический радиус, Å
Радиус  

Стокса –  
Эйнштейна, Å

Гидрати-
рованный 
радиус, Å

По  
Полингу

По  
Мелвин-
Хьюзу

По  
Гольдшмидту

По  
Ингольду

По  
Бокию

Al3+ 4, 5 ,6* – 4665 0,50 0,550 0,57 0,72 0,57 4,39 4,75

Ba2+ 6, 7, 8*, 9, 10,  
11, 12 –1305 1,35 1,395 1,34 1,53 1,38 2,90 4,04

Ca2+ 6*, 7, 8, 9, 10, 12 –1577 0,99 1,051 0,99 1,18 1,04 3,10 4,12

Cd2+ 4, 5, 6*, 7, 8, 12 –1807 0,97 0,990 0,97 1,14 0,99 3,41 4,26

Co2+ 4, 5, 6*, 8 –1996 0,72 0,780 0,72 – 0,78 3,35 4,23

Cs+ 6, 8*, 9, 10, 11, 12   –264 1,69 1,678 1,67 1,69 1,65 1,19 3,29

Cu2+ 4, 5*, 6* –2100 – 0,470 0,72 0,96 0,80 3,25 4,19

Fe2+ 4, 5, 6*, 8 –1946 0,75 0,800 0,71 – 0,80 3,44 4,28

Fe3+ 4, 5, 6*, 8 – 4430 0,60 0,670 0,74 – 0,67 4,05 4,57

K+ 4, 6*, 7, 8, 9,  
10, 12   –322 1,33 1,341 1,33 1,33 1,33 1,25 3,31

Mg2+ 4, 5, 6*, 8 –1921 0,65 0,780 0,66 0,82 0,74 3,47 4,28

Mn2+ 4, 5, 6*, 7, 8 –1841 0,80 0,830 0,80 – 0,91 3,68 4,38

Na+ 4, 5*, 6, 7, 8, 9, 12  – 406 0,95 1,012 0,97 0,95 – 1,84 3,58

Ni2+ 4, 5, 6* –2105 0,70 0,740 0,69 – 0,74 2,92 4,04

Pb2+ 4, 6, 7, 8, 9, 10, 
11, 12 –1481 – 1,280 1,20 – 1,25 2,83 4,01

Sr2+ 6*, 7, 8, 9, 10, 12 –1443 1,13 1,175 1,12 1,32 1,20 3,10 4,12

Zn2+ 4, 5, 6*, 8 –2046 0,74 0,566 0,74 0,88 0,83 3,49 4,19
П р и м е ч а н и я: 1. Составлено на основе данных источников [5–9]. 2. Звездочкой отмечено наиболее типичное координа-

ционное число для каждого иона.

Никель является пятым по распространенности элементом на Земле после железа, кислорода, крем-
ния и магния [10]. Доля никеля в верхней части литосферы, где он сосредоточен в магматических по-
родах в виде свободного металла или комплексов с железом, составляет 3% [11]. Никель и его со-
единения естественным образом присутствуют в земной коре и в относительно больших количествах 
выбрасываются в атмосферу при извержении вулканов, лесных пожарах, образовании метеорной пыли 
и т. д. [1; 10 –12]. В последние 100 лет значительная часть выбросов никеля в атмосферу имеет антро-
погенную природу, т. е. обусловливается добычей полезных ископаемых, выплавкой и переработкой не-
ржавеющей стали и других никельсодержащих сплавов, использованием никеля в качестве катализатора 
и различного рода покрытий, сжиганием ископаемого топлива и переработкой отходов [1].

Для растений никель является важным микроэлементом, в первую очередь как компонент ряда фер-
ментов (уреаза, глиоксалаза, пептидная деформилаза, метил-КоМ-редуктаза, некоторые супероксид-
дисмутазы и гидрогеназы) [12; 13]. Следовательно, он играет значимую роль в различных метаболиче-
ских процессах, включая уреолиз, водородный обмен, биогенез метана и ацетогенез [13]. Тем не менее 
потребность растений в данном металле невысока. Для большинства видов концентрация Ni2+ свыше 
10 –50 мкмоль/л в почвенном растворе вызывает токсические эффекты: ингибирует прорастание семян, 
тормозит ростовые процессы, подавляет фотосинтез и клеточное дыхание, нарушает транспорт сахаров 
и микроэлементов, индуцирует хлороз, некроз и увядание [12–14]. Кроме того, Ni2+ способен накапли-
ваться в тканях растения, что обеспечивает возможность попадания больших доз никеля по пищевым 
цепям в организм животных и человека. 
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В последние годы появился ряд работ, посвященных изучению накопления, распределения и транс-
локации никеля в тканях высших растений [15–22]. В первую очередь с использованием гистохимиче-
ских методов определяется содержание никеля в различных частях растений и анализируется влияние 
на этот параметр эндогенных лигандов. Также большой пласт исследований проводится на растениях-
гипераккумуляторах в связи с высоким потенциалом изучения физиологических процессов в данной 
группе растений для повышения эффективности усвоения микроэлементов и продуктивности сельско-
хозяйственных культур, а также для разработки различных приложений в области фиторемедиации, 
фитомайнинга, биофортификации и питательной безопасности сельскохозяйственных культур. Тем не 
менее на основе упомянутых работ пока не сформировано общепринятое мнение о механизмах транс-
мембранного и дальнего транспорта никеля в растениях. В настоящей статье была предпринята попытка 
определить потенциальные белковые комплексы, вовлеченные в транспорт никеля в высших растениях, 
основываясь на экспериментальных данных о поступлении и распределении Ni2+ и других металлов, 
имеющих схожие физико-химические характеристики.

Биодоступность никеля  
и его поступление в растительный организм

Под биологической доступностью (или биодоступностью) химических элементов понимают ту часть 
от общего количества данного элемента в среде, которая потенциально может быть поглощена организ-
мами [23]. Биодоступность тяжелых металлов в наземных экосистемах зависит от их физико-химической 
формы [24], характеристик почвы [25] и биологических особенностей организмов [26]. Также важным 
фактором является наличие в среде металлов-микроэлементов [27]. Недавно было отмечено, что вне-
сение оксида кальция из расчета 5 % от массы почвы на 15-е сутки увеличивает рН среды и снижает 
биодоступность никеля в 2,5 раза (с 93,8 % (для необработанной почвы) до 36,7 %) [28]. Другим некон-
курентным ингибитором поступления Ni2+ является Mg2+, что продемонстрировано в исследованиях на 
корнях Berkheya coddii [29] и Hordeum vulgare [30]. В отсеченных корнях ячменя ингибирование входа 
Ni2+ показано для ионов Zn2+, Cu2+, Co2+, Cd2+ и Pb2+, при этом Zn2+ и Cu2+ были сильноконкурентными, 
Co2+ – слабоконкурентным, а Cd2+ и Pb2+ – неконкурентными ингибиторами Ni2+. В то же время Mn2+ 
не влиял на поглощение Ni2+ [30]. Кроме того, важный вклад в доступность металлов и их подвижность 
в ризосфере вносят корневые экссудаты и микроорганизмы [31]. В частности, на поступление и транс-
локацию никеля влияют S-содержащие лиганды (например, глутатион и фитохелатины), N-содержащие 
лиганды (например, никотинамин, производные S-аденозил-L-метионина, гистидина и других амино-
кислот) и O-содержащие лиганды (например, фенолы и органические кислоты) [17]. 

Поступление металлов в растительный организм происходит преимущественно за счет поглощения 
корнями, но может осуществляться и за счет поглощения листьями [32]. Поглощение тяжелых метал-
лов корневой системой представляет собой сложный процесс переноса металла из почвенного раствора 
внутрь клеток ризодермы [31]. Предполагается, что поглощение никеля соответствует кинетике Михаэ-
лиса – Ментен со значениями константы Михаэлиса – Ментен (Km ) в диапазоне 0,51–379,0 мкмоль/л [33]. 
Наблюдаемая вариабельность Km в зависимости от диапазона концентраций Ni2+ в почвенном растворе 
свидетельствует о многофазности данного процесса. Относительно высокие значения кажущейся Km при 
увеличении содержания никеля во внешнем растворе более 50 мкмоль/л указывают на переход от высоко-
аффинных к низкоаффинным транспортным системам. Поступление никеля и других тяжелых металлов 
в корни может осуществляться по двум механизмам: путем пассивного транспорта ионов в клетку по гра-
диенту электрохимического потенциала (через ионные каналы) без затрат энергии либо путем активного 
транспорта ионов специализированными белками-переносчиками с затратами энергии [34 –36].

Ионные каналы мембран растений,  
проницаемые для двухвалентных катионов,  

как потенциальный механизм транспорта никеля у высших растений 
Пассивный транспорт металлов в клетку потенциально может осуществляться посредством несе-

лективных катионных каналов: деполяризационно-активируемых Са2+-проницаемых каналов, гиперпо-
ляризационно-активируемых Са2+-проницаемых каналов и потенциалнезависимых Са2+-проницаемых 
каналов [37–39]. Деполяризационно-активируемые и потенциалнезависимые Са2+-проницаемые каналы 
«физиологически» обнаруживаются в клетках корня, ксилемы, замыкающих клетках устьиц. Гиперполяри-
зационно-активируемые Са2+-проницаемые каналы преимущественно локализованы в корневых волосках 
и клетках корня в зоне роста растяжением [2; 40]. Вероятно, эти каналы кодируются следующими семей-
ствами генов: CNGC (гены, которые кодируют каналы, активируемые циклическими нуклеотидами) [41– 45]; 
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GLR (гены, которые кодируют каналы, подобные глутаматным рецепторам) [46 –51]; ANN (гены, которые 
кодируют аннексины) [52–55]; MSL (гены, которые кодируют каналы, похожие на механочувствительные 
каналы малой проводимости) [56 –58]; MCA (гены, которые кодируют каналы Mid1-комплементарной 
активности) [56; 59; 60]; Piezo (гены, которые кодируют пьезоканалы) [61; 62]; OSCA (гены, которые 
кодируют каналы, индуцируемые гиперосмоляльностью) [63–68].

Каналы, активируемые циклическими нуклеотидами (cyclic nucleotide-gated channels, CNGC). 
Каналы CNGC представляют собой большое семейство неселективных катионных каналов растений, 
которое разделено на 6  филогенетических ветвей, схожих по структуре с  каналами CNGC живот-
ных [41]. Они имеют тетрамерное строение [42]. Каждая субъединица канала включает 6 трансмемб
ранных доменов, а на С-конце содержит домен связывания циклических нуклеотидов, имеющий стан-
дартную структуру b-сэндвича (нуклеотид связывается внутри кармана между b-слоями) [39]. Первый 
представитель семейства генов CNGC – ген HvCBT1 – был охарактеризован в ячмене [69]. В настоящее 
время с помощью биоинформационных методов идентифицированы 16 генов OsCNGC в рисе, 18 ге-
нов SlCNGC в томате, 26 генов BoCNGC в капусте [44]. 

Геном Arabidopsis thaliana содержит 20 представителей семейства генов CNGC, которые можно разделить 
на 5 групп (I, II, III, IV-A и IV-B) на основе сходства их нуклеотидных последовательностей [42]. Группа I 
включает 6 генов (AtCNGC1,  AtCNGC3,  AtCNGC10 – AtCNGC13). Кодируемые ими каналы участвуют в за-
щитных реакциях на биотический стресс, формировании гиперчувствительного ответа, индукции запро-
граммированной клеточной гибели (ЗКГ) и гормональной регуляции [45; 70; 71]. Группа II насчитывает 
5 генов (AtCNGC5 – AtCNGC9). Кодируемые ими каналы ответственны за рост корневых волосков, мужскую 
фертильность, ответ на тепловой шок и т. д. [72]. Группа III включает 5 генов (AtCNGC14 – AtCNGC18). 
Они кодируют белки, которые требуются для нормального роста пыльцевых трубок и кончиков корневых 
волосков [45; 73]. Группа IV-A содержит 2 гена (AtCNGC19 и AtCNGC20). Кодируемые ими каналы лока-
лизуются в тонопласте и обеспечивают транспорт катионов между цитоплазмой и центральной вакуолью 
в ответ на биотические либо абиотические стресс-факторы, а также потенциально участвуют в формирова-
нии солеустойчивости [42]. Группа IV-B насчитывает 2 гена (AtCNGC2 и AtCNGC4 ). Они кодируют каналы, 
участвующие в транспорте моновалентных катионов и стресс-ответе на патогены [42]. Гены группы IV-B 
являются эволюционными предками генов CNGC и в основном экспрессируются в зародыше и семенах 
после опыления, что позволяет предположить, что они играют значительную роль в развитии зароды-
ша [44]. Кроме того, было показано, что происхождение всех генов группы IV-B связано с дупликацией 
генов и они имеют схожий паттерн экспрессии в разных тканях. Это указывает на то, что их функция 
заключается в повышении адаптивности в процессе эволюции генов. 

В работе [74] проанализировано изменение роста основного корня у мутантов арабидопсиса по ге-
нам CNGC в ответ на тяжелометаллический стресс. В результате показано, что каналы CNGC1, CNGC10, 
CNGC13 и CNGC19 играют важную роль в проявлении токсичности Pb2+, а каналы CNGC11, CNGC13, 
CNGC16 и CNGC20 – в проявлении токсичности Сd2+. Мутации в генах CNGC1 и CNGC13 снижали 
поступление Pb2+ в растения, в то время как мутации в генах CNGC11, CNGC15 и CNGC19 уменьшали 
аккумуляцию как Pb2+, так и Сd2+. Также следует отметить, что сверхэкспрессия гена NtCBP4 (гомоло-
га гена AtCNGC1) в трансгенных линиях табака повышала устойчивость растений к Ni2+ и гиперчувст
вительность к Pb2+ [75]. При кадмиевом стрессе активировались 18 генов CNGC табака (NtCNGC2, NtCNGC3, 
NtCNGC5 – NtCNGC7, NtCNGC14, NtCNGC16 – NtCNGC21 и NtCNGC29 – NtCNGC34) [76], при этом самый 
высокий уровень экспрессии в листьях был отмечен для NtCNGC6, а в корнях – для NtCNGC7 (оба гена яв-
ляются представителями группы I). В работе [77] показано, что каналы CNGC1, CNGC3, CNGC9, CNGC11, 
CNGC12 и CNGC17 вовлечены в процессы накопления Sr2+, а канал CNGC1 ответствен за аккумуляцию Cs+ 
в листьях A. thaliana. Таким образом, отдельные члены семейства генов CNGC, в частности представители 
групп I и III, потенциально могут быть вовлечены в поступление Ni2+ в клетки растений.

Каналы, подобные глутаматным рецепторам (glutamate receptor‐like channels, GLR). Каналы GLR 
растений являются гомологами iGluR – лигандуправляемых ионных каналов, опосредующих передачу 
сигналов между нейронами у млекопитающих [39; 48]. У растений они принимают участие в таких про-
цессах, как половое размножение, прорастание семян, пролиферация меристемы корня, рост пыльцевых 
трубок, удлинение клеток междоузлий, регуляция открытия устьиц, индукция Са2+-сигнализации в ответ 
на засуху, засоление и биотический стресс [48; 49; 78]. 

За последние несколько десятилетий гены, кодирующие каналы GLR, были идентифицирова-
ны в геноме многих видов растений. Так, у модельного объекта A. thaliana были обнаружены 20 ге
нов AtGLR [46; 49; 79], у Oryza sativa – 24 гена OsGLR [80], у Zea mays – 16 генов ZmGLR [81], у Solanum 
lycopersicum – 13 генов SlGLR [82], у Saccharum spontaneum – 34 гена SsGLR [83], у Gossypium hirsutum – 
36 генов GhGLR [84], у Malus domestica – 32 гена MdGLR [85], у Pyrus communis – 34 гена PbrGLR [86], 
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у Glycine max – 35 генов GmGLR [87], у Physcomitrella patens – только 2 гена PpGLR [88]. Белки AtGLR 
состоят из 800 – 960 аминокислот и имеют молекулярную массу ~100 кДа. По структуре GLR схожи 
с iGluR животных и представляют собой тетрамеры, каждая из субъединиц которых состоит из 4 транс-
мембранных доменов (M1, M2, M3 и M4) и 2 лигандсвязывающих областей (S1 и S2) [46]. Области S1 
и S2 претерпевают конформационные изменения при связывании с ними агонистов [89], что способствует 
прохождению ионов через пору канала [78]. С использованием техники гетерологической экспрессии 
установлено, что GLR растений опосредуют рост цитоплазматической активности Ca2+ и активируются 
широким спектром аминокислот (13 из 20 протеиногенных аминокислот (глутамат, глицин, аспарагин, 
аланин, серин, цистеин, глютамин, метионин, триптофан, тирозин, треонин, лейцин, фенилаланин) и ряд 
непротеиногенных аминокислот (N-метил-D-аспарагиновая кислота и b-метиламино-L-аланин)), глу-
татионом, кинуреновой кислотой [50; 51]. Также с помощью гетерологической экспрессии и техники 
пэтч-кламп показано, что наряду с Ca2+ каналы GLR способны пропускать Na+, K+, Mg2+ и Ba2+ в присут-
ствии глутамата. Селективность к ионам определяется последовательностью аминокислот в доменах M2 
и М3, выстилающих пору [51]. Однако данных о способности каналов GLR транспортировать тяжелые 
металлы в настоящее время нет.

Аннексины (ANN). Аннексины – широко распространенные у растений и животных цитоплазматиче-
ские белки, которые способны связываться с фосфолипидами мембран Ca2+-зависимым либо Ca2+-неза
висимым способом [39; 90]. Данное семейство остается малоописанным, тем не менее с помощью био-
информационного анализа геномов гены ANN были идентифицированы у важнейших представителей 
двудольных растений из семейства капустных (A. thaliana (8 генов) и Brassica rapa (13 генов)), семейства 
бобовых (Arachis hypogaea (8 генов), Medicago truncatula (10 генов) и Glycine max (22 гена)), семейства пас
леновых (Solanum lycopersicum (9 генов) и S. tuberosum (9 генов)), семейства ивовых (Populus trichocarpa 
(12 генов)), семейства виноградовых (Vitis vinifera (14 генов)), семейства мальвовых (Gossypium raimon­
dii (14 генов)), семейства кариковых (Carica papaya (12 генов)). Среди злаковых однодольных растений 
гены ANN были найдены у Oryza sativa (10 генов), Zea mays (12 генов), Sorgum bicolor (10 генов), Hordeum 
vulgare (11 генов), Brachypodium distachyon (11 генов) и Triticum aestivum (25 генов). Также гены ANN 
были выявлены у плауна Selaginella moellendorffii (5 генов) и мха Physcomitrella patens (7 генов) [54]. 
Аннексины растений состоят из 4 повторяющихся аннексиновых доменов размером около 70 аминокис-
лот, при этом только первый и последний повторы содержат консервативный мотив из 38 аминокислот, 
обеспечивающий связывание Ca2+ [55]. 

В экспериментах in vitro аннексины демонстрировали ряд функций, в том числе экзоцитоз, связывание 
актина, АТФазную и ГТФазную активность, пероксидазную активность, регуляцию каллозосинтаз и ионный 
транспорт [53]. Считается, что они вовлечены в регуляцию процессов роста и развития, а также в ответные 
реакции на биотический и абиотический стресс [91]. Недавно было показано, что белок ANN1 принимает 
участие в поглощении кадмия [92]. Cверхэкспрессия гена аннексина-1 тополя (PeANN1) в арабидопсисе 
приводила к торможению роста и снижению жизнеспособности растений после 10-дневного выращивания 
на среде с 50 мкмоль/л CdCl2 вследствие повышенного накопления металла в корнях. Анализ потока Cd2+ 
в кончиках корня данных растений с помощью неинвазивной микроэлектродной техники показал, что 
при импульсном (30 мин) и кратковременном (12 ч) стрессировании 50 мкмоль/л CdCl2 трансгенные рас-
тения (PeANN1-OE1 и PeANN1-OE2) проявляли повышенную (на 20 – 40 % по сравнению с природным 
экотипом и на 55–85 % по сравнению с нокаутной линией Atann1) Cd2+-проводимость. Данная прово-
димость ингибировалась добавлением 0,5 ммоль/л GdCl3 и усиливалась введением 1 ммоль/л H2O2. Это 
указывает на то, что белок PeANN1, вероятно, способствует обогащению корней кадмием, осуществляя 
регуляцию его транспорта через Ca2+-проницаемые каналы, внедряясь в мембраны для дестабилизации 
мембранного бислоя или действуя как АФК-активируемые Ca2+-проницаемые каналы [92]. В работах по 
изучению влияния двухвалентных ионов на функционирование аннексинов животного происхождения 
было показано, что не все ионы тяжелых металлов могут вызывать конформационные изменения в мо-
лекуле аннексина, достаточные для обеспечения липид-белковых или белок-белковых взаимодействий. 
Способность ионов металлов вызывать аннексинопосредованную агрегацию липосом уменьшается в ряду 
Cd2+ → Ba2+, Sr2+ → Ca2+ → Mn2+ → Ni2+ → Co2+ [93]. Таким образом, вклад аннексинов в поглощение 
никеля, вероятно, незначителен.

Функционирование нескольких семейств ионных каналов лежит в основе реакции растений на различные 
механические воздействия (гравитация, вибрация, прикосновение, гиперосмотический стресс). Их часто 
объединяют в группу механочувствительных каналов (mechanosensitive ion channels, MS) [39; 56; 94]. 
Предыдущие исследования показали, что каналы MS участвуют в широком спектре физиологических 
процессов растений, таких как рост пыльцевых трубок, появление боковых корней, повреждение клеточной 
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стенки, регуляция формы и размера пластид, взаимодействие растений и патогенов и т. д. [56]. На сегод-
няшний день известны 5 семейств генов, кодирующих каналы MS в растениях, – MSL, MCA, TPK, Piezo 
и OSCA. Канал TPK (двупоровый калиевый канал) обладает селективностью к K+, остальные семейства 
обеспечивают транспорт Сa2+.

Каналы, похожие на механочувствительные каналы малой проводимости (small conductance 
mechanosensitive ion channel-like channels, MSL). Каналы MSL являются аналогами механочувствитель-
ных каналов Escherichia coli (EcMscS), ответственных за снижение внутриклеточного осмотического дав-
ления для защиты бактерий от лизиса при гипоосмотическом шоке [95]. В результате обширных биоинфор-
мационных исследований представители семейства генов MSL были идентифицированы в геноме многих 
сельскохозяйственных культур. Так, 6 генов выявлены у Oryza sativa, Cicer arietinum и Sorghum bicolor, 
8 генов – у Zea mays, 10 генов – у Hordeum vulgare, 11 генов – у Aegilops tauschii, 9 и 30 генов – у Triticum 
urartu и T. aestivum соответственно [57]. Геном A. thaliana кодирует 10 белков AtMSL, которые делятся на 
3 группы: митохондриальные каналы (группа I), хлоропластные каналы (группа II) и каналы плазматиче-
ской мембраны (группа III) [56]. Многочисленные исследования функций ионных каналов MSL относят 
их либо к осморегуляции, либо к передаче сигналов, включая Ca2+-сигнализацию [58; 95–97]. С помощью 
РНК-секвенирования была показана избирательная экспрессия генов TaMSL у пшеницы в условиях абио
тического стресса. Так, большинство генов TaMSL усиленно экспрессировались после 6 ч выдерживания 
растений в условиях засухи, повышенных температур и солевого стресса [57]. 

Наиболее хорошо изученным представителем семейства является белок AtMSL10. Он позволяет расте-
ниям воспринимать колебательные механические раздражения, регулирует процесс ЗКГ, а также участвует 
в передаче электрических сигналов (Са2+-волны) на большие расстояния (между органами) при раневом 
стрессе [96; 98]. С помощью техники гетерологической экспрессии было показано, что канал MSL10 
в ооцитах имеет большую селективность к анионам (PCl– : PNa+ = 5,9), обратимо ингибируется ионами 
гадолиния (вероятно, косвенно за счет изменения упаковки липидов или увеличения жесткости мембра-
ны) и закрывается при более низком натяжении мембран, чем открывается [99; 100]. Таким образом, при 
возрастании натяжения мембран, вызванном осмотическим стрессом, повреждением клеточной стенки, 
изгибом органа или патогенной инвазией, канал MSL10 преимущественно высвобождает анионы из клетки, 
продолжая деполяризовывать клеточную мембрану до тех пор, пока напряжение не вернется к исходному 
уровню [99]. Функции других представителей каналов MSL включают поддержание водного и ионного 
баланса в пыльцевых трубках (MSL8), формирование разности электрических потенциалов на внутренней 
мембране митохондрий (MSL1), восприятие механических сигналов клетками корня (MSL4 – MSL6, MSL9), 
контроль объема хлоропластов в нормальных и стрессовых условиях (MSL2 и MSL3) [56]. Регистрируемые 
одиночные проводимости индивидуально экспрессированных генов MSL9 и MSL10 составляли 45 и 140 пСм 
соответственно [100]. Кодируемые ими каналы, вероятно, пропускают анионы лучше, чем катионы, в том 
числе Ca2+ [39; 101]. Другие гомологи EcMscS либо демонстрируют меньшую селективность к анионам 
(PCl– : PK+ = 1,2–3,0), либо являются селективными к катионам (PCl– : PK+ = 0,17– 0,40) [100].

Каналы Mid1-комплементарной активности (Mid1-complementing activity channels, MCA). Кана-
лы MCA были идентифицированы по комплементации дрожжевого белка Mid1 (механочувствительного 
канала, участвующего во входе Ca2+ в клетку) [56]. У A. thaliana имеются 2 гена MCA (AtMCA1 и AtMCA2). 
Оба гена экспрессируются в апикальной меристеме побега, однако имеют дифференцированные пат-
терны экспрессии в листьях, корневом чехлике и трихобластах. Например, только AtMCA1 экспресси-
руется в промеристеме и прилегающей зоне удлинения первичного корня, а AtMCA2 экспрессируется 
в клетках мезофилла семядолей и листьев [59]. Белок AtMCA1 опосредует повышение концентрации 
свободного Са2+ в цитоплазме в ответ на холодовой стресс, гипоосмотический шок, обеспечивает вос-
приятие гравитации и тактильную чувствительность в кончиках корней. Белок AtMCA2 действует как 
Ca2+-проницаемый механочувствительный канал, который непосредственно воспринимает натяжение 
мембраны для открытия канала [56; 59; 102]. При гипоосмотическом шоке белки MCA гипотетически 
также могут индуцировать Ca2+-зависимую активацию НАДФН-оксидаз, тем самым стимулируя синтез 
АФК [39]. Следует отметить, что каналы MCA, по-видимому, имеют общие функции у различных видов 
растений. Это было продемонстрировано в исследованиях функционирования каналов OsMCA1 в рисе, 
CNR13 в кукурузе, NtMCA1 и NtMCA2 в табаке [102].

Пьезоканалы (Piezo). Пьезоканалы растений в настоящее время остаются малоизученными. Имеется 
лишь несколько экспериментальных работ по изучению их функции в модельных растениях A. thaliana 
и Physcomitrella patens. У A.  thaliana был идентифицирован 1  ген Piezo (AtPiezo1), в  основном экс-
прессирующийся в корневом чехлике [61; 103]. Показано, что белок AtPiezo1 является ключевым эле-
ментом иммунного ответа на вирус мозаики огурца и вирус мозаики репы [104]. Кроме того, AtPiezo1 
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способствует росту корней арабидопсиса в толще агаризованной среды, т. е. играет прямую роль в ме-
ханосенсорных реакциях в корнях [103; 105]. У P. patens были найдены 2 представителя пьезоканалов 
(PpPiezo1 и PpPiezo2). Оба белка локализуются в тонопласте и, предположительно, участвуют в регу-
ляции формы вакуолей в апикальных каулонемных клетках [106]. Гипотетически данные каналы могут 
функционировать как система транспортировки Ca2+, хотя экспериментальные данные, подтверждаю-
щие функцию или ионселективность растительных пьезобелков, пока не получены.

Каналы, индуцируемые гиперосмоляльностью (channels responsible for reduced hyperosmolality-
induced [Ca2+ ]cyt increase, OSCA). Каналы OSCA изначально были идентифицированы как осмосенсоры, 
опосредующие индуцированное гиперосмоляльностью увеличение цитоплазматической активности Ca2+ 
([Ca2+ ]цит ) у A. thaliana. В последующем показано, что данное семейство состоит из нескольких членов 
и играет ключевую роль в восприятии экзогенных и эндогенных осмотических изменений, а также 
участвует в регуляции роста и развития растений [63]. Имеется гипотеза, что OSCA эволюциониро-
вали у предков эуфиллофитов как сенсоры водного дефицита, необходимые для поддержания водного 
баланса и переноса питательных элементов между различными органами растений [107]. В послед-
ние годы появился ряд биоинформационных исследований семейства генов OSCA: по 11 генов было 
обнаружено у Oryza sativa [65], Solanum habrochaites [108] и Liriodendron chinense [109], 12 генов вы-
явлены у Zea mays [66], 13 генов – у Vigna radiata [67], 14 генов – у Hordeum vulgare [110], 15 генов – 
у A. thaliana [103; 111], 16 генов – у Pyrus bretschneideri [112], 17 генов – у Populus trichocarpa [103], 
35 генов – у Gossypium hirsutum [113] и 42 гена – у Triticum aestivum [68]. С помощью криоэлектронной 
микроскопии проанализирована молекулярная структура белков AtOSCA1.1 и AtOSCA1.2 арабидопсиса. 
Каждая субъединица состоит из 11 трансмембранных доменов, а также цитозольного домена с мотивом 
узнавания РНК и параллельных мембране вытянутых спиральных ветвей, способствующих детекции 
изменения латерального натяжения внутреннего липидного бислоя в результате изменения тургорного 
давления [103; 110]. При активации канал OSCA меняет конформацию трансмембранных доменов M0 
и M6, что приводит к увеличению кросс-секционного участка трансмембранной области и открытию 
ионного канала [64]. Данные каналы пропускают Ca2+, однако детальный анализ показал, что OSCA1.2 
также обладает хорошей проницаемостью для таких катионов, как K+ и Na+ [114].

Таким образом, среди проанализированных ионных каналов растительной клетки наиболее вероят
ными участниками транспорта никеля являются каналы семейства CNGC, так как данные системы 
демонстрируют способность транспорта Pb2+ (ион, по величине атомного и гидратированного радиуса 
близкий к Ni2+ ), а также Cа2+ и других катионов. С учетом особенностей структуры и экспрессии в клет-
ках и тканях также имеется вероятность вовлечения в транспорт ионов никеля каналов OSCA и GLR, 
однако для этих систем пока не исследованы особенности переноса большинства физиологически зна-
чимых двухвалентных катионов металлов, кроме Са2+.

Активный транспорт никеля
Активный транспорт переходных металлов в клетку происходит с участием специальных белков-

переносчиков [115]. Большинство известных белков, которые опосредуют транспорт переходных метал-
лов в растениях, принадлежат к следующим семействам: АТФазам тяжелых металлов P1B-типа (P1B-type 
heavy metal ATPases, HMA) [116; 117]; АТФ-связывающим кассетным транспортерам (ATP-binding cassette 
transporters, АВС) [118–122]; Zn-регулируемым, Fe-регулируемым белкам-транспортерам (zinc-regulated, 
iron-regulated transporter-like proteins, ZIP) [123; 124]; белкам макрофагов, ассоциированным с естественной 
резистентностью (natural resistance-associated macrophage proteins, NRAMP) [125; 126]; ускорителям ка
тионной диффузии (cation diffusion facilitators, CDF) [127]; обменникам катионов (cation/proton exchangers, 
CAX) [128]; Cu-транспортерам (high-affinity copper transport proteins, СОРТ) [129]. Стоит отметить, что 
HMA и ABC используют энергию АТФ, следовательно, осуществляют первичный активный транспорт, 
в то время как ZIP, NRAMP, CDF и CAX обеспечивают вторичный активный транспорт металлов-микро-
элементов.

Семейство HMA. Данное семейство также именуется семейством АТФаз СPx-типа от консерватив-
ного мотива аминокислот (цистеин-пролин-X, в котором X может быть цистеином или любой другой 
аминокислотой) [130]. Геном A. thaliana содержит 8 генов, кодирующих HMA [131]. Функциональные 
исследования HMA показали, что эти переносчики делятся на 2 группы в зависимости от их специфич-
ности к металлу-субстрату: HMA, специфичные к Zn, Co, Cd и Pb (HMA1 – HMA4), и HMA, специфичные 
к Cu и Ag (HMA5 – HMA8) [116]. Представители данного семейства АТФаз помогают перемещать пере-
ходные металлы в органеллы, отвечают за дальний транспорт ионов, а также опосредуют устойчивость 
к металлам и гипераккумуляцию металлов. На примере Cd2+ было показано, что HMA3 используется для 
детоксикации металлов путем депонирования их в вакуоли, HMA4 действует как главный физиологический  
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переключатель в процессе гипераккумуляции металлов, а HMA2 и HMA4 участвуют в транспорте ме-
таллов от корня к побегу [132]. Кроме того, продемонстрирована роль HMA2 и HMA4 в загрузке Zn2+ 
в ксилему и его выгрузке из ксилемы [131]. Отмечено, что HMA5 является транспортером Cu2+, лока-
лизованным в плазматической мембране [133; 134], HMA7 (RAN1) в большом количестве сосредоточен 
в мембране аппарата Гольджи [135], HMA1 и HMA6 обнаружены во внутренней мембране оболочки 
хлоропласта, а HMA8 – в тилакоидной мембране [117; 136]. Вероятно, HMA также могут влиять на за-
грузку Ni2+ в ксилему для транслокации данного металла из корней в листья и (или) детоксикации Ni2+ 
в корнях [117; 136]. 

Семейство АВС. Представители семейства АВС широко распространены среди всех царств живых 
организмов [118 –121]. Как и НМА, они принадлежат к первичным активным переносчикам и состоят из 
2 доменов – высокогидрофобного трансмембранного домена (TMD) и периферически расположенного 
АТФ-связывающего домена, или нуклеотидсвязывающей складки (NBF) [118]. Домены TMD образуют 
путь, по которому субстрат пересекает мембрану, и в некоторых случаях вносят вклад в субстратную 
специфичность. Домены NBF ориентированы к цитоплазматической стороне плазматической мембраны, 
они связывают гидролиз АТФ с транспортом [118]. Семейство ABC делится на 9 подсемейств (от ABCA 
до ABCI) в соответствии с их структурной организацией и филогенетическими отношениями [119]. 
В растениях представлены все подсемейства, кроме ABCH [120]. Как правило, транспортеры ABCB 
и ABCG локализованы в плазматической мембране, ABCC – в тонопласте, ABCD – в пероксисомальной 
мембране, а ABCI – в митохондриях или хлоропластах [121]. Представители семейства АBC способны 
транспортировать различные субстраты (гормоны, вторичные метаболиты, тяжелые металлы). В отличие 
от HMA они переносят металлы и металлоиды не в свободной форме, а в виде комплексов с лигандами, 
такими как глутатион или фитохелатины [130]. 

У A. thaliana идентифицирован 131 ген ABC [122], для некоторых их них показана связь с метабо
лизмом тяжелых металлов. Установлена четкая положительная корреляция между обилием транскрип
тов AtABCG36 и устойчивостью к Pb2+ и Cd2+ [120]. Гены AtABCC1, AtABCC2, а также, вероятно, AtABCC3 
и AtABCC6 способствуют толерантности к Cd2+ и Hg+ [119]. Проведенное в 2009 г. исследование по-
казало, что последовательность размером 2001 пара нуклеотидов выше кодирующей области AtMRP3 
содержит цис-элементы, необходимые для индукции репортерного гена после обработки токсичными 
металлами. При этом промотор реагирует на As, Cd, Ni, Co, Pb, но не на Zn или Fe  [137]. В 2019 г. 
высказано предположение, что ABCI10 и ABCI12 являются частью ААТ энергосвязывающего модуля 
хлоропластного ABC/ECF-транспортера, который, скорее всего, имеет прокариотическое происхожде-
ние и участвует в поглощении переходных металлов. Потеря продуктов данных генов приводит к на-
рушению регуляции гомеостаза металлов-микроэлементов и, как следствие, ингибированию биосинтеза 
хлорофилла, нарушению биогенеза хлоропластов и карликовости [138]. Анализ изменения содержания 
и транспорта металлов, физиологических и транскриптомных модификаций у риса линии arg1 (нокаут 
по гену ARG1) показал, что ARG1 модулирует транспорт и гомеостаз Co2+ и Ni2+ в хлоропластах, предот-
вращая конкуренцию данных металлов с металлическими кофакторами в металлсвязывающих центрах 
белков, участвующих в фотосинтезе [139]. 

Cемейство ZIP. Белки ZIP играют ключевую роль в  транспорте и  гомеостазе металлов в  расте
ниях [124; 140]. Они располагаются в плазматической мембране и мембранах различных клеточных 
органелл, регулируют поглощение и реутилизацию Zn2+, а также активно участвуют в адаптации рас-
тений к почвам с низким и высоким содержанием данного металла [123]. Сообщается, что, помимо транс-
порта Zn2+, белки ZIP участвуют в транспорте других катионов, таких как Mn2+, Fe2+/Fe3+, Cd2+, Co2+, 
Cu2+ и Ni2+ [140]. Выделяют 2 подсемейства белков ZIP: транспортеры, регулируемые цинком (ZRT), 
и  транспортеры, регулируемые железом (IRT)  [140; 141]. У A.  thaliana идентифицированы 15 генов, 
кодирующих белки ZIP: гены ZIP1 – ZIP12 принадлежат к подсемейству ZRT, гены IRT1 – IRT3 – к под-
семейству IRT [124]. Основными переносчиками, расположенными в клеточной мембране и участвую-
щими в транспорте Zn2+, являются ZIP1, ZIP9, ZIP10, ZIP12 и IRT3 [142]. Установлено, что ZIP1, ZIP2, 
ZIP5 – ZIP7 и ZIP9 потенциально могут транспортировать Mn2+ [141]. Подсемейство IRT, в первую оче-
редь IRT1, обеспечивает поглощение Fe2+ клетками ризодермы и коры [123]. Двудольные и незлаковые 
однодольные растения поглощают железо с вовлечением переносчика IRT1 после восстановления Fe3+ 
до Fe2+ с помощью хелатредуктазы трехвалентного железа  (FRO2) в плазматической мембране, зла-
ковые растения секретируют мугеневую кислоту, образующую комплекс мугеневая кислота – железо, 
который, вероятно, может поглощаться клеткой с помощью YS/YSL-транспортеров, принадлежащих 
к  семейству переносчиков олигопептидов (oligopeptide transporters, ОРТ)  [143;  144]. Потенциально 
железо также может выходить из комплекса с фитосидерофором непосредственно вблизи мембраны 



13

Обзорные статьи 
Reviews

и преодолевать ее с использованием еще неидентифицированного механизма. Переносчик IRT1 обла-
дает широкой специфичностью в отношении двухвалентных тяжелых металлов, опосредуя накопление 
Zn2+, Mn2+, Co2+ и Cd2+ в условиях дефицита железа [123; 145]. 

Считается, что IRT1 является основным путем поглощения Ni2+ корнями A. thaliana, по крайней мере 
при дефиците Fe2+ [146]. Доказано, что в условиях гидропоники NiСl2 в концентрации 25 мкмоль/л по-
вышает экспрессию гена AtIRT1 в корнях арабидопсиса [147]. Накопление Ni2+ в условиях дефицита 
Fe2+ у мутантов irt1-1 было заметно ниже, чем у природного экотипа Col-0. В системе гетерологичной 
экспрессии гена AtIRT1 в дрожжах было продемонстрировано активное поглощение Ni2+ транспорте-
ром IRT1 [147]. Также следует отметить, что белки ZIP играют значительную роль в гипераккумуляции 
большого перечня тяжелых металлов у растений-гипераккумуляторов [148; 149].

Семейство NRAMP. Белки семейства NRAMP, изначально обнаруженные у макрофагов, участвуют в ме-
таболизме тяжелых металлов и их депонировании в органеллах [130; 150]. Члены семейства действуют как 
переносчики Mn2+, Zn2+, Cu2+, Fe2+, Cd2+, Ni2+ и Co2+ [125]. Данные транспортеры осуществляют симпорт 
ионов тяжелых металлов с H+, при этом протонный градиент восстанавливается H+-АТФазами [130]. В ге-
номе A. thaliana выявлены 6 генов, кодирующих белки NRAMP [124]. Считается, что основная функция 
NRAMP1 заключается в поглощении Fe2+, Mn2+ и Zn2+ [126; 151; 152]. Известно, что NRAMP2 играет 
важную роль в ремобилизации Mn2+ из аппарата Гольджи в условиях дефицита Mn2+ [153], а также имеет 
решающее значение для фотосинтеза растений и клеточного редокс-баланса [154], NRAMP3 и NRAMP4 
присутствуют в тонопласте и участвуют в ремобилизации Fe2+ и Mn2+ из вакуоли во время прорастания 
семян [155], NRAMP6 описан как белок, способный транспортировать Cd2+ [156]. Путем экспрессии 
генов AtNRAMP1, AtNRAMP3 и AtNRAMP4 в дрожжах было подтверждено, что кодируемые ими транспор-
теры могут опосредовать поглощение Fe2+, Mn2+ и Cd2+ [157]. Экспрессия генов AtNRAMP4 и NcNRAMP4, 
выделенных из арабидопсиса и псевдометаллофита Noccaea caerulescens соответственно, приводила 
к значительному снижению скорости роста дрожжей при обработке Ni2+ (400 мкмоль/л NiSO4, 24 ч) по 
сравнению со скоростью роста дрожжей, трансформированных пустым вектором pADSL [158]. Концентра-
ции Ni2+, Fe2+ и Mn2+ также были значительно выше у линий, экспрессирующих ген NRAMP4 [158]. Вне-
дрение в геном дрожжей гена NjNRAMP4, идентифицированного в гипераккумуляторе никеля N. japonica, 
стимулировало накопление Ni2+ и вызывало повышенную чувствительность к данному металлу, что 
указывает на важную роль NRAMP4 в поддержании гомеостаза никеля [159]. В трансгенных растениях 
арабидопсиса, трансформированных вектором p35S::NcNRAMP4, было зарегистрировано значительное 
увеличение концентрации Ni2+ в корнях при введении 20 мкмоль/л NiSO4 в среду выращивания, однако 
накопления Ni2+ в листьях не наблюдалось [158]. Таким образом, NRAMP4, вероятно, играет значимую 
роль в аккумуляции Ni2+ и обеспечении толерантности к нему в результате изменения общего гомеостаза 
металлов, а не специфической транспортной активности по отношению к этому металлу. Недавно было 
показано, что как при недостатке, так и избытке металлов-микроэлементов подавлялась экспрессия 
гена NtNRAMP3 в листьях и в меньшей степени в корнях растений табака [160]. Авторы указанной 
работы предположили, что основная функция NtNRAMP3 заключается в поддержании перекрестного 
гомеостаза Fe2+, Mn2+, Co2+, Cu2+, Cd2+ и Ni2+ в листьях в нормальных условиях путем контроля разгрузки 
данных металлов из корня в ксилему.

Семейство CDF. Белки семейства CDF, которые в литературе также встречаются под названием MTP 
(metal tolerance proteins (белки толерантности к металлам)) [161], переносят двухвалентные тяжелые метал-
лы, такие как Zn2+, Ni2+, Co2+, Mn2+ и Cd2+, путем антипорта Н+ или K+ в вакуоль либо за пределы клеток, 
тем самым снижая концентрацию тяжелых металлов в цитоплазме [162–164]. У A. thaliana идентифици-
рованы 12 генов CDF [127]. Белок AtCDF1 (MTP1) представляет собой вакуолярный переносчик цинка, 
детоксицирующий Zn2+ и обеспечивающий накопление Zn2+ в листьях [165; 166]. На растениях риса про-
демонстрировано, что экспрессия гена OsMTP1 повышается при воздействии Zn2+, Cd2+, Cu2+ и Fe2+ [167]. 
Гетерологичная сверхэкспрессия гена OsMTP1 в дрожжах и табаке приводит к повышенной толерантности 
данных объектов к Cd2+ [167; 168]. Таким образом, МТP1 транспортирует Zn2+, а также Co2+, Fe2+, Cd2+ 
и Ni2+, но, вероятно, с меньшей степенью аффинности. Другие представители семейства CDF идентифи-
цированы как транспортеры Zn2+ и Co2+ (MTP3), Mn2+ и Сu2+ (MTP8 и MTP11) [127]. Ген AtMTP11 был 
описан как критически важный для толерантности к Mn2+ у A. thaliana [127; 169]. Гистохимический анализ 
с использованием зеленого флуоресцентного белка (GFP) или желтого флуоресцентного белка (YFP), при-
крепленного к MTP11, выявил, что данный белок локализуется в вакуоли или гольджи-подобных струк-
турах, обеспечивающих секреторный путь [169], а значит, MTP11 может снижать концентрацию Mn2+ 
в цитоплазме, обеспечивая механизм толерантности к Mn2+ и, возможно, другим металлам, включая Ni2+. 
Следовательно, белки CDF главным образом участвуют в «секвестрации» (связывании, устранении или 
изоляции) избытка тяжелых металлов.
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Семейство СAX. Представители семейства СAX в  основном осуществляют антипорт катионов 
и протонов через эндомембраны растительных клеток [130]. У растений CAX относятся к так назы-
ваемым CAX типа I, которые, в свою очередь, можно разделить на 2 подгруппы: САХ типа I-A и САХ 
типа I-B [128]. Представители типа I-A преимущественно участвуют в транспорте Ca2+, тогда как пред-
ставители типа I-B в дополнение к Ca2+ могут осуществлять транспорт еще нескольких ионов, таких 
как Cd2+, Zn2+ и Mn2+. В среднем у однодольных и двудольных растений присутствуют 5–6 генов CAX, 
а некоторые виды, например Glycine max, имеют 14 генов CAX [170]. 

По-видимому, CAX являются ключевым компонентом при модуляции ионного гомеостаза, pH и окис-
лительно-восстановительного потенциала в растительных клетках [171]. В первую очередь CAX транс-
портируют Ca2+, однако некоторые изоформы обладают широкой субстратной специфичностью и мо-
гут транспортировать ионы следовых металлов, такие как Mn2+ (CAX2 и CAX5), Cd2+ (CAX2 – CAX4) 
и Zn2+ (CAX2) [170]. Экспрессия генов CAX, показанная на примере гена AhCAX1 у гипераккумулятора 
металлов Arabidopsis halleri, вероятно, ослабляет тяжелометаллический стресс [172]. Предположительно, 
отдельные представители СAX способны уменьшать негативное воздействие АФК, образовавшихся в от-
вет на повышенные уровни металлов и другие абиотические стресс-факторы. Прогнозирование сети 
взаимодействия белков выявило несколько белков (SOS2, CXIP1, MHX, NRAMP3 и MTP8), которые 
могут взаимодействовать с CAX и играть важную роль в реакциях растений на стресс [128]. Таким обра-
зом, CAX опосредуют гомеостаз металлов, обеспечивая их транспорт внутри клетки, а также участвуют 
в передаче Ca2+-сигналов.

Семейство COPT. Белки семейства COPT (в литературе также встречается название CTR) у эука-
риот ответственны за поступление меди в цитоплазму через плазматическую мембрану и мобилизацию 
Cu+/Cu2+ из внутриклеточных органелл в случаях, когда биодоступность металла снижается [173]. Ин-
тересно отметить, что белки COPT высокоспецифичны (Km = 1–5 мкмоль/л) для Cu+, но не для Cu2+. 
У A. thaliana известны 6 генов данного семейства (COPT1 – COPT6). Уровень экспрессии генов COPT 
зависит от органов растения, а также от степени дефицита меди. Так, например, было показано, что 
возрастание уровня транскриптов AtCOPT1, AtCOPT2 и AtCOPT6 приводило к увеличению содержания 
меди в корнях арабидопсиса, более того, мутантная линия copt1/copt2/copt6, лишенная соответствую-
щих транспортеров, оказалась менее устойчивой к Cd2+ по сравнению с природным экотипом [174].

Семейство OPT. Как было отмечено выше, семейство OPT включает подсемейство YSL-транспортеров 
(yellow stripe-like transporters, т. е. желто-полосато-подобные транспортеры). Белки YSL встречаются 
у однодольных и двудольных, а также голосеменных растений, папоротников и мхов [175]. Известно, что 
YSL участвуют в транспорте комплексов металлов c азотсодержащими лигандами и играют важную роль 
в детоксикации и ремобилизации металлов [176 –178]. У A. thaliana обнаружены 8 белков-транспортеров, 
относящихся к подсемейству YSL [179]. В первую очередь отмечено высокое сродство YSL к комплексам 
металлов с никотинамином. С использованием соответствующих нокаутных линий было показано, что 
YSL4 и YSL6, локализованные на мембранах вакуолей, эндоплазматического ретикулума и пластид, 
принимают участие во внутриклеточном транспорте комплексов металлов с никотинамином [175; 177]. 
Переносчик YSL1 арабидопсиса транспортирует железо, связанное в комплексы специфическим хела-
тором Fe3+ растительной природы – фитосидерофором, YSL2 транспортирует железо и медь, когда эти 
металлы хелатируются никотинамином [180]. Вероятно, YSL1 и YSL3 опосредуют повторную мобилиза-
цию Fe, Zn и Cu в форме комплексов металлов с никотинамином из стареющих листьев и загрузку этих 
металлов в соцветия и семена [180]. Имеются данные о роли YSL-транспортеров в гипераккумуляции 
Zn2+ и Ni2+ Noccaea (=Thlaspi) caerulescens, в частности, в нее вовлечены гены TcYSL3, TcYSL5 и TcYSL7, 
которые экспрессируются в ксилемной паренхиме и флоэме [181; 182].

Соотношение поглощения тяжелых металлов через пассивные и активные транспортные механизмы 
сильно различается в зависимости от вида растений, формы присутствия металла и его концентрации 
в почвенном растворе [183]. Например, Ni2+, вероятно, предпочтительно поглощается через систему 
неселективных катионных каналов, хелатные соединения ионов никеля попадают в клетки с использова-
нием механизма вторичного активного транспорта, поскольку некоторые транспортные белки (например, 
пермеазы) специфически связывают никель, в то время как нерастворимые соединения никеля прони
кают в растительные клетки главным образом путем эндоцитоза [183]. И. В. Серегин и А. Д. Кожевникова 
в 2006 г. отметили, что механизм поглощения никеля в большой степени зависит от концентрации ионов 
в окружающей среде. При низком уровне Ni2+ (менее 30 – 40 мкмоль/л) преобладает метаболический (ак-
тивный) транспорт, а при высоком содержании Ni2+ в среде поглощение происходит неметаболическим 
путем вследствие повреждения под действием Ni2+ мембран клеток корня [184]. Схематически транспорт 
никеля представлен на рисунке.
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Поглощение никеля надземными частями растений  
и его перераспределение по различным органам растительного организма

Поглощение тяжелых металлов поверхностью листьев происходит через устьица, кутикулярные тре-
щины, чечевички, эктодесмы и водные поры [185]. При этом считается, что адсорбция тяжелых метал-
лов в листьях идет главным образом через эктодесмы, которые представляют собой неплазматические 
каналы, расположенные в основном между вспомогательными клетками и замыкающими клетками 
в кутикулярной мембране или эпидермальной клеточной стенке. М. В. Козлов и соавторы показали, что 
твердые частицы меди и никеля также могут проникать внутрь листьев березы через устьица [186]. Доля 
внекорневого поступления тяжелых металлов зависит от содержания металла в атмосфере, размера час
тиц, их физико-химических свойств, а также морфологических и физиологических особенностей видов 
растений [187]. Способность листьев адсорбировать и поглощать осажденные из атмосферы тяжелые 
металлы в значительной степени определяется такими параметрами, как площадь листовой пластинки, 
плотность устьиц, шероховатость поверхности листа, наличие трихом и эпикутикулярных восков [188]. 
Показано, что ограничивающим фактором также выступает возраст растений: молодые листья лучше 
поглощают металлы из атмосферы [185]. 

Принимая во внимание работы, указывающие на определенную роль некорневого поглощения ни-
келя в аккумуляции данного металла растениями, следует отметить, что бóльшая его часть накапли
вается за счет поступления через корневую систему [185; 189]. Поглощение корнями, загрузка в ксиле-
му, акропетальный транспорт к побегу с транспирационным потоком и дальнейшее перераспределение 
во флоэме имеют решающее значение для распределения данного металла в надземных частях расте
ний [189]. Ряд исследований подтверждают хорошую подвижность никеля во флоэме и ксилеме рас
тений [146; 189 –191]. Загрузка в ксилему, вероятно, осуществляется транспортерами семейств ZIP, HMA 
и NRAMP [192]. Установлено, что у Alyssum lesbiacum и Brassica juncea поступление Ni2+ в ксилему 

Поступление и транслокация никеля в высших растениях: 
СNGC – каналы, активируемые циклическими нуклеотидами; ZIP – Zn-регулируемые,  

Fe-регулируемые белки-транспортеры; NRAMP – белки макрофагов, ассоциированные с естественной  
резистентностью; CDF – ускорители катионной диффузии; YSL – желто-полосато-подобные транспортеры,  
относящиеся к семейству переносчиков олигопептидов (OPT); HMA – АТФазы тяжелых металлов P1B-типа;  

ABC – АТФ-связывающие кассетные транспортеры; Ni2+ – никель в cвободной ионной форме;  
Ni-L – никель, хелатированный органическими лигандами;  

ПМ – плазматическая мембрана; КС – клеточная стенка
Intake and translocation of nickel in higher plants: 

CNGC – cyclic nucleotide-gated channels; ZIP – zinc-regulated, iron-regulated transporter-like proteins;  
NRAMP – natural resistance-associated macrophage proteins; CDF – cation diffusion facilitators;  

YSL – yellow stripe-like transporters, a subfamily of the oligopeptide transporters (OPT);  
HMA – P1B-type heavy metal ATPases; ABC – АTP-binding cassette transporters;  

Ni2+ – nickel in free ionic form; Ni-L – chelated nickel complexes with organic ligands;  
ПМ – plasma membrane; КС – cell wall
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происходит без участия апопластического пути и зависит от одновременного высвобождения гистиди-
на из увеличенного пула свободного гистидина корней [193]. Транслокация Ni2+ у другого гиперакку-
мулятора – Lepidium ruderale – может лимитироваться концентрацией свободного гистидина в корнях, 
в то время как у A. thaliana предварительная обработка L-гистидином не вызывала увеличения загрузки 
ксилемы Ni2+, концентрации Ni2+ в экссудате, корневого давления или общего количества экссудата [17]. 
Важность взаимодействия с гистидином и значимость симпластического пути для загрузки Ni2+ в кси-
лему были продемонстрированы для пшеницы [194]. После высвобождения в ксилему корня свобод-
ные или хелатированные ионы никеля поступают с соком ксилемы вверх. При кислом pH ксилемного 
сока (pH 5–6) у растений-гипераккумуляторов бóльшая часть Ni2+ присутствует в виде гидратирован-
ного катиона Ni2+, т. е. гистидин, малат или цитрат (классические хелаторы Ni2+ ) не играют значитель-
ной роли в переносе Ni2+ ксилемным соком у таких видов [195; 196]. 

Кроме того, показано, что некоторые тяжелые металлы, в том числе никель, цинк, кобальт и кадмий, 
могут перемещаться из ксилемы во флоэму [189]. Это способствует транспорту данных металлов в молодые 
растущие органы. Также флоэмный ток представляет собой дополнительный механизм контроля содержа-
ния тяжелых металлов в формирующихся органах, созревающих плодах и семенах [189]. Транслокация 
тяжелых металлов во флоэме имеет два направления и включает в себя как нисходящие, так и восходящие 
потоки [33]. Флоэмный сок обладает слабощелочной реакцией (pH 7–8) и обогащен органическими соеди-
нениями (сахара, аминокислоты и органические кислоты) [191]. Щелочная среда способствует связыванию 
ионов металлов, например Ni2+ и  Zn2+, в органические комплексы [197]. Во флоэмном соке никель в основ-
ном связан с органическими соединениями с молекулярной массой в пределах 1000 –5000 г/моль, а также 
обильно присутствующими карбоновыми кислотами и аминокислотами [33]. В первую очередь лиган-
дами выступают гистидин и никотинамин [191; 198]. Таким образом, наличие комплексообразователей 
в растительной клетке может иметь значение для удержания в ней никеля (например, транспорт через 
тонопласт и хранение в вакуоли), его переноса в соседние клетки через плазмодесмы и высвобождения 
в апопласт для дальнейшей загрузки в ксилему или флоэму.

Заключение
Механизм поступления и транспорта никеля в растениях остается не до конца понятным. Известно, 

что поглощение Ni2+ осуществляется преимущественно корнями и может проходить путем пассивного 
либо активного транспорта. Пассивный транспорт обеспечивается посредством неселективных катион
ных каналов, при этом наибольший вклад, вероятно, вносят каналы семейства CNGC, в частности пред-
ставители групп I и III данного семейства. Активный транспорт происходит с участием специальных бел-
ков-переносчиков, в первую очередь белков ZIP. Экспериментально это было показано для белков IRT1. 
Загрузка в ксилему, вероятно, осуществляется представителями семейств активных транспортеров ZIP, 
HMA и NRAMP. Кроме того, большое влияние на данный процесс оказывают синтез и концентрация 
комплексообразователей. В частности, на поступление и транслокацию никеля влияют S-содержащие 
лиганды (глутатион и фитохелатины), N-содержащие лиганды (производные S-аденозил-L-метионина, 
гистидина и других аминокислот) и O-содержащие лиганды (фенолы и органические кислоты).
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ОЦЕНКА АНТИНОЦИЦЕПТИВНОГО ДЕЙСТВИЯ  
АМИДОВ ЖИРНЫХ КИСЛОТ ПРИ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКОЙ  

БЛОКАДЕ РЕЦЕПТОРОВ PPARαα В УСЛОВИЯХ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ НЕЙРОПАТИИ

А. С. ДОРОНЬКИНА1), И. П. ЖАВОРОНОК 1), А. Л. МИХАЛЬЧУК 2), В. Г. БОГДАН 3)

1)Институт физиологии НАН Беларуси,  
ул. Академическая, 28, 220072, г. Минск, Беларусь 

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

3)Национальная академия наук Беларуси, 
пр. Независимости, 66, 220072, г. Минск, Беларусь

Изучено влияние амидов жирных кислот в условиях блокады ядерных рецепторов PPARa на ноцицептивную 
чувствительность и параметры походки у крыс в норме и при экспериментальной периферической нейропатии. 
Установлено, что у животных с лигированием седалищного нерва введение амидов жирных кислот на фоне блокады 
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рецепторов PPARa приводит к достоверному снижению выраженности ноцицептивной реакции на механический 
и термический стимулы. При регистрации паттернов походки отмечено увеличение интенсивности и площади 
отпечатка, а также скорости переноса конечности. 

Ключевые слова: пальмитоилэтаноламид; стеароилэтаноламид; пальмитоилглицинамид; паттерны походки; 
ноцицепция; нейропатия; анальгетический эффект; амиды жирных кислот; ядерные рецепторы.

ASSESSMENT OF ANTINOCICEPTIVE ACTIONS  
OF FATTY ACID AMIDES IN PHARMACOLOGICAL BLOCKADE  

OF PPARαα RECEPTORS IN EXPERIMENTAL PERIPHERAL NEUROPATHY

A. S. DORONKINAa, I. P. ZHAVORONOK a, A. L. MIKHAL’CHUK b, V. G. BOGDAN c

aInstitute of Physiology, National Academy of Sciences of Belarus,  
28 Akademichnaja Street, Minsk 220072, Belarus 

bInstitute of Bioоrganic Chemistry, National Academy of Sciences of Belarus,  
5 Akademika Kuprevicha Street, 2 building, Minsk 220084, Belarus 

cNational Academy of Sciences of Belarus,  
66 Niezaliezhnasci Avenue, Minsk 220072, Belarus

Corresponding author: A. S. Doronkina (doronkina_nastasya1995@mail.ru)

The effect of fatty acid amides during the blockade of PPARa nuclear receptors on nociceptive sensitivity and gait 
parameters in rats with normal and experimental peripheral neuropathy was studied. It was found that in rats with liga-
tion of the sciatic nerve, the introduction of fatty acid amides against the background of PPARa receptor blockade led to 
a significant decrease in the severity of the nociceptive response to mechanical and thermal stimuli. When registering gait 
patterns, an increase in the intensity and area of the limb imprint, as well as in limb transfer rate was noted. 

Keywords: palmitoylethanolamide; stearoylethanolamide; palmitoylglycinamide; gait patterns; nociception; neuropathy; 
analgesic effect; fatty acid amides; nuclear receptors.

Введение
От нейропатической боли страдает около 10 % населения земного шара, и ежегодно количество па-

циентов с этим недугом увеличивается. Нейропатия – патология нервной системы, которая возникает на 
фоне поражения периферических нервов вследствие компрессии или травмы. Наиболее распространен-
ными причинами периферической нейропатии являются сахарный диабет, онкологические заболевания 
и химиотерапия, токсические поражения, герпетическая инфекция, травмы и др. [1]. Хроническая боль 
существенно ухудшает качество жизни пациентов вплоть до развития психических расстройств, таких 
как депрессия. Сложности при лечении пациентов с нейропатической болью обусловлены неоднород-
ностью ее этиологии, симптомов и основных механизмов возникновения. К сожалению, нейропати-
ческая боль обычно трудно поддается лечению с помощью существующих терапевтических средств. 
Стандартная фармакотерапия данной патологии включает антидепрессанты (трициклические антиде-
прессанты, селективные ингибиторы обратного захвата серотонина и норадреналина), противоэпилеп-
тические (противосудорожные) препараты, опиоидные анальгетики и местные анестетики, которые 
ингибируют обратный захват биогенных аминов серотонина, норадреналина и гамма-аминомасляной 
кислоты, что, в свою очередь, снижает болевую чувствительность. Применение всех этих средств, по-
мимо потенциальных преимуществ, сопряжено с риском развития различных побочных эффектов, среди 
которых – атаксия, нарушение концентрации внимания, ухудшение памяти, тремор, дизартрия, паре-
стезия, спутанность сознания, синдром беспокойных ног, тахикардия и др. Однако более важно то, что 
перечисленные лекарственные препараты оказывают лишь симптоматическое действие, но не устраняют 
причину болевых ощущений. Вследствие этого актуальной задачей выступает поиск путей патогене-
тического лечения нейропатии и связанных с ней болевых синдромов, которые были бы эффективны 
и в то же время характеризовались отсутствием побочных эффектов [2; 3].

Одним из трендов медико-биологических исследований последних лет являются исследования в облас
ти физиологии и биохимии липидных аутокоидов – амидов жирных кислот ( fatty acid amides, FAAs). Эта 
весьма обширная, непрерывно обновляющаяся и пополняющаяся группа биогенных веществ к настоящему 
времени насчитывает сотни представителей. Амиды жирных кислот (эндогенные этаноламиды и амиды 
с аминокислотами) являются естественными регуляторами гомеостаза живых организмов (от протобактерий 
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до человека) в норме и при патологии и рассматриваются в качестве основы препаратов, способствующих 
поддержанию здоровья, ускоряющих выздоровление и улучшающих качество жизни [2; 4; 5]. Кроме того, 
FAAs считаются потенциальными фармакологическими агентами модуляции активности мембранных 
рецепторов, сопряженных с G-белком орфанных рецепторов GPR18, GPR55, ядерных рецепторов PPARs, 
каннабиноидных рецепторов CBR1, CBR2 и ванилоидных рецепторов TRPV1 [6; 7].

В свою очередь, PPARs (рецепторы, активируемые пероксисомным пролифератором) входят в семей-
ство факторов транскрипции ядерных гормонов и выступают важными модуляторами боли, а следова-
тельно, потенциальной терапевтической мишенью для ее купирования. В более ранних исследованиях 
сообщалось о нацеливании рецепторов PPARa на периферическую нейропатию с помощью экзоген-
ных агонистов, таких как фенофибрат. Однако их потенциал в качестве мишени для антиноцицептив-
ного действия эндогенных этаноламидов не изучался [8; 9]. 

В связи с этим настоящее исследование было направлено на анализ антиноцицептивного действия 
наиболее изученных FAAs, а именно пальмитоилэтаноламида ( palmitoylethanolamide, РЕА), стеароил
этаноламида (stearoylethanolamide, SEА) и пальмитоилглицинамида ( palmitoylglycinamide, PGlyA), на 
фоне фармакологической блокады рецепторов PPARa у здоровых животных, а также у животных с экс-
периментальной периферической нейропатией.

Цель работы – изучить влияние FAAs при блокаде ядерных рецепторов PPARa на ноцицептивную 
чувствительность и параметры походки у крыс с периферической нейропатией.

Материалы и методы исследования
Лабораторные животные. Экспериментальные исследования выполнены на 93 крысах-самцах ли-

нии Wistar массой 200 –220 г, содержавшихся в условиях вивария Института физиологии НАН Бела-
руси при температуре (22 ± 1) °С и цикле освещения 12 ч день и 12 ч ночь с доступом к воде и пище 
ad libitum. Серии экспериментов выполняли в утреннее время. Все манипуляции с лабораторными жи-
вотными проводили с соблюдением законодательства1 и принципов биоэтики в соответствии с поло-
жениями Европейской конвенции о защите позвоночных животных, используемых для экспериментов 
или в иных научных целях (Страсбург, 1986). Протоколы экспериментов одобрены комиссией по био-
этике при Институте физиологии НАН Беларуси (протокол № 1 от 2 февраля 2022 г.).

Исследуемые вещества. Объектом исследования выступали FAAs (PEA, SEA, PGlyA), синтезированные 
в лаборатории химии липидов Института биоорганической химии НАН Беларуси, а также GW6471 – ан-
тагонист ядерных рецепторов PPARa (Cayman Chemical, США). Поскольку и FAAs, и GW6471 являются 
труднорастворимыми соединениями, то для их введения использовали комплексный растворитель, со-
держащий Tween-80 (Sigma-Aldrich, США), этанол и апирогенный физиологический раствор в соот-
ношении 1 : 1 : 8. Сначала осуществляли внутрибрюшинное введение GW6471 в дозе 1 мг/кг в 1 мл 
растворителя, а через 10 мин – внутрибрюшинное введение одного из FAAs (РЕА, SEA, PGlyA) в дозе 
1,5 мг/кг в 1 мл растворителя.

В исследовании крыс разделили на следующие группы: 
	• здоровые животные + растворитель (контроль 1) (n = 7); 
	• здоровые животные + GW6471 (n = 7); 
	• нейропатия без лечения (контроль 2) (n = 10); 
	• ложнооперированные животные (контроль 3) (n = 7); 
	• нейропатия + растворитель (контроль 4) (n = 7); 
	• нейропатия + PЕА (n = 10); 
	• нейропатия + SЕА (n = 10); 
	• нейропатия + PGlyA (n = 7); 
	• нейропатия + GW6471 (n = 7); 
	• нейропатия + GW6471 + PEA (n = 7); 
	• нейропатия + GW6471 + SEA (n = 7); 
	• нейропатия + GW6471 + PGlyA (n = 7). 

Моделирование периферической нейропатии. Моделирование данной патологии осуществляли хи-
рургическим путем в асептических условиях. Все хирургические манипуляции проводили под общей ане-
стезией (внутривенное введение тиопентала натрия (ОАО «Синтез», Россия), растворенного в апирогенном 
физиологическом растворе, в дозе 20 мг/кг). Для местной анестезии использовали 1 % раствор лидокаина 
гидрохлорида (ОАО «Борисовский завод медицинских препаратов», Беларусь) в расчете 30 – 40 мкл на 

1Об утверждении Ветеринарно-санитарных правил по приему, уходу и вскрытию подопытных животных в вивариях научно-
исследовательских институтов, станциях, лабораториях, учебных заведениях, а также в питомниках [Электронный ресурс] : 
постановление М-ва сел. хоз-ва и продовольствия Респ. Беларусь, 21 мая 2010 г., № 36. URL: https://pravo.by/document/?guid= 
3961&p0=W210p0118 (дата обращения: 22.09.2022).
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крысу. После наркотизации тиопенталом натрия крыс фиксировали в положении лежа на правом боку, 
выбривали шерсть в области бедра и голени животного и обрабатывали подготовленное поле 5 % спирто-
вым раствором йода. В проекции прохождения седалищного нерва с наружной стороны бедра выполняли 
разрез кожи длиной 1 см, раздвигали мышечный слой пинцетом, минимально травмируя мышечные во-
локна, находили седалищный нерв и накладывали на него три лигатуры на расстоянии 1 мм друг от друга 
с использованием нити «Сургикрол» (USP 3/0) (ООО «Футберг», Беларусь). Кожу сшивали непрерывным 
матрацным швом. Готовый шов обрабатывали 1 % раствором бриллиантового зеленого (РУП «Белмед-
препараты», Беларусь). Ложнооперированным животным производили только разрез кожи и раздвигали 
мышцы без лигирования нервных волокон с последующим ушиванием краев раны. Для предупреждения 
инфицирования крысам подкожно вводили растворенный в воде для инъекций антибиотик «Цефтриаксон» 
(ОАО «Борисовский завод медицинских препаратов») в дозе 200 мг/кг. До полного пробуждения от наркоза 
животные находились под постоянным визуальным контролем в индивидуальных боксах [10]. 

Определение латентного периода ноцицептивной реакции (ЛПНР) (в секундах) проводили с исполь
зованием альгезиметра Hot Plate (Panlab, Испания). Животных помещали на поверхность металличе-
ской пластины альгезиметра, нагретую до 50 °С. Затем с помощью встроенного таймера регистрировали 
время с момента помещения животного на пластину до момента лизания задней конечности, вокализа-
ции либо попытки выпрыгнуть [11]. 

Для определения порога ноцицептивной реакции (ПНР) (в граммах) применяли тест Рэндалла – Се-
литто (тест «давление на лапу»), предполагающий измерение силы надавливания пластикового остро-
конечного конуса на стопу экспериментального животного, при которой отмечается специфическая 
болевая реакция (отдергивание лапы либо вокализация). Тест проводили поочередно на обеих задних 
лапах для каждого животного с использованием аппарата фирмы Panlab [12]. 

Измерение параметров походки крыс выполняли с помощью аппаратно-программного комплекса 
CatWalk XT (Noldus, Нидерланды). Данный комплекс состоит из закрытого коридора на стеклянной плас
тине, по которому крыса перемещается с одной стороны на другую. Зеленый свет, излучаемый внутри 
коридора, полностью отражается от пластины, за исключением тех мест, где лапа животного соприка-
сается со стеклом и, как следствие, свет рассеивается [13]. Под стеклянной пластиной была установлена 
высокоскоростная камера для записи пробега животных. Эксперимент проводился в затемненной и защи-
щенной от шума комнате. Программное обеспечение комплекса CatWalk XT автоматически регистрировало 
отпечатки лап, когда животное пересекало откалиброванный участок коридора размером 20 × 10 см.

Анализу подвергались следующие данные, полученные с использованием комплекса CatWalk XT: 
площадь отпечатка (в квадратных сантиметрах), скорость переноса конечности (в сантиметрах в се-
кунду), интенсивность отпечатка (в абсолютных единицах измерения). Другие показатели, такие как 
ширина и длина отпечатка (в сантиметрах), продолжительность фазы стойки (в секундах), статистически 
значимо не изменялись и поэтому не были включены в исследование [13].

Интенсивность 3D-отпечатка показывает интенсивность отпечатка для каждого кадра, в котором лапы 
соприкасаются со стеклянной пластиной, и варьирует от 0 до 225, т. е. представлена в промежутке от 
синего до красного цвета.

Пробег считался удачным, когда крыса входила в коридор и плавно перемещалась по пластине к выходу 
на другом конце коридора, при этом продолжительность пробега была менее 5 с, а максимальное откло-
нение составляло менее 75 %. Для каждого животного были зарегистрированы три таких пробега [13].

Измерения производили до моделирования нейропатии, а также на 7, 14, 21, 30, 60-е сутки после моде-
лирования патологии троекратно через 5–7 мин с последующим усреднением индивидуальных показателей.

Для большей графической наглядности значений показателей ноцицептивной чувствительности и па-
раметров походки данные представлены в процентах от фонового значения, принятого за 100 %.

Анализ полученных данных. Статистическую и графическую обработку результатов выполняли с по-
мощью пакетов программ OriginPro 9.1 (OriginLab Corporation, США) и Statistica 10.0 (StatSoft, Россия). 
Проверку гипотезы о нормальном распределении количественных показателей осуществляли по крите-
рию Шапиро – Уилка. Статистическую значимость количественных признаков определяли с помощью 
непараметрических тестов, а именно теста Уилкоксона для зависимых выборок и теста Манна – Уитни 
для независимых выборок в парных сравнениях. Данные представлены в виде медианы и интервального 
размаха с указанием 25-го и 75-го процентилей. Для анализа взаимосвязи двух количественных пока-
зателей использовали метод ранговой корреляции Спирмена. В процессе обработки данных уровень 
статистической значимости оценивали при p < 0,05. 

Результаты и их обсуждение
Болевая чувствительность и паттерны походки в условиях экспериментальной нейропатии. 

На протяжении исследования состояние лабораторных животных было в пределах нормы: не выявлено 
патологических выделений и изменений шерстяного покрова, слизистых оболочек, а также отмечена 



34

Экспериментальная биология и биотехнология. 2023;2:30–43
Experimental Biology and Biotechnology. 2023;2:30–43

положительная динамика массы тела. Экспериментальные животные, которым моделировали перифе-
рическую нейропатию, прихрамывали, подтягивая травмированную лапу, однако при этом их общее 
состояние не отличалось от состояния здоровых животных.

Лигирование седалищного нерва у крыс контрольной группы приводило к развитию механической 
гипералгезии на 4-е сутки после операции, что выражалось в снижении ПНР ипсилатеральной (травми-
рованной) конечности на 21,6 % (с 127,5 (123,0 –130,8) до 97,0 (94,3–101,0) г; p = 0,007) по сравнению 
с его значением до моделирования патологии. На 7-е сутки данный показатель уменьшился на 29,3 % 
(до 90,0 (87,0 –93,0) г; p = 0,000 2) относительно исходных значений. В то же время при проведении со-
ответствующего теста на контралатеральной (неповрежденной) конечности, равно как и на обеих задних 
конечностях в группе ложнооперированных животных, подобного эффекта не обнаружено ( p > 0,05).

При исследовании ноцицептивной реакции на термический стимул у животных с периферической 
нейропатией наблюдалось статистически значимое снижение ЛПНР на 34,5 % (с 20,4 (18,8–21,4) до 13,6 
(11,9–14,7) с; p = 0,005) по сравнению с данными до операции. Механическая и термическая гипералгезия 
сохранялась по 60-е сутки ( p < 0,05).

В ходе оценки изменений параметров походки с использованием аппаратно-программного комплек-
са CatWalk XT у животных с травмой седалищного нерва на 7-е сутки после операции отмечено умень-
шение интенсивности отпечатка ипсилатеральной конечности на 17,5 % (с 189,0 (179,0 –195,0) до 144,0 
(139,0 –149,2); p = 0,02) и площади отпечатка ипсилатеральной конечности на 30,6 % (с 1,2 (0,9 –1,2) 
до 0,7 (0,7– 0,8) см2; p = 0,005) по сравнению с фоновыми значениями. Визуализация данных изменений 
реализована в виде 3D-графиков. При проведении тестов на контралатеральной конечности и обеих 
задних конечностях в группе ложнооперированных животных схожих изменений паттернов походки не 
выявлено ( p > 0,05). 

При визуальном сравнении отпечатков лап здоровой крысы и крысы с периферической нейропатией 
было отмечено, что животное в меньшей степени наступает на травмированную лапу, как следствие, 
развиваются хромота и постуральная асимметрия, свойственные данной патологии. Дальнейший мо-
ниторинг (на 14, 21, 30, 60-е сутки после операции) показал постепенное увеличение площади и интен-
сивности отпечатка и уменьшение выраженности клинической картины, однако полного восстановле-
ния до исходного уровня не происходило (рис. 1).

Влияние GW6471 на болевую чувствительность и паттерны походки у здоровых крыс и крыс 
с экспериментальной нейропатией. Установлено, что однократное внутрибрюшинное введение одной 
группе здоровых крыс растворителя, а второй группе здоровых крыс антагониста рецепторов PPARa 
не вызывало статистически значимого снижения усредненных показателей ПНР и ЛПНР, а также вы-
бранных параметров походки (табл. 1).

Рис. 1. Отпечатки лап здоровой крысы (а) и крысы с периферической нейропатией  
на 7-е сутки после лигирования седалищного нерва (б ). 

Обозначение лап: RH – правая задняя (контралатеральная); RF – правая передняя;  
LH – левая задняя (ипсилатеральная); LF – левая передняя

Fig 1. Limb imprints of a healthy rat (a) and a rat with peripheral neuropathy  
on the 7th day after ligation of the sciatic nerve (b). 

Designation of paws: RH – right hind (contralateral); RF – right front;  
LH – left hind (ipsilateral); LF – left front
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Т а б л и ц а  1
Изменение значений показателей ноцицептивной чувствительности  

и параметров походки в группах здоровых животных
Ta b l e  1

Change in the values of indicators of nociceptive sensitivity  
and gait patterns in healthy rats

Показатели
Значение

Уровень  
значимости ( р)До введения веществ Через 1 ч  

после введения веществ

Здоровые животные + растворитель
ПНР 127 (124 –129) г 123 (120 –125) г 0,09
ЛПНР 23 (16 –32) с 20 (17–28) с 0,62
Интенсивность отпечатка 187 (180 –197) 182 (164 –185) 0,69
Площадь отпечатка 1,0 (0,7–1,1) см2 0,9 (0,7–1,0) см2 0,23
Скорость переноса конечности 90 (88 – 97) см/с 90 (73–93) см/с 0,14

Здоровые животные + GW6471
ПНР 131 (123–132) г 114 (108 –119) г 0,08
ЛПНР 22 (18–23) с 20 (16 –21) с 0,39
Интенсивность отпечатка 193 (180 –194) 177 (171–191) 0,61
Площадь отпечатка 1,3 (1,1–1,4) см2 1,1 (1,0 –1,3) см2 0,79
Скорость переноса конечности 109 (103–116) см/с 108 (93–120) см/с 0,56

При однократном внутрибрюшинном введении GW6471 в дозе 1 мг/кг крысам с периферической 
нейропатией на 7-е сутки после операции отмечено снижение ПНР ипсилатеральной конечности на 
29,9 % (с 128,0 (123,0 –132,5) до 83,0 (79,0 – 87,0) г; p = 0,05) и ЛПНР на 35,2 % (с 23,2 (20,1–24,7) до 14,6 
(13,8 –15,6) с; p = 0,028) относительно дооперационных значений (рис. 2 и 3). Внутрибрюшинное вве-
дение крысам смеси растворителей на фоне нейропатии (по аналогичной схеме) не влияло на величину 
ПНР и ЛПНР.

Применение GW6471 приводило к достоверному уменьшению интенсивности отпечатка ипсилате-
ральной конечности на 20,3 % (с 203,0 (178,1–205,4) до 160,0 (147,2–162,3); p = 0,002) и площади отпе-
чатка ипсилатеральной конечности на 26,6 % (с 1,1 (1,0 –1,3) до 0,8 (0,6 – 0,9) см 2; p = 0,05) относительно 
значений до операции (рис. 4 – 6). Также фармакологическая блокада рецепторов PPARa обусловлива-
ла достоверное снижение скорости переноса ипсилатеральной конечности у крыс с периферической 
нейропатией на 24,3 % (с 93,1 (90,7–103,6) до 77,3 (70,1– 80,4) см/с; p = 0,039) по сравнению с фоновы-
ми значениями (рис. 7). Данные регистрации паттернов походки для контралатеральной конечности, 
равно как и для обеих задних конечностей животных, которым вводили растворитель, свидетельство-
вали об отсутствии достоверных изменений исследуемых показателей.

Влияние сочетанного действия FAAs и GW6471 на болевую чувствительность и паттерны поход-
ки в условиях экспериментальной нейропатии. Однократное внутрибрюшинное введение FAAs в дозе 
1,5 мг/кг крысам с периферической нейропатией на 7-е сутки после операции существенно ослабляло 
вызванную лигированием седалищного нерва механическую гипералгезию. Применение РЕА обуслов-
ливало статистически значимое увеличение ПНР на 22,8 % (с 95,5 (91,3–100,8) до 115,0 (112,3–120,0) г; 
p = 0,005), применение SEA – на 26,2 % (с 88,0 (85,0 – 98,5) до 115,0 (111,0 –117,0) г; p = 0,007), применение 
PGlyA – на 24,7 % (с 88,0 (81,0 – 93,0) до 110,0 (109,0 –113,0) г; p = 0,02) по сравнению со значениями ПНР 
до их инъекции (см. рис. 2).

Введение FAAs на фоне фармакологической блокады рецепторов PPARa на 7-е сутки после лигиро-
вания седалищного нерва также приводило к повышению ПНР независимо от используемого вещества 
(PEA, SEA, PGlyA). Так, предварительная инъекция GW6471 с последующим применением РЕА вызывала 
увеличение ПНР на 21,6 % (с 85,0 (82,0 – 91,0) до 105,0 (100,0 –114,0) г; p = 0,027) по отношению к его 
значениям до введения указанных веществ (см. рис. 2). Использование SEA на фоне блокады рецепторов 
PPARa обусловливало рост исследуемого показателя на 21,4 % (с 87,0 (82,0 – 91,0) до 108,0 (97,0 –112,0) г; 
p = 0,018) (см. рис. 2). У крыс, которым вводили PGlyA в сочетании с антагонистом рецепторов PPARa, 
ПНР повышался на 16,6 % (с 86,0 (84,0 – 90,0) до 103,0 (91,0 –111,0) г; p = 0,018) (см. рис. 2). Данный 
эффект был однократным и не обладал пролонгированным действием.
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При сравнении значений ПНР травмированной конечности у крыс с периферической нейропатией 
в случае индивидуального введения FAAs и в случае инъекции FAAs на фоне фармакологической блокады 
рецепторов PPARa отмечены статистически значимые различия между группами «нейропатия + РЕА» 
и «нейропатия + GW6471 + РЕA» (31,1 % ( p = 0,018)) на 14-е сутки после моделирования патологии, 
а также между группами «нейропатия + SEA» и «нейропатия + GW6471 + SEA» (21,1 % ( p = 0,027)) на 
30-е сутки после операции (см. рис. 2).

Однократное внутрибрюшинное введение FAAs в дозе 1,5 мг/кг на 7-е сутки после лигирования 
седалищного нерва приводило к достоверному снижению термической аллодинии. Инъекция РЕА 
повышала ЛПНР на 31,7 % (с 12,9 (11,3–15,1) до 16,9 (15,5–18,4) с; p = 0,005), а инъекция PGlyA – на 
17,4 % (с 14,6 (13,8–15,7) до 17,4 (16,3–19,1) с; p = 0,04) относительно величины данного показателя до 
введения указанных веществ (см. рис. 3). Использование SEA вызывало более выраженное увеличение 
значений ЛПНР – на 53,3 % (с 16,5 (15,3–18,7) до 27,2 (23,7–28,9) с; p = 0,007), но только на 7-е сутки 
мониторинга через 1 ч после введения (см. рис. 3).

Инъекция SEA после введения GW6471 обеспечивала достоверное увеличение ЛПНР на 29,8 % (с 15,6 
(15,1–17,8) до 20,7 (19,6 –22,9) с; p = 0,018) (см. рис. 3). Отмечены статистически значимые различия 
между группами «нейропатия + SEA» и «нейропатия + GW6471 + SEA» (52,5 % ( p = 0,027)).

Рис. 2. Изменение ПНР ипсилатеральной конечности у крыс с периферической нейропатией  
в результате внутрибрюшинного введения GW6471 в дозе 1 мг/кг  

и FAAs (РЕА, SEA, PGlyA) в дозе 1,5 мг/кг на 7-е сутки после лигирования седалищного нерва. 
Знаком * отмечены статистически значимые различия по сравнению с группой «нейропатия + GW6471 + РEA»,  

знаком # – статистически значимые различия по сравнению с группой «нейропатия + GW6471 + SEA»,  
знаком ~ – статистически значимые различия по сравнению  

с группой «нейропатия + GW6471 + PGlyА» (во всех случаях р < 0,05)
Fig. 2. Change in the nociceptive reaction threshold of the ipsilateral limb in rats with peripheral neuropathy  

as a result of intraperitoneal injection of GW6471 at a dose of 1 mg/kg  
and FAAs (РЕА, SEA, PGlyA) at a dose of 1.5 mg/kg on the 7th day after ligation of the sciatic nerve.

Sign * marked statistically significant differences compared to the group «neuropathy + GW6471 + PEA»,  
sign # – statistically significant differences compared to the group «neuropathy + GW6471 + SEA»,  

sign ~ – statistically significant differences compared 
 to the group «neuropathy + GW6471 + PGlyА» (in all cases, p < 0.05)
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Применение РЕА на фоне фармакологической блокады рецепторов PPARa способствовало повыше-
нию ЛПНР на 21,6 % (с 16,1(15,4 –17,2) до 20,7 (17,4 –22,1) с; p = 0,018), тогда как использование PGlyA 
в аналогичных условиях обусловливало рост вышеупомянутого показателя на 24,2 % (с 16,1 (13,9–17,7) 
до 19,8 (17,5–22,1) с; p = 0,018) относительно его значений до инъекций этих веществ (см. рис. 3). Таким 
образом, анальгетический эффект введения РЕА и PGlyA на фоне фармакологической блокады рецеп-
торов PPARa соизмерим с уровнем изменения ЛПНР после введения указанных веществ животным без 
предварительной блокады рецепторов.

При анализе параметров походки через 1 ч после введения PEА, SEA или PGlyA в дозе 1,5 мг/кг от-
мечено статистически значимое увеличение интенсивности отпечатка на 16,9 % (с 149,8 (127,9–159,5) 
до 167,7 (157,8–186,7); p = 0,02), 18,5 % (с 139,0 (133,6 –147,8) до 176,6 (147,9–187,6); p = 0,02) и 12,1 % 
(с 138,8 (116,5–149,9) до 151,9 (126,9–167,3); p = 0,02) по сравнению с исходными значениями соответ-
ственно (см. рис. 4).

Однократное введение РЕА в сочетании с антагонистом рецепторов PPARa на 7-е сутки после лиги-
рования седалищного нерва оказывало антиноцицептивное действие, которое выражалось в повышении 
интенсивности отпечатка на 17,8 % (с 145,3 (109,2–159,9) до 161,8 (157,6–167,6); p = 0,23) по сравнению 
с таковой до их введения, однако результаты не были статистически значимыми (см. рис. 4). В то же вре-
мя инъекции SEA и PGlyА на фоне фармакологической блокады рецепторов PPARa в указанный период 
исследования обеспечивали более выраженное анальгетическое действие, что проявлялось в устранении 
механической гипералгезии после лигирования седалищного нерва, повышении среднегрупповых значений 
интенсивности отпечатка ипсилатеральной конечности на 23,1 % (с 145,4 (134,1–174,3) до 199,5 (186,6–202,3); 
p = 0,05) для SEA и 26,3 % (с 156,6 (133,1–164,4) до 200,0 (178,6–201,8); p = 0,018) для PGlyА (см. рис. 4).

Рис. 3. Изменение ЛПНР у крыс с периферической нейропатией  
в результате внутрибрюшинного введения GW6471 в дозе 1 мг/кг  

и FAAs (РЕА, SEA, PGlyA) в дозе 1,5 мг/кг на 7-е сутки после лигирования седалищного нерва. 
Знаком # обозначены статистически значимые различия по сравнению  

с группой «нейропатия + GW6471 + SEA» ( р < 0,05)
Fig. 3. Change in the latent period of nociceptive reaction in rats with peripheral neuropathy  

as a result of intraperitoneal injection of GW6471 at a dose of 1 mg/kg  
and FAAs (РЕА, SEA, PGlyA) at a dose of 1.5 mg/kg on the 7th day after ligation of the sciatic nerve. 

Sign  # marked statistically significant differences compared to the group «neuropathy + GW6471 + SEA» ( p < 0.05)
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Рис. 4. Изменение интенсивности отпечатка ипсилатеральной конечности у крыс  
с периферической нейропатией в результате внутрибрюшинного введения GW6471 в дозе 1 мг/кг 
и FAAs (РЕА, SEA, PGlyA) в дозе 1,5 мг/кг на 7-е сутки после лигирования седалищного нерва. 

Знаком * отмечены статистически значимые различия по сравнению с группой «нейропатия + GW6471 + РEA» ( p < 0,05)
Fig. 4. Change in intensity of the ipsilateral limb imprint in rats with peripheral neuropathy  

as a result of intraperitoneal injection of GW6471 at a dose of 1 mg/kg  
and FAAs (РЕА, SEA, PGlyA) at a dose of 1.5 mg/kg on the 7th day after ligation of the sciatic nerve. 

Sign * marked statistically significant differences compared to the group «neuropathy + GW6471 + PEA» ( p < 0.05)

Рис. 5. Интенсивность 3D-отпечатка ипсилатеральной конечности у крыс  
с периферической нейропатией в результате внутрибрюшинного введения GW6471 в дозе 1 мг/кг  
и FAAs (РЕА, SEA, PGlyA) в дозе 1,5 мг/кг на 7-е сутки после лигирования седалищного нерва:  

а – нейропатия без лечения; б – нейропатия + РEA; в – нейропатия + SEA; г – нейропатия + РGlyA; д – здоровые животные; 
е – нейропатия + GW6471 + РEA; ж – нейропатия + GW6471 + SEA; з – нейропатия + GW6471 + РGlyA. 

Обозначения осей: y – интенсивность отпечатка; x – длина отпечатка, усл. ед.; z – ширина отпечатка, усл. ед.
Fig. 5. Intensity of 3D impression of the ipsilateral limb in rats with peripheral neuropathy as a result of intraperitoneal injection  
of GW6471 at a dose of 1 mg/kg and FAAs (РЕА, SEA, PGlyA) at a dose of 1.5 mg/kg on the 7th day after ligation of the sciatic nerve:  
a – neuropathy without treatment; b – neuropathy + PEA; c – neuropathy + SEA; d – neuropathy + PGlyA; e – healthy animals;  

f – neuropathy + GW6471 + PEA; g – neuropathy + GW6471 + SEA; h – neuropathy + GW6471 + PGlyA. 
Designation of axes: y – the intensity of the limb imprint; x – the length of the limb imprint, arbitrary units;  

z – the width of the limb imprint, arbitrary units
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На рис. 5 отражена интенсивность 3D-отпечатка, представленная переходом от синего к красному 
цвету. Как видно из 3D-графиков, при нарастании уровня аллодинии после моделирования нейропатии 
седалищного нерва наблюдаются снижение силы надавливания на поверхность и изменение положения 
лапы. Животные наступают на пальцы в меньшей степени, чем на пятку. При сравнении интенсивнос
ти отпечатка ипсилатеральной конечности в группах животных с периферической нейропатией после 
однократного индивидуального введения FAAs и после инъекции FAAs на фоне фармакологической 
блокады рецепторов PPARa отмечено равнозначное анальгезирующее действие, которое сопоставимо 
с данными, полученными для контралатеральной конечности.

При однократном внутрибрюшинном введении FAAs (РЕА, SEA, PGlyA) животным с перифериче-
ской нейропатией на 7-е сутки после моделирования патологии наблюдалось достоверное увеличение 
площади отпечатка ипсилатеральной конечности на 32,5 % (с 0,6 (0,4 – 0,7) до 0,9 (0,7–1,0) см 2; p = 0,03) 
для РЕА, 32,8 % (с 0,8 (0,5– 0,9) до 1,1 (1,0 –1,3) см 2; p = 0,02) для SEA и 15,4 % (с 0,5 (0,5– 0,6) до 0,6 
(0,5– 0,8) см 2; p = 0,05) для PGlyA (см. рис. 6). Антиноцицептивный эффект носил обратимый харак
тер, и на 14-е сутки после операции площадь отпечатка вернулась к уровню до введения FAAs ( p < 0,05).

В случае применения FAAs на фоне фармакологической блокады рецепторов PPARa отмечалось ста-
тистически значимое увеличение площади отпечатка травмированной конечности относительно таковой 
до их введения. Так, инъекция GW6471 с последующим внутрибрюшинным введением РЕА приводила 
к статистически значимому увеличению площади отпечатка ипсилатеральной конечности на 17,5 % (с 0,8 
(0,7–1,1) до 1,0 (0,8–1,0) см 2; p = 0,02), тогда как использование PGlyA в аналогичных условиях повышало 

Рис. 6. Изменение площади отпечатка ипсилатеральной конечности у крыс  
с периферической нейропатией в результате внутрибрюшинного введения GW6471 в дозе 1 мг/кг  
и FAAs (РЕА, SEA, PGlyA) в дозе 1,5 мг/кг на 7-е сутки после лигирования седалищного нерва. 

Знаком * отмечены статистически значимые различия по сравнению  
с группой «нейропатия + GW6471 + РEA», знаком # – статистически значимые различия  

по сравнению с группой «нейропатия + GW6471 + SEA» (в обоих случаях р < 0,05)
Fig. 6. Change in area of the ipsilateral limb imprint in rats with peripheral neuropathy  

as a result of intraperitoneal injection of GW6471 at a dose of 1 mg/kg and FAAs (РЕА, SEA, PGlyA)  
at a dose of 1.5 mg/kg on the 7th day after ligation of the sciatic nerve. 

Sign * marked statistically significant differences compared to the group  
«neuropathy + GW6471 + PEA», sign # – statistically significant differences compared  

to the group «neuropathy + GW6471 + SEA» (in both cases, p < 0.05)



40

Экспериментальная биология и биотехнология. 2023;2:30–43
Experimental Biology and Biotechnology. 2023;2:30–43

вышеупомянутый показатель на 19,1 % (с 0,9 (0,8–1,0) до 1,0 (0,9–1,1) см2; p = 0,039), а использование 
SEA – на 31,3 % (с 0,8 (0,7– 0,8) до 1,1 (0,8–1,2) см2; p = 0,04) (см. рис. 6), при этом восстановления 
площади отпечатка до исходного уровня не происходило. 

Были зарегистрированы достоверные различия между группами «нейропатия + РЕА» и «нейро
патия + GW6471 + РЕA» (18,7 % (р = 0,03)), а также между группами «нейропатия + SЕА» и «нейропа-
тия + GW6471 + SЕA» (19,3 % (р = 0,02)) на 7-е сутки после операции (см. рис. 6).

Статистически значимых изменений исследуемых параметров для контралатеральной конечности 
крыс с периферической нейропатией после введения вышеупомянутых веществ не выявлено.

При анализе скорости переноса конечности у крыс с нейропатией после внутрибрюшинного введения 
исследуемых FAAs отмечено статистически значимое увеличение данного показателя на 21,1 % (с 85,9 
(73,8–91,3) до 104,7 (92,3–117,6) см/с; p = 0,02) для РЕА, 22,3 % (с 97,1 (81,8–101,9) до 104,9 (100,4 –109,1) см/с; 
p = 0,04) для SEA и 24,2 % (с 87,5 (65,8–97,0) до 109,3 (104,2–114,4) см/с; p = 0,02) для PGlyA (см. рис. 7). 
В то же время при анализе выбранных паттернов походки на контралатеральной конечности подобного 
эффекта не обнаружено. 

Внутрибрюшинное введение исследуемых FAAs на фоне фармакологической блокады рецепторов 
PPARa статистически значимо увеличивало скорость переноса ипсилатеральной конечности у крыс 
на 7-е сутки после лигирования седалищного нерва. Инъекция РЕА в сочетании с GW6471 повышала 
данный показатель на 18,2 % (с 145,3 (109,2–159,9) до 161,8 (157,6 –167,6) см/с; p = 0,027). Введение 
SEA на фоне фармакологической блокады рецепторов PPARa увеличивало скорость переноса ипсила-
теральной конечности на 23,1 % (с 145,4 (134,1–174,3) до 199,5 (186,6 –202,3) см/с; p = 0,045), а введе-
ние PGlyA – на 26,3 % (с 156,6 (133,1–164,4) до 200,0 (178,6 –201,8) см/с; p = 0,017) (см. рис. 7).

Рис. 7. Изменение скорости переноса ипсилатеральной конечности у крыс  
с периферической нейропатией в результате внутрибрюшинного введения GW6471  

в дозе 1 мг/кг и FAAs (РЕА, SEA, PGlyA) в дозе 1,5 мг/кг на 7-е сутки после лигирования седалищного нерва. 
Знаком * отмечены статистически значимые различия по сравнению  

с группой «нейропатия + GW6471 + РEA» ( p < 0,05)
Fig. 7. Change in the transfer speed of the ipsilateral limb in rats with peripheral neuropathy  

as a result of intraperitoneal injection of GW6471 at a dose of 1 mg/kg and FAAs (РЕА, SEA, PGlyA)  
at a dose of 1.5 mg/kg on the 7th day after ligation of the sciatic nerve. 

Sign * marked statistically significant differences compared  
to the group «neuropathy + GW6471 + PEA» ( p < 0.05)
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Отмечены статистически значимые различия между группами «нейропатия + РЕА» и «нейропа-
тия + GW6471 + РЕA» (20,2 % ( p = 0,018) и 23,3 % ( p = 0,04)) на 14-е и 30-е сутки после операции 
(см. рис. 7).

При анализе взаимосвязи параметров ноцицептивной чувствительности и паттернов походки с рас-
четом коэффициентов корреляции Спирмена (табл. 2) достоверные корреляционные связи выявлены во 
всех экспериментальных группах. 

Т а б л и ц а  2
Коэффициенты корреляции ноцицептивной чувствительности  

и паттернов походки у групп крыс с периферической нейропатией
Ta b l e  2

Correlation coefficients of the nociceptive sensitivity  
and gait patterns in groups of rats with peripheral neuropathy

Группы животных

Площадь  
отпечатка

Интенсивность  
отпечатка

Скорость  
переноса конечности

Корреляция 
с ПНР

Корреляция 
с ЛПНР

Корреляция 
с ПНР

Корреляция 
с ЛПНР

Корреляция 
с ПНР

Корреляция 
с ЛПНР

Нейропатия + РЕА 0,61 0,42 0,81* 0,80* 0,37 0,02
Нейропатия + SEA 0,73 0,98* 0,87* 0,83* 0,77* 0,91*
Нейропатия + PGlyA 0,95* 0,95* 0,96* 0,92* 0,84* 0,77*
Нейропатия + GW6471 + РЕА 0,96* 0,97* 0,89* 0,86* 0,88* 0,84*
Нейропатия + GW6471 + SЕА 0,93* 0,96* 0,88* 0,91* 0,92* 0,87*
Нейропатия + GW6471 + PGlyA 0,93* 0,96* 0,83* 0,88* 0,96* 0,94*

*Достоверная связь между сравниваемыми параметрами ( p < 0,05).

Паттерны походки статистически значимо коррелировали как с ПНР, так и с ЛПНР. Наименьшие зна-
чения коэффициента корреляции отмечены в отношении скорости переноса конечности и ЛПНР у всех 
экспериментальных групп, что может указывать на слабую взаимосвязь между данными показателями 
ввиду регистрации ответной реакции на разные по предъявлению стимулы – термический (ЛПНР) и ме-
ханический (скорость переноса конечности).

Анализ имеющихся литературных данных. Механизмы анальгетического действия FAAs до конца 
не раскрыты. По известной на сегодняшний день информации, в достаточной мере исследования про-
ведены лишь для РЕА, тогда как способ реализации анальгетических эффектов SEA и PGlyА остается 
малоизученным. Согласно данным литературы выявлены несколько механизмов действия РЕА. Первый 
механизм предполагает, что РЕА посредством стимулирования PPARa снижает активацию тучных клеток 
на участках травмированных нервов и способствует высвобождению провоспалительных медиаторов [8]. 
Также имеются доказательства, что тучные клетки находятся в непосредственной близости от нервных 
окончаний и их дегрануляция может усилить ноцицептивный сигнал. В связи с этим периферические 
тучные клетки считаются провоспалительными и проноцицептивными. Вторым механизмом является так 
называемый эффект свиты: РЕА усиливает иммуномодулирующие и анальгетические эффекты ананда-
мида (АЕА), повышая его сродство к рецепторам CBR. Кроме того, PEA является субстратным конку-
рентом АЕА для гидролизующего фермента FAAH и, таким образом, ингибирует его деградацию [14]. 
Третий механизм основан на способности РЕА непосредственно стимулировать орфанные рецепторы 
GPR55 и ядерные рецепторы PPARa и PPARg [3].

В отличие от PPARa экспрессия PPARb или PPARg в ганглиях дорсальных корешков остается неис
следованной. Несмотря на малое количество данных о распределении PPARa на ноцицептивных первич-
ных афферентах (Ad- и C-волокна), известные анальгетические эффекты агонистов PPARa, вводимых 
локально животным с моделями воспалительной и нейропатической боли, предполагают, что активация 
PPARa в ганглиях дорсальных корешков приводит к подавлению возбуждения ноцицептивных аффе-
рентных волокон [8]. Согласно литературным источникам были проведены исследования, которые от-
ражают роль рецепторов PPARa в ноцицептивной чувствительности. Так, в работе [15] показано подав
ление болевых ощущений, вызванных формалином, после введения агониста PPARa в дозе 0,1–10,0 мкг 
на 10 мкл швейцарским мышам.

В исследовании [16] установлено, что сочетанное подкожное введение GW7647 (агонист PPARa) 
и РЕА в дозах 50 мг/кг снижает гипералгезию в модели нейропатической боли при хроническом ущем-
лении седалищного нерва.
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Авторами статьи [17] отмечено, что у мышей линии C57BL, которые лишены рецепторов PPARa, 
наблюдается более высокая чувствительность к термическим и механическим стимулам, а также холо-
довая и механическая аллодиния и тепловая гипералгезия.

В исследовании [18], посвященном нейропатической аллодинии, вызываемой паклитакселом, пока-
зано, что введение РЕА в дозе 30 мг/кг оказывало антиаллодиническое действие, а инъекция GW6471 
в дозе 2 мг/кг отменяла данный эффект.

Представленные результаты работы, проводимой в рамках диссертационного исследования, уточ-
няют возможное участие FAAs в условиях фармакологической блокады ядерных рецепторов PPARa 
в изменении ноцицептивных реакций и паттернов походки у животных с экспериментальной перифе-
рической нейропатией и являются новыми сведениями в этой области. 

В ходе анализа экспериментальных данных установлено, что однократное внутрибрюшинное введе-
ние здоровым крысам GW6471 в дозе 1 мг/кг не вызывало достоверных изменений ПНР, ЛПНР и пат-
тернов походки. В результате проведенных исследований выявлено, что введение крысам с перифери-
ческой нейропатией на 7-е сутки после операции FAAs в дозе 1,5 мг/кг на фоне блокады рецепторов 
PPARa (GW6471 в дозе 1 мг/кг) приводило к статистически значимому повышению ноцицептивной 
чувствительности и параметров походки относительно значений указанных показателей у эксперимен-
тальных животных со сформированной патологией до инъекции исследуемых веществ.

Поскольку рецепторы PPARa были заблокированы посредством введения антагониста, а антиалло-
диническое действие выявлено при регистрации ноцицептивных реакций и паттернов походки, можно 
предположить, что данный эффект опосредуется через взаимодействие FAAs с PPARg, но возможно во
влечение и других рецепторных систем, отличных от PPARs, в частности орфанных (GPR18, GPR55), 
каннабиноидных (CBR1 и CBR2) и ванилоидных (TRPV1) рецепторов.

Заключение
Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что однократное внутрибрюшинное 

введение здоровым крысам GW6471 (антагониста ядерных рецепторов PPARa, связанных с G-белком) 
в дозе 1 мг/кг не вызывало достоверных изменений ПНР, ЛПНР и паттернов походки.

Инъекция крысам с нейропатией седалищного нерва FAAs в дозе 1,5 мг/кг при фармакологической 
блокаде рецепторов PPARa через 1 ч оказывала выраженное анальгезирующее действие, что подтверждает 
статистически значимое увеличение ПНР и ЛПНР. Схожий результат зафиксирован при регистрации 
паттернов походки, а именно отмечено увеличение интенсивности и площади отпечатка, а также ско-
рости переноса конечности после введения исследуемых веществ. Однако для дальнейшего выяснения 
способов реализации антиноцицептивного действия данного комплекса соединений необходимы до-
полнительные исследования с использованием методов иммуногистохимии.
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УДК 581.2

ВИРУЛЕНТНЫЕ СВОЙСТВА ПЕКТОБАКТЕРИЙ,  
ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ОБРАЗЦОВ РАСТЕНИЙ  

НА ТЕРРИТОРИИ БЕЛАРУСИ

ШАО ЧЭНЮЕ1), А. Н. ЕВТУШЕНКОВ1)

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

Фитопатогенные бактерии Pectobacterium carotovorum, P. parmentieri и P. brasiliense, выделенные из расте-
ний на территории Беларуси, различались по способности поражать ткани картофеля, моркови, лука и пекинской 
капусты при искусственном заражении. Высоковирулентными оказались штаммы видов P. carotovorum и P. bra-
siliense. Слабой вирулентностью характеризовались бактерии P. parmentieri, что выражалось в низкой эффектив-
ности заражения растений лука, моркови, пекинской капусты и в меньших, чем у других исследованных видов 
бактерий, показателях мацерирующей и пектатлиазной активности.

Ключевые слова: мягкая гниль; вирулентность; пектатлиаза; картофель; P. brasiliense; P. parmentieri; P. caro
tovorum.
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VIRULENT PROPERTIES OF PECTOBACTERIA ISOLATED  
FROM PLANT SAMPLES ON THE TERRITORY OF BELARUS
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The phytopathogenic bacteria Pectobacterium carotovorum, P. parmentieri and P. brasiliense isolated from plants on 
the territory of Belarus differed in their ability to infect potato, carrot, onion and Chinese cabbage tissues with artificial 
infection. Strains of species P. carotovorum and P. brasiliense turned out to be highly virulent. Bacteria P. parmentieri 
were characterised by low virulence, which was manifested in the low efficiency of infection of onion, carrot, Chinese 
cabbage plants and reduced macerating and pectate lyase activities.

Keywords: soft rot; virulence; pectate lyase; potato; P. brasiliense; P. parmentieri; P. carotovorum.

Введение
Бактерии родов Dickeya и Pectobacterium являются возбудителями черной ножки картофеля и мяг-

кой гнили различных видов растений. Ранее они относились к группе carotovora [1], позже на основа-
нии анализа последовательностей генов 16S рРНК и основных белков были выделены как самостоя-
тельные роды в новом семействе Pectobacteriaceae [2]. 

Пектобактерии имеют широкий круг хозяев и инфицируют как сельскохозяйственные культуры, так 
и декоративные растения (например, картофель, томаты, кукурузу, капусту, свеклу, салат, перец, морковь, 
хризантемы). Бактерии родов Dickeya и Pectobacterium включены в топ-10 фитопатогенных бактерий [3]. 
Только в европейских странах потери продукции сельского хозяйства от пектобактерий оцениваются 
в десятки миллионов долларов США [4; 5]. 

Мягкая гниль и черная ножка картофеля считаются болезнями, передаваемыми семенными клубнями. 
Источником инфекции могут быть почва, остатки растений, насекомые, нематоды или сельскохозяйст
венные машины [6; 7]. Мягкая гниль проявляется в мацерации внутренних тканей клубней картофе-
ля, а черная ножка характеризуется поражением тканей основания стебля с последующим хлорозом, 
увяданием листьев и снижением образования клубней [8]. Эти бактериозы возникают в результате 
действия на стенки растительных клеток комплекса ферментов, таких как пектиназы, целлюлазы 
и протеазы [9].

В настоящее время эффективные средства контроля мягкой гнили и черной ножки картофеля отсут-
ствуют [5]. Для уменьшения вреда от патогенов осуществляют посев качественными клубнями (про-
верка на заражение) и удаление зараженных растений в период вегетации. Во многих странах налаже-
ны регулярный мониторинг видового состава бактерий родов Dickeya и Pectobacterium на растениях 
картофеля и изучение их вирулентности, что позволяет повысить эффективность контроля посевного 
материала [10]. 

Бактерии семейства Pectobacteriaceae являются доминирующими возбудителями мягкой гнили ово-
щей и черной ножки картофеля в нашем регионе [11–13]. Интенсивный обмен посевным материалом 
приводит к быстрому распространению фитопатогенных бактерий, поэтому необходим постоянный 
мониторинг фитопатогенов для выявления новых опасных видов. Целью данного исследования являлось 
изучение вирулентных свойств бактерий семейства Pectobacteriaceae, выделенных ранее при бактериозах 
растений в Беларуси, для определения наиболее опасных фитопатогенов.

Материалы и методы исследования
В работе использовали 66 штаммов бактерий рода Pectobacterium, которые были выделены из об-

разцов растений с симптомами мягкой гнили (клубни картофеля, морковь, капуста) и черной ножки 
(стебли картофеля), собранных на территории Беларуси. Штаммы идентифицированы до вида на осно-
вании изучения биохимических свойств и проведения ПЦР с видоспецифическими праймерами [13]. 
Бактерии выращивали при температуре 28 °С на картофельном агаре или полноценной питательной 
среде (LB).

Заражение растений. Бактерии выращивали в жидкой среде LB в течение ночи, центрифугировали, 
промывали 0,85 % раствором NaCl, ресуспендировали в том же растворе до оптической плотности при 
длине волны 600 нм, соответствующей плотности суспензии 3 ⋅ 108 клеток на 1 мл. Клубни картофеля 
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(сорт Палац) поверхностно стерилизовали 70 % этанолом, затем вводили шприцем 20 мкл бактериаль-
ной суспензии и изолировали рану пленкой Parafilm (Amcor Flexibles North America, США). Зараженные 
клубни картофеля помещали в эксикатор при температуре 28 °С и относительной влажности воздуха 
от 70 до 80 %. Через 48 ч после инокуляции определяли массу мацерированной ткани и сохраняли об-
разцы при температуре –20 °C до измерения ферментативной активности. Вымытые корнеплоды мор
кови стерилизовали 70 % этанолом, разрезали на ломтики толщиной 1 см с соблюдением стерильности 
и переносили на увлажненный стерильный фильтр в чашки Петри, далее вводили шприцем 20 мкл 
бактериальной суспензии и помещали образцы в термостат при температуре 28 °С на 48 ч. Заражение 
листьев пекинской капусты и чешуй лука осуществляли аналогично (путем введения 20 мкл бакте
риальной суспензии), после чего инкубировали образцы в течение 48 ч при температуре 28 °С. Через 
48 ч после инокуляции измеряли площадь зоны поражения.

Анализ пектатлиазной активности в мацерированной ткани. К 500 мг образца мацерированной 
ткани в пробирке типа «эппендорф» добавляли 500 мкл дистиллированной воды, гомогенизировали на-
конечником пипетки и центрифугировали для получения неочищенного ферментного экстракта. Опреде-
ление пектатлиазной активности осуществляли в супернатантах путем регистрации с помощью спектро-
фотометра увеличения оптической плотности реакционной смеси при длине волны 235 нм и температуре 
30 °C, как описано ранее в работе [14].

Все исследования проводили в 3–5-кратной биологической повторности. Статистическую обработ-
ку результатов выполняли с использованием программы Excel 2010 (Microsoft, США). Данные пред-
ставлены как среднее значение ± ошибка среднего значения. 

Результаты и их обсуждение
В работе изучали вирулентные свойства 66 штаммов 3 видов пектобактерий (P. carotovorum, P. par-

mentieri и P. brasiliense) путем заражения клубней картофеля, корнеплодов моркови, листьев пекинской 
капусты и чешуй лука. Характерные для мягкой гнили симптомы появлялись в течение 2 сут (рис. 1). 

Рис. 1. Развитие мягкой гнили  
при заражении растений штаммом P. carotovorum 003-9:  
a – клубень картофеля; б – срезы корнеплода моркови;  

в – листья пекинской капусты; г – чешуи лука
Fig. 1. The development of soft rot  

when plants are infected with strain P. carotovorum 003-9:  
a – potato tuber; b – carrot root crop slices; c – Chinese cabbage leaves; d – onion scales
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Ткани зараженных растений размягчались, зона поражения выглядела более темной и влажной. Конт
рольные образцы, инокулированные физиологическим раствором, не изменялись. Сравнение способ-
ности изучаемых штаммов 3 видов пектобактерий вызывать поражение тканей 4 видов растений по-
казало, что наиболее широкий круг хозяев имеют штаммы вида P. brasiliense. Несмотря на то что все 
они были изолированы из пораженных вегетирующих стеблей и клубней картофеля [13], 6 штаммов 
(85,71 %), кроме картофеля, поражали морковь и пекинскую капусту, а 4 штамма (57,14 %) – все взятые 
в исследование сельскохозяйственные культуры. Обратная картина наблюдалась для штаммов вида 
P. parmentieri. Они также были выделены из картофеля [13] и успешно мацерировали ткани его клубней, 
но при этом поражение других растений могли вызывать менее 50 % исследуемых штаммов. Для бакте-
рий вида P. carotovorum вне зависимости от источника их выделения характерен широкий круг хозяев, 
из которого несколько выпадает лук: только 26,19 % штаммов этого вида вызывали поражение чешуй 
лука. В целом можно отметить, что растения лука в наименьшей степени поражаются всеми 3 видами 
пектобактерий (табл. 1).

Т а б л и ц а  1
Эффективность заражения растений бактериями  

P. carotovorum, P. parmentieri и P. brasiliense 
Ta b l e  1

Effectiveness of infection of plants  
with P. carotovorum, P. parmentieri and P. brasiliense bacteria

Вид бактерий
Общее  

количество  
штаммов

Доля штаммов, %, вызвавших поражение
клубней  

картофеля
срезов  

корнеплода моркови
листьев  

пекинской капусты чешуй лука

P. carotovorum 42 100 88,10 97,62 26,19
P. parmentieri 17 100 29,41 47,06 11,76
P. brasiliense 7 100 85,71 85,71 57,14

Вирулентные свойства пектобактерий оценивали по степени мацерации зараженных тканей расте-
ний (рис. 2). 

Как следует из рис. 2, изучаемые виды пектобактерий различались по степени мацерации тканей 
картофеля, моркови, пекинской капусты и лука. Более эффективно ткани испытуемых растений маце-
рировали бактерии P. carotovorum и P. brasiliense. В большей степени они поражали ткани пекинской 
капусты, моркови и картофеля, в меньшей степени – ткани лука. Бактерии P. brasiliense сильнее мацери-
ровали ткани клубней картофеля и корнеплодов моркови даже в сравнении с бактериями P. carotovorum, 
что подтверждает ранее высказанное предположение об их высокой вирулентности [15]. Штаммы вида 
P. parmentieri значительно слабее мацерировали ткани моркови, пекинской капусты и лука, чем штаммы 
видов P. carotovorum и P. brasiliense. Исходя из этого, можно предположить, что бактерии P. parmentieri 
имели более низкую вирулентность. 

В образцах пораженных тканей измеряли пектатлиазную активность. Пектатлиаза считается основ-
ным фактором вирулентности пектобактерий. Она представлена множеством изоферментов с большим 
спектром ферментативной активности, что позволяет бактериям поражать широкий круг растений раз-
личной таксономической принадлежности [9]. Пектатлиазная активность регистрировалась в образцах 
пораженных тканей всех исследуемых растений (табл. 2).

Т а б л и ц а  2
Пектатлиазная активность бактерий P. carotovorum, P. parmentieri и P. brasiliense  

в пораженных тканях растений, E/мл 
Ta b l e  2

Pectate lyase activity of bacteria P. carotovorum, P. parmentieri and P. brasiliense  
in affected plant tissues, E/mL

Вид бактерий Картофель Морковь Пекинская капуста Лук

P. carotovorum 0,215 ± 0,029 0,215 ± 0,057 1,254 ± 0,307 0,070 ± 0,014
P. parmentieri 0,156 ± 0,027 0,027 ± 0,005 0,136 ± 0,017 0,015 ± 0,005
P. brasiliense 0,239 ± 0,034 0,079 ± 0,018 0,384 ± 0,08 0,019 ± 0,007

П р и м е ч а н и е. Значения пектатлиазной активности, полученные для каждого штамма одного вида 
бактерий, суммировали и делили на число штаммов.
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Наименьшая пектатлиазная активность отмечалась в образцах растений, зараженных штаммами бак-
терий P. parmentieri, наибольшая – в образцах растениий, зараженных штаммами бактерий P. carotovo­
rum. Эти данные также свидетельствуют о том, что P. parmentieri является менее вирулентным видом, чем 
P. carotovorum и P. brasiliense.

Самые низкие значения пектатлиазной активности регистрировались при заражении пектобактерия-
ми лука, что коррелирует с площадью поражения тканей луковицы и эффективностью заражения лука. 
Полученные результаты свидетельствуют о высокой устойчивости лука к заражению пектобактериями, 
это может быть связано с содержанием в его тканях соединений серы, обладающих сильными анти-
бактериальными свойствами [16].

Выполненные исследования показывают высокую вирулентность распространенных в республике 
штаммов видов P. carotovorum и P. brasiliense. Они эффективно заражали картофель, морковь, пекинскую 
капусту, демонстрируя высокую мацерирующую и пектатлиазную активность. Штаммы вида P. par-
mentieri по изученным характеристикам оказались менее вирулентными. Исследования, проведенные 
в Швейцарии, также выявили более низкую вирулентность местных штаммов вида P. parmentieri в срав-
нении с вирулентностью бактерий вида P. carotovorum и рода Dickeya, но более широкое их распро-
странение [17]. Бактерии P. parmentieri и P. brasiliense впервые обнаружены в Беларуси при бактериозах 

Рис. 2. Степень поражения растений бактериями 
P. carotovorum (Pcc), P. parmentieri (Ppa) и P. brasiliense (Pbr): 

а – клубни картофеля; б – корнеплоды моркови; в – листья пекинской капусты; г – чешуи лука.  
Для картофеля и моркови определяли массу мацерированной ткани,  

для пекинской капусты и лука измеряли площадь зоны поражения, так как мацерированная ткань  
не размягчалась, как при заражении картофеля и моркови. Данные, полученные для каждого штамма 

одного вида, суммировали и делили на число штаммов
Fig. 2. The degree of plant damage by bacteria 

P. carotovorum (Pcc), P. parmentieri (Ppa) and P. brasiliense (Pbr): 
а – potato tubers; b – carrot root crop slices; c – Chinese cabbage leaves; d – onion scales.  

For potato and carrot, the mass of macerated tissue was weighed,  
for Chinese cabbage and onion, the area of the affected zone was measured,  

since the macerated tissue did not soften, as when potato and carrot were infected.  
Data obtained for each strain of the same species were summarised  

for all strains and divided by the number of strains
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растений. Со времени открытия вида P. brasiliense как возбудителя черной ножки картофеля в Бразилии 
в 2004 г. патоген широко распространился по всему миру: он обнаружен в странах Азии (Китай, Япо-
ния), Африки (ЮАР, Кения, Алжир, Марокко), Европы (Нидерланды, Швейцария, Россия) [17–25]. От-
мечается, что бактерии P. brasiliense отличаются высокой вирулентностью и, кроме картофеля, поражают 
другие овощные культуры. Вид P. parmentieri был установлен в 2016 г. Ревизия коллекционных штаммов 
пектобактерий выявила среди них штаммы P. parmentieri, выделенные ранее и идентифицированные как 
P. carotovorum [26]. В 2019 г. сообщалось о первом обнаружении в России на территории Московской облас
ти вида P. parmentieri в качестве возбудителя черной ножки картофеля [27]. Бактерии P. parmentieri широко 
распространены в Польше, где их изолировали еще в 1996 г., но идентифицировали как P. carotovorum [10]. 

Заключение
Выделенные из растений на территории Беларуси фитопатогенные бактерии P. carotovorum, P. par-

mentieri и P. brasiliense различались по способности поражать растения картофеля, моркови, лука и пе-
кинской капусты при искусственном заражении. Штаммы видов P. carotovorum и P. brasiliense оказались 
высоковирулентными, а штаммы вида P. parmentieri характеризовались слабой вирулентностью, что про-
являлось в низкой эффективности заражения растений лука, моркови, пекинской капусты и в меньших, 
чем у штаммов других исследованных видов бактерий, показателях мацерирующей и пектатлиазной 
активности. В то же время бактерии P. parmentieri эффективно заражали картофель и мацерировали 
ткани его клубней, что может свидетельствовать о специализации патогена к этой культуре. Из рас-
тений наиболее устойчивым к инфекции пектобактериями оказался лук: только отдельные штаммы 
пектобактерий (в основном P. carotovorum и P. brasiliense) вызывали бактериоз. Новый для Беларуси 
фитопатоген P. brasiliense успешно заражал клубни картофеля, морковь, пекинскую капусту и быстро 
мацерировал пораженные ткани. Получены данные о том, что P. brasiliense может поражать 19 видов 
растений из 10 семейств (однодольных и двудольных), но чаще всего патоген изолируют из растений 
семейства пасленовых [15]. Учитывая способность поражать широкий круг сельскохозяйственных куль-
тур и высокую вирулентность P. brasiliense, можно прогнозировать потенциальную опасность нового 
фитопатогена для посадок картофеля, томатов и перца в Беларуси.
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УДК 579.25

ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ ИНАКТИВАЦИИ ШИКИМАТКИНАЗЫ  
У РЕКОМБИНАНТНЫХ ШТАММОВ – ПРОДУЦЕНТОВ  

ШИКИМОВОЙ КИСЛОТЫ ВACILLUS SUBTILIS 168wt21СSA  
И В. SUBTILIS 5434p4SA

ЧАО ЮЙ 1), Е. О. КОРИК1), А. В. ЛАГОДИЧ 1)

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

Прототрофные штаммы Вacillus subtilis 168wt и В. subtilis ВКПМ 5434 трансформированы рекомбинантными 
конструкциями, содержащими фрагмент гена шикиматкиназы. За счет гомологичной рекомбинации осуществле-
на интеграция векторных конструкций в состав бактериальной хромосомы трансформируемых штаммов с об-
разованием рекомбинантных штаммов В. subtilis 168wt21СSA и В. subtilis 5434p4SA. Конструктивные отличия 
между полученными штаммами обусловлены механизмом инактивации гена шикиматкиназы: при использовании 
конструкции pMTL21CΔaroK (штамм В. subtilis 168wt21СSA) реализована необратимая инактивация, а при ис-
пользовании конструкции pMUTIN4ΔaroK (штамм В. subtilis 5434p4SA) – регулируемая (индуцируемая ИПТГ) 
экспрессия гена шикиматкиназы. Изучены морфофизиологические и биохимические особенности штаммов В. subti­
lis 168wt21СSA и В. subtilis 5434p4SA. У обоих штаммов в нативных условиях отмечены утрата прототрофных 
свойств и приобретение способности к повышенному синтезу шикимовой кислоты. Для штамма B. subtilis 5434p4SA 
продемонстрирован эффект восстановления прототрофных свойств у части клеток бактериальной популяции при 
активации экспрессии гена шикиматкиназы в присутствии ИПТГ. Выявлена зависимость изменения числа клеток 
с активированным геном шикиматкиназы от концентрации индуктора в среде. С применением метода ВЭЖХ 
показано, что у полученных штаммов-кандидатов шикимовая кислота синтезируется эффективнее, чем у соот-
ветствующих штаммов-предшественников: ее содержание в культуральной среде может достигать 564 мкг/мл для 
штамма В. subtilis 168wt21СSA и 732 мкг/мл для штамма В. subtilis 5434p4SA, т. е. более чем в 2,5 раза превышать 
таковые значения для исходных штаммов.

Ключевые слова: Bacillus subtilis; гомологичная рекомбинация; инактивация шикиматкиназы; метаболический 
путь шикимата; тест на синтрофизм; индуктор ИПТГ; промотор Pspac.
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EVALUATION OF THE EFFICIENCY  
OF SHIKIMATE KINASE INACTIVATION  

IN RECOMBINATIONAL STRAINS – PRODUCERS OF SHIKIMIC ACID  
BACILLUS SUBTILIS 168wt21СSA AND B. SUBTILIS 5434p4SA
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Prototrophic strains Вacillus subtilis 168wt and В. subtilis VKPM 5434 were transformed with recombinational con-
structs containing the fragment of shikimate kinase gene. The vector constructs were integrated into the bacterial chromo-
some of the transformed strains via homologous recombination resulting in recombinant strains B. subtilis 168wt21CSA 
and B. subtilis 5434p4SA. The differences between the obtained strains are due to the mechanism of the shikimate kinase 
gene inactivation: complete knockout with the construct pMTL21CΔaroK (strain B. subtilis 168wt21CSA) and conditional 
(IPTG-inducible) expression of shikimate kinase gene with the construct pMUTIN4ΔaroK (strain B. subtilis 5434p4SA). 
The morphophysiological and biochemical features of the strains В. subtilis 168wt21СSA and В. subtilis 5434p4SA were 
studied. For both strains under native conditions, the loss of prototrophic properties and the acquisition of ability to in-
crease the synthesis of shikimic acid were noted. For the strain B. subtilis 5434p4SA, the effect of restoring prototrophic 
properties in some cells of the bacterial population was demonstrated upon activation of the expression of the shikimate 
kinase gene in the presence of IPTG. The dependence of the change in the number of cells with the activated shikimate kinase 
gene on the concentration of IPTG inductor in the medium was revealed. Using the HPLC method, we shown that mutant 
strains synthesise shikimic acid more efficiently than the corresponding parent strains: shikimic acid content in the culture 
medium can reach 564 µg/mL for the strain B. subtilis 168wt21СSA and 732 µg/mL for the strain B. subtilis 5434p4SA, 
i. e. more than 2.5 times exceed those for the original strains.

Keywords: Bacillus subtilis; homologous recombination; inactivation of shikimate kinase; the metabolic pathway of 
shikimat; syntrophism test; IPTG inductor; Pspac promoter.

Введение
Шикиматный путь включает стадии синтеза всех трех ароматических аминокислот микроорганиз

мами, в ходе которых образуются продукты 3-дегидрошикимовой, шикимовой и хоризмовой кислот 
и их производные (рис. 1) [1; 2]. Ароматические аминокислоты, к которым относятся L-тирозин, 
L-триптофан и L-фенилаланин, востребованы в сельском хозяйстве и медицинской практике, по-
скольку выполняют множество жизненно важных функций в организме. Так, L-тирозин является пред-
шественником гормонов дофамина, адреналина, норадреналина и тироксина. Препараты L-тирозина 
используются в качестве усилителя вкуса, помогают улучшить внимание, память, концентрацию, 
поддерживают работу нервной системы, стабилизируют артериальное давление и частоту сердечных 
сокращений у пациентов с болезнью Паркинсона [3], позволяют решить косметические проблемы 
обесцвечивания кожи за счет повышения синтеза меланина у пациентов с витилиго [4; 5]. Второй неза-
менимой аминокислотой является L-триптофан. Потребность рынка в L-триптофане растет с каждым 
годом [6]. Это обусловлено его широким использованием в качестве важного компонента кормов для 
животных, а также применением при производстве противоопухолевых препаратов, таких как вио-
лацеин и деоксивиолацеин [6]. Третья аминокислота, L-фенилаланин, входит в состав подсластителя 
аспартама, который назначается пациентам с сахарным диабетом и лицам с избыточной массой тела [7]. 
Шикимовая кислота является одним из наиболее востребованных и самых ранних идентифицирован-
ных соединений в пути биосинтеза ароматических аминокислот [8]. Ее выделяют из растительного 
сырья, преимущественно из плодов звездчатого аниса. Также разработаны подходы для микробио-
логического синтеза, реализованные с использованием различных представителей про- и эукариот, 
таких как Escherichia coli [9; 10], Saccharomyces cerevisiae [11; 12], Pseudomonas viridans [13] и Вacillus 
subtilis [14]. Возросший интерес к шикимовой кислоте и поиск высокопродуктивных штаммов для 
ее синтеза обусловлены исключительными свойствами данной кислоты: она выступает основным 
хиральным центром при синтезе ряда востребованных фармацевтических препаратов и соединений, 
наиболее известным из которых является препарат «Тамифлю», применяемый для борьбы с различ-
ными штаммами гриппа, включая штамм птичьего гриппа H5N1.
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Ранее с использованием двух плазмидных конструкций (pMTL21CΔaroK  [18; 19] и pMUTIN4ΔaroK 
[20; 21]), содержащих в своем составе области для гомологичной рекомбинации с бактериальной хромосомой 
клеток В. subtilis, были получены генно-инженерные штаммы-кандидаты, которые оценивались как штам-
мы – продуценты шикимовой кислоты. С применением метода гиперосмотической электротрансформации 
описанные выше конструкции введены в клетки штаммов В. subtilis 168wt и В. subtilis ВКПМ 5434 [19] и путем 
гомологичной рекомбинации интегрированы в бактериальную хромосому с образованием рекомбинантных 
штаммов-кандидатов В. subtilis 168wt21СSA и B. subtilis 5434p4SA соответственно. 

У используемых в работе исходных прототрофных штаммов шикиматный путь обеспечивает обра-
зование L-триптофана, L-фенилаланина и L-тирозина, а шикимовая кислота является промежуточным 
продуктом этого пути [14]. Однако у полученных штаммов-кандидатов работа гена шикиматкиназы 
(aroK ) должна быть нарушена, что обусловит блокировку превращения шикимата в шикимат-3-фосфат 
и невозможность образования L-триптофана, L-фенилаланина и L-тирозина [21].

Предполагается, что избыток шикимовой кислоты (целевой продукт) в клетках штамма В. subti­
lis 168wt21СSA будет достигаться за счет нарушения целостности гена aroK. Это приведет к отсутствию 
шикиматкиназной активности в клетках полученного штамма и, как следствие, к накоплению шикимата 
в клетке в концентрациях, превышающих физиологическую норму, с последующим пассивным транспор-
том во внеклеточную среду. Сходный эффект должен проявляться и у штамма B. subtilis 5434p4SA, однако 
при получении этого штамма реализован ряд конструктивных особенностей. Так, интеграция конструкции 
pMUTIN4ΔaroK в состав бактериальной хромосомы должна была приводить не к нарушению целост-
ности гена aroK, а к изменению эффективности его экспрессии путем постановки под индуцируемый 
ИПТГ промотор Pspac. Привнесение терминаторов t1, t2 и t0 перед промоторным регионом должно было 
исключить фоновую экспрессию гена aroK с других промоторов в отсутствие индукции промотора Pspac. 
Сниженная чувствительность к ретроингибированию ДАГФ-синтазы продуктами шикиматного пути, 
характерная для исходного штамма В. subtilis ВКПМ 5434, должна была обеспечить более высокий вы-
ход шикимовой кислоты, чем у немутагенизированного штамма В. subtilis 168wt (рис. 2) [19]. 

Таким образом, при отсутствии в среде индуктора ИПТГ у штамма B. subtilis 5434p4SA должна от-
сутствовать экспрессия гена шикиматкиназы (aroK ) и, как следствие, наблюдаться полная или частичная 
утрата шикиматкиназной активности в клетках, приводящая как к развитию ауксотрофности по аро-
матическим аминокислотам, так и к накоплению в клетке шикимата в концентрациях, превышающих 
физиологическую норму, с последующим пассивным транспортом во внеклеточную среду. Ожидается, 
что при наличии в среде индуктора ИПТГ промотор Pspac обеспечит экспрессию подконтрольного ему 
гена aroK, в случае его функциональной целостности это приведет к образованию функционально ак-
тивного белкового продукта гена aroK и восстановлению шикиматкиназной активности в клетке. 

Рис. 1. Общая схема шикиматного пути у B. subtilis 
(составлено на основе данных источников [15–17] с дополнениями).  

Названия генов приведены для генома B. subtilis 168 (сборка NC_000964.3)
Fig. 1. General scheme of the shikimate pathway in B. subtilis 

(compiled on the basis of data from sources [15–17] with additions). 
The names of the genes are given for B. subtilis 168 genome (assembly NC_000964.3)
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Цель и задачи настоящего исследования заключались в следующем: путем гиперосмотической электро-
трансформации ввести генетическую конструкцию pMTL21CΔaroK в клетки штамма В. subtilis 168wt 
и отобрать рекомбинантные клетки, полученные в результате интеграции конструкции pMTL21CΔaroK 
в состав бактериальной хромосомы; оценить эффективность экспрессии генов шикиматного пути с про-
мотора Pspac в клетках штамма B. subtilis 5434p4SA; изучить морфофизиологические и биохимические 
особенности полученных штаммов (эффективность роста на средах различного состава, целостность 
шикиматного пути, эффективность синтеза и накопления шикимата).

Материалы и методы исследования
Бактериальные штаммы и плазмиды. В ходе работы использовались:
	• штамм B. subtilis ВКПМ 5434 (является высокопродуктивным продуцентом L-триптофана, устой-

чивым к хлорамфениколу; предоставлен Национальным биоресурсным центром «Всероссийская кол-
лекция промышленных микроорганизмов» (Москва));

	• штамм В. subtilis 5434p4SA (характеризуется тем, что ген aroK находится под контролем промото-
ра Pspac, и отличается устойчивостью к эритромицину и хлорамфениколу; получен из штамма В. sub-
tilis ВКПМ 5434 в результате интеграции конструкции pMUTIN4ΔaroK в бактериальную хромосому);

	• штамм B. subtilis 168 (характеризуется мутацией гена trpC2 [22]);
	• штамм В. subtilis 168wt (является прототрофом; получен путем трансформации штамма В. subti-

lis 168 фрагментированным геномом B. natto);
	• штамм В. subtilis 168wt21СSA (характеризуется необратимой инактивацией гена aroK и устойчи-

востью к хлорамфениколу; получен из штамма В. subtilis 168wt в результате интеграции конструкции 
pMTL21CΔaroK в бактериальную хромосому);

	• плазмиды pMTL21CΔaroK и pMUTIN4ΔaroK (получены из плазмид pMTL21C [18] и pMUTIN4 [20] 
соответственно путем клонирования последовательности для обеспечения их интеграции в хромосому 
B. subtilis в целях инактивации гена aroK [19]).

Электротрансформация клеток штамма B. subtilis 168wt. Ночную культуру штамма B. subtilis 168wt, 
выращенную на среде LB (10 г/л триптона, 5 г/л дрожжевого экстракта, 10 г/л NaCl) [23], разводили 
средой для выращивания LBS (среда LB, содержащая 0,5 моль/л сорбитола) до достижения бактери-
альной культурой оптической плотности 0,01 при длине волны 600 нм, после чего культивировали при 
температуре 37 °C и скорости вращения 200 об/мин до достижения культурой оптической плотности 0,5 
при длине волны 600 нм. Далее бактериальные клетки 10 мин охлаждали на льду, а затем осаждали 
центрифугированием в течение 10 мин при ускорении 5000 g. Полученный осадок промывали ледяной 
гиперосмотической средой для электротрансформации SMG (концентрация сорбита 1 моль/л, концент
рация маннита 0,5 моль/л, объемная доля глицерина 1,5 %). После четырехкратной промывки клетки 
ресуспензировали в среде для электротрансформации (объем среды составлял 1,25 % от исходного объема 
культуры). Электрокомпетентные клетки либо сразу использовали для электротрансформации, либо замора-
живали и хранили при температуре  – 80 °C. Для электротрансформации брали 60 мкл электрокомпетентных 
клеток, добавляли к ним 65 нг ДНК плазмиды pMTL21CΔaroK (1,083 нг/мкл), а затем переносили получен-
ную суспензию в охлажденную на льду кювету для электропорации с зазором между электродами 1 мм. 
После инкубации в течение 5 мин клетки подвергали воздействию одиночного электрического импульса  

Рис. 2. Ожидаемая организация фрагмента бактериального генома клеток В. subtilis  
после интеграции плазмиды pMUTIN4ΔaroK. 

Последовательности генов tmrB и aroK обозначены заливкой красного и синего цвета соответственно.  
Для восстановленных после интеграции последовательностей генов указано направление  

открытых рамок считывания. Фрагменты генов tmrB и aroK, представленные начальной областью  
открытой рамки считывания, обозначены заливкой красного и синего цвета и подписаны как tmrBʹ и aroKʹ

Fig. 2. Expected organisation of a fragment of the bacterial genome of B. subtilis  
after integration of the plasmid pMUTIN4ΔaroK. 

The tmrB and aroK gene sequences are indicated by red and blue shading respectively.  
For the sequences obtained after integration are shown the direction of the open reading frames.  
Fragments represented by the initial region of the tmrB and aroK genes (open reading frames)  

are indicated by red and blue shading and signed as tmrBʹ and aroKʹ
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с использованием электропоратора Gene Pulser Xcell (Bio-Rad, США), при этом длительность импульса 
составляла 4,0–5,5 мс, напряженность электрического поля – 23 кВ/см, электрическая емкость – 25 мкФ, 
а сопротивление достигало 200 Ом. После воздействия электрического импульса в кювету вносили 1 мл 
среды для восстановления (среда LB, содержащая 0,5 моль/л сорбитола и 0,38 моль/л маннитола). По ис-
течении 6 ч инкубации при температуре 37 °С клетки высевали на агаризованную среду LB с концент
рацией эритромицина 5 мкг/мл и культивировали при температуре 37 °С. Отбор и анализ полученных 
трансформантов проводили на 2-е сутки культивирования [19].

Оценка продукции L-триптофана у различных штаммов B. subtilis. Для выявления у штаммов 
способности синтезировать L-триптофан были использованы различные варианты посева анализируемых 
штаммов и тест-культуры, реализуемые при постановке теста на синтрофизм (рис. 3), а также метод пер-
пендикулярных штрихов, наиболее часто применяемый для оценки антагонистической активности [24].

При использовании метода перпендикулярных штрихов на поверхность минимальной агаризован-
ной среды в чашке Петри штрихом высевали исследуемый штамм и помещали чашку в термостат при 
температуре 37 °C. Продолжительность культивирования определяли по эффективности прироста 
биомассы продуцента. После завершения роста культуры и диффузии продуцируемого L-триптофана 
в агаризованную среду перпендикулярно к штриху выросшего штамма штрихами подсевали тест-
культуру, начиная от краев чашки, затем снова помещали чашку в термостат на 48 ч. Если изучаемый 
микроорганизм синтезировал и выделял диффундирующий в среде L-триптофан, то это было видно по 
ростостимулирующему действию в отношении используемой тест-культуры ауксотрофного штамма 
B. subtilis 168, зона роста которого начиналась в непосредственной близости от зоны роста самого 
продуцента. Чем дальше от точки роста целевого штамма был возможен рост тестируемого штамма, 
тем с меньшей эффективностью проявлялась инактивация целевого гена. При полной утрате шики-
маткиназной активности исследуемыми штаммами рост тест-культуры, равно как и рост исследуе-
мого штамма, был либо невозможен, либо возможен только в области непосредственного контакта 
с анализируемым образцом [24]. Сходные результаты получены при использовании схемы посева 
культур, применяемой в тесте на синтрофизм (см. рис. 3). Учет результатов проводили после 72 ч 
культивирования при температуре 37 °С.

Выявление в популяции доли клеток с активным промотором Pspac. Эффективность экспрес-
сии (долю клеток, экспрессирующих ген шикиматкиназы с промотора Pspac) определяли при культи-
вировании клеток в жидкой среде и на агаризованных средах. При приготовлении сред с заданными 
концентрациями индуктора использовали метод серийных разведений [24]. 

Определение эффективности индукции экспрессии гена шикиматкиназы при культивировании 
клеток в жидкой среде. В несколько стерильных пробирок вносили по 2 мл минимальной глюкозо-
солевой среды SMS. В первую пробирку, содержащую 4 мл среды, вносили ИПТГ до достижения ко-
нечной концентрации 2,4 ммоль/л и тщательно перемешивали. После этого 2 мл жидкости из первой 
пробирки переносили во вторую пробирку и повторяли перемешивание, затем 2 мл содержимого вто-
рой пробирки переносили в третью пробирку и т. д. Из предпоследней пробирки удаляли 2 мл раствора 
для выравнивания объема и обеспечения одинаковых условий культивирования. При таком способе 

Рис. 3. Определение продукции L-триптофана с помощью ауксотрофического теста. 
В сектора 1 и 2 высевались анализируемые штаммы B. subtilis (непрерывный штрих), в сектора 3 и 4  

высевалась тест-культура B. subtilis 168 trpC2 (параллельные штрихи)
Fig. 3. Determination of L-tryptophan production using the auxotrophic test. 

In sectors 1 and 2 were seeded the analysed strains of B. subtilis (solid stroke), in sectors 3 and 4  
was seeded a test culture of B. subtilis 168 trpC2 (parallel strokes)
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разведения в каждой последующей пробирке концентрация ИПТГ была в 2 раза меньше, чем в преды-
дущей. Последняя пробирка со средой не содержала ИПТГ и являлась контрольной. Во все пробирки 
вносили по 0,1 мл суспензии отмытых бактериальных клеток с плотностью 104–105 клеток на 1 мл. Через 
16 –18 ч культивирования в оптимальных условиях проводили анализ роста микроорганизмов как путем 
визуальной оценки (помутнение среды), так и с использованием спектрофотометрического метода. По-
мутнение среды трактовали как наличие высокой численности бактерий (более 107 клеток на 1 мл). 

Определение доли клеток, экспрессирующих ген шикиматкиназы с промотора Pspac при различ-
ных концентрациях индуктора. Применяя сходный с описанным выше подход, готовили чашки с ага-
ризованной минимальной глюкозо-солевой средой и концентрацией ИПТГ 0; 0,3; 0,6; 1,2 и 2,4 ммоль/л. 
Для подсчета общего числа жизнеспособных клеток использовали чашки Петри с полноценной пита-
тельной средой. Во все чашки вносили по 0,1 мл суспензии отмытых бактериальных клеток с плот-
ностью 104–105 клеток на 1 мл. Через 16 –18 ч культивирования в оптимальных условиях проводили 
подсчет числа КОЕ, которое соответствовало числу клеток с активным промотором Pspac. 

Состав среды и условия культивирования, используемые для оценки уровня синтеза шикимо-
вой кислоты клетками B. subtilis с помощью метода ВЭЖХ. Выращенные на среде LB ночные куль-
туры штаммов B. subtilis 168wt, В. subtilis 168wt21СSA были использованы для инокуляции (объемная 
доля 5 %) в 4 мл среды для ферментации, полученной на основе минимальной среды Спицайзена (1,4 % 
K2HPO4, 0,6 % KH2PO4, 0,01 % MgSO4, 0,2 % (NH4 )2SO4, 0,1 % Na3C6H5O7) [22; 25]. 

По окончании культивирования бактериальные клетки осаждали центрифугированием в течение 10 мин 
при ускорении 13 000 g. Полученный супернатант отбирали и очищали от остатков бактериальных клеток 
и их обломков с помощью шприцевого бактериального фильтра с размером пор 0,45 мкм (Macherey-Nagel, 
Германия). Для загрузки колонки использовали 5 мкл отфильтрованной культуральной жидкости.

Подготовка стандарта шикимовой кислоты для ВЭЖХ-анализа. Образец стандарта шикимовой 
кислоты растворяли в метаноле до концентрации 2 мг/мл. Полученный раствор очищали с помощью 
шприцевого бактериального фильтра с размером пор 0,45 мкм. Выполняли трехкратные инъекции по 
5 мкл [26; 27].

Количественный анализ шикимовой кислоты методом ВЭЖХ. Супернатанты анализировали 
методом ВЭЖХ на хроматографе LCMS-2020 (Shimadzu, Япония) с использованием колонки Allure C18 
(диаметр 4,6 мм, длина 150 мм, размер частиц сорбента 5 мкм) (Restek, США) и детектора на основе 
фотодиодной матрицы SPD-M20A (Shimadzu). Разделение веществ проводили градиентным элюирова-
нием при температуре колонки 40 °C и скорости потока 0,5 мл/мин на протяжении 20 мин. На основании 
анализа собственных результатов [19] и протоколов, представленных в работах [14; 26; 28], были из-
менены условия градиента мобильной фазы. Модифицированные условия градиента мобильной фазы 
представлены в табл. 1. Обнаружение шикимовой кислоты и измерение ее концентрации проводили при 
длине волны 210 нм с помощью детектора на основе фотодиодной матрицы SPD-M20A [26; 28]. 

Т а б л и ц а  1
Условия хроматографического разделения

Ta b l e  1
Conditions for chromatographic separation

Время, мин
Доля компонентов мобильной фазы, %

Вода Метанол Муравьиная  
кислота

0 –12 97–92 2–7 1
12–13 92– 4 7–95 1
13–15 4 95 1
15–20 97 2 1

П р и м е ч а н и я: 1. В ходе анализа использовалась 1 % муравьи
ная кислота. 2. В этих условиях стандарт шикимовой кислоты 
элюировался на 162-й секунде.

Результаты и их обсуждение
Оценка эффективности роста и способности к синтезу триптофана у исходных штаммов и штам-

мов-кандидатов. У отобранных штаммов-кандидатов с использованием теста на синтрофизм проде-
монстрировано появление неспособности к подращиванию клеток тест-штамма В.  subtilis 168, нуж-
дающегося в L-триптофане, что и должно быть характерно для этих штаммов вследствие нарушения 
целостности шикиматного пути (рис. 4).
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Рис. 4. Оценка эффективности роста и способности к синтезу L-триптофана  
у исходных штаммов и штаммов-кандидатов В. subtilis 168wt21СSA и В. subtilis 5434p4SA 

(чашки инкубировали при температуре 37 °С, учет результатов проводили через 72 ч): 
а – оценка эффективности роста тест-штамма В. subtilis 168 (1) на минимальной глюкозо-солевой среде  
(тест-штамм высеян параллельными штрихами на половину чашки Петри, в другую половину чашки  

внесен L-триптофан (Trp) (маркером синего цвета отмечены области наслаивания раствора L-триптофана  
на агаризованную среду, в каждую область внесено 20 мкл 25 ммоль/л раствора L-триптофана)); 

б – оценка эффективности роста тест-штамма В. subtilis 168 (1) на минимальной глюкозо-солевой среде  
(тест-штамм высеян методом Коха, затем в отмеченную маркером синего цвета область уколом  

внесено 5–10 мкл 25 ммоль/л раствора L-триптофана (Trp)); 
в – оценка эффективности роста штамма-прототипа В. subtilis 168wt (2) и его способности  
к подращиванию тест-штамма В. subtilis 168 (1) на минимальной глюкозо-солевой среде; 

г – оценка эффективности роста штамма-прототипа В. subtilis ВКПМ 5434 (3) и его способности  
к подращиванию тест-штамма В. subtilis 168 (1) на минимальной глюкозо-солевой среде; 

д – оценка эффективности роста штамма-кандидата В. subtilis 168wt21CSA (4) и его способности  
к подращиванию тест-штамма В. subtilis 168 (1) на минимальной глюкозо-солевой среде; 

е – оценка эффективности роста штамма-кандидата В. subtilis 5434p4SA (5) и его способности  
к подращиванию тест-штамма В. subtilis 168 (1) на минимальной глюкозо-солевой среде; 

ж – оценка эффективности роста штамма-прототипа В. subtilis ВКПМ 5434 (3) и его способности к подращиванию  
тест-штамма В. subtilis 168 (1) на минимальной глюкозо-солевой среде в присутствии 2,4 ммоль/л ИПТГ; 

з – оценка эффективности роста штамма-кандидата В. subtilis 5434p4SA (5) и его способности к подращиванию  
тест-штамма В. subtilis 168 (1) на минимальной глюкозо-солевой среде в присутствии 2,4 ммоль/л ИПТГ

Fig. 4. Evaluation of the growth efficiency and ability to synthesise L-tryptophan in the original strains  
and candidate strains B. subtilis 168wt21CSA and B. subtilis 5434p4SA 

(the plates were incubated at temperature of 37 °C, the results were recorded after 72 h): 
a – evaluation of the growth efficiency of the test strain B. subtilis 168 (1) on the SMS medium  

(the test strain was seeded with parallel strokes on half of the Petri dish, L-tryptophan (Trp)  
was added to the other half of the dish (the points of layering of the L-tryptophan solution  

in the agar medium marked as blue areas, in each area 20 µL of 25 mmol/L solution of L-tryptophan were added); 
b – evaluation of the growth efficiency of the test strain B. subtilis 168 (1) on SMS medium  

(the test strain was inoculated by the Koch method, after which 5–10 µL of 25 mmol/L solution  
of L-tryptophan (Trp) was injected in the point marked as blue area); 

c – evaluation of the growth efficiency of the prototype strain B. subtilis 168wt (2) and its ability  
to grow the test strain B. subtilis 168 (1) on SMS medium; 

d – evaluation of the growth efficiency of the prototype strain B. subtilis VKPM 5434 (3)  
and its ability to grow the test strain B. subtilis 168 (1) on SMS medium; 

e – evaluation of the growth efficiency of the candidate strain B. subtilis 168wt21CSA (4)  
and its ability to grow the test strain B. subtilis 168 (1) on SMS medium; 

f – evaluation of the growth efficiency of the candidate strain B. subtilis 5434p4SA (5)  
and its ability to grow the test strain B. subtilis 168 (1) on SMS medium; 

g – evaluation of the growth efficiency of the prototype strain B. subtilis VKPM 5434 (3)  
and its ability to grow the test strain B. subtilis 168 (1) on SMS medium in the presence of 2.4 mmol/L IPTG; 

h – evaluation of the growth efficiency of the candidate strain B. subtilis 5434p4SA (5) and its ability  
to grow the test strain B. subtilis 168 (1) on SMS medium in the presence of 2.4 mmol/L IPTG
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Рост тест-штамма В. subtilis 168 на минимальной глюкозо-солевой среде возможен только в при-
сутствии L-триптофана и наблюдается либо в области диффузии внесенного раствора L-триптофана 
(см. рис. 4, а), либо непосредственно в месте его введения (см. рис. 4, б ). На рис. 4, в и г, продемонстри-
рованы прототрофные свойства штаммов-прототипов В. subtilis 168wt и В. subtilis ВКПМ 5434, а также 
их способность к подращиванию тест-штамма В. subtilis 168 на минимальной глюкозо-солевой среде: не-
значительный рост тест-штамма наблюдается в непосредственной близости от анализируемых штаммов, 
предположительно, в области диффузии синтезируемого ими L-триптофана. Эти данные подтверждают 
целостность шикиматного пути у штаммов-прототипов. Анализ рис. 4, д и е, отражающих эффективность 
роста штаммов-кандидатов В. subtilis 168wt21CSA и В. subtilis 5434p4SA на минимальной глюкозо-солевой 
среде, позволяет заключить, что рост штамма В. subtilis 168wt21CSA на этой среде невозможен, а рост 
штамма В. subtilis 5434p4SA незначителен. Эти данные свидетельствуют о полной или частичной утрате 
прототрофных свойств рекомбинантными штаммами В. subtilis 168wt21CSA и В. subtilis 5434p4SA. Следует 
отметить, что оба указанных штамма демонстрировали способность к росту на минимальной глюкозо-
солевой среде при наличии в ней смеси трех ароматических аминокислот – L-тирозина, L-триптофана 
и L-фенилаланина. Потеря прототрофности у рекомбинантных штаммов, равно как и восстановление 
способности к росту на минимальной глюкозо-солевой среде при условии одновременного присутствия 
в ней конечных метаболитов шикиматного пути – L-тирозина, L-триптофана и L-фенилаланина, является 
прогнозируемой и ожидаемой. Стоит заметить, что наблюдаемая у штамма В. subtilis 5434p4SA незна-
чительная способность к росту на минимальной глюкозо-солевой среде (см. рис. 4, е) также является 
прогнозируемой, она может быть объяснена характерной для промотора Pspac фоновой активностью [20]. 
С использованием чашечного метода для штамма В. subtilis 5434p4SA продемонстрирован следовой 
рост на минимальной глюкозо-солевой среде без формирования четких колоний, а при длительном куль-
тивировании в жидкой среде (продолжительность культивирования 48 ч, температура 37 °С, скорость 
вращения 200 об/мин) плотность культуры не превышала 2,6 ⋅ 105 КОЕ/мл. Добавление в среду ИПТГ 
восстанавливало прототрофные свойства организма и его способность к подращиванию клеток тест-
штамма (см. рис. 4, з). В качестве контроля сравнения выступал штамм-прототип В. subtilis ВКПМ 5434, 
который на минимальной глюкозо-солевой среде с ИПТГ продемонстрировал отсутствие изменений 
в способности к подращиванию тест-штамма В. subtilis 168, что расценивалось как отсутствие измене
ний в активности синтеза L-триптофана (см. рис. 4, ж). 

Таким образом, результаты сравнения эффективности роста штамма В. subtilis 5434p4SA, представлен-
ной на рис. 4, е и з, однозначно свидетельствуют, что в присутствии ИПТГ у рекомбинантных бактерий 
В. subtilis 5434p4SA восстанавливается способность к росту на среде SMS и подращиванию тест-штам
ма В. subtilis 168, т. е. в присутствии ИПТГ восстанавливается целостность пути синтеза ароматических 
аминокислот. Это свойство является ключевым для валидации полученного мутанта и говорит о коррект-
ности функциональной организации структуры разработанной конструкции pMUTIN4∆aroK, точности 
процесса ее интеграции в бактериальную хромосому целевого штамма В. subtilis ВКПМ 5434, верности 
локализации в составе бактериальной хромосомы привнесенных за счет гомологичной рекомбинации 
детерминант с восстановлением структурной и функциональной целостности гена aroK при его поста-
новке под регулируемый промотор Pspac. В связи с этим рекомбинантный штамм В. subtilis 168wt21СSA 
может рассматриваться как альтернативная тест-система при характеристике основных свойств штам-
ма В. subtilis 5434p4SA.

Интересные результаты были получены для штамма B. subtilis 5434p4SA при его культивировании 
в жидкой минимальной глюкозо-солевой среде с ИПТГ. Как было отмечено ранее, штамм B. subti­
lis 5434p4SA утрачивает прототрофные свойства, которые восстанавливаются в присутствии ИПТГ, 
что связано с активацией экспрессии гена aroK с привнесенного индуцируемого ИПТГ промотора Pspac. 
Для используемой в работе векторной молекулы pMUTIN4, содержащей промотор Pspac, lac-оператор 
и терминаторы t1, t2 и t0, была описана зависимость уровня экспрессии генетических детерминант, контро-
лируемых промотором Pspac, как функция эффективности работы промотора от концентрации индуктора. 
Данная зависимость имела линейный характер в интервале концентраций ИПТГ от 0,01 до 1,0 ммоль/л 
(далее измерения были непоказательны из-за насыщения системы экспрессируемым продуктом) [20]. 
Характерный фоновый рост без формирования четких колоний при культивировании штамма на плотной 
минимальной глюкозо-солевой среде, а также низкий титр КОЕ при культивировании в жидкой среде 
позволили предположить, что имеет место не низкий уровень экспрессии подконтрольного гена во всех 
клетках популяции, а экспрессия подконтрольного гена в случайных клетках популяции. Для провер
ки данного предположения была выдвинута гипотеза, что даже  при использовании индуктора экспрессия 
подконтрольного гена идет не во всех, а только в части клеток бактериальной популяции. Для проверки 
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выдвинутой гипотезы в популяции клеток B. subtilis 5434p4SA определяли долю клеток, обладающих 
прототрофным фенотипом при отсутствии ИПТГ, и долю клеток, восстановивших прототрофный фено
тип после внесения в среду культивирования ИПТГ в различных концентрациях.

Анализ числа сформированных колоний на средах разного состава наглядно демонстрирует долю 
клеток в бактериальной популяции, у которых проявлялся прототрофный фенотип в результате экс-
прессии гена aroK с промотора Pspac (табл. 2).

Т а б л и ц а  2
Доля клеток штамма B. subtilis 5434p4SA, эффективно экспрессирующих ген aroK,  

при различных концентрациях ИПТГ в среде культивирования
Ta b l e  2

Proportion of B. subtilis 5434p4SA cells that effectively express the aroK gene 
at different concentrations of IPTG in the culture medium

Штамм

Число КОЕ, сформированных на минимальной 
глюкозо-солевой среде с эритромицином (5 мкг/мл),  

при различных концентрациях ИПТГ

Общее число КОЕ,  
сформированных на полноценной 

питательной среде

0 ммоль/л 0,3 ммоль/л 0,6 ммоль/л 1,2 ммоль/л 2,4 ммоль/л С эритромицином 
(5 мкг/мл)

Без 
эритромицина

B. subtilis 
ВКПМ 5434 – – – – – – 1523,0 ± 24,3

B. subtilis 
5434p4SA 5,0 ± 1,1 82,0 ± 2,0 238,0 ± 5,6 616,0 ± 6,8 1330,0 ± 68,0 1413,0 ± 32,9 1427,0 ± 29,8

Доля 
прототрофных 
клеток

0,35 % 5,80 % 16,84 % 43,59 % 94,0 % 100 % 
(контроль)

100 % 
(контроль)

П р и м е ч а н и я: 1. Данные представлены в виде М ± m, где М – среднее значение; m – ошибка среднего значения, рассчи-
танная через среднеквадратичное отклонение при трехкратной повторности эксперимента. 2. Сведения для штамма B. subti-
lis ВКПМ 5434 приведены в целях демонстрации отсутствия спонтанной устойчивости к эритромицину у штамма-прототипа. 
3. Знак «минус» обозначает отсутствие роста. 4. Доля прототрофных клеток определена относительно числа КОЕ, сформиро-
ванных на среде с эритромицином.

Совокупный анализ описанных выше результатов позволяет заключить, что вследствие гомологич-
ной рекомбинации между фрагментами ДНК, клонированными в состав конструкций pMTL21C∆aroK 
и pMUTIN4∆aroK, и целевыми областями бактериального генома штаммов В. subtilis 168wt и В. subti­
lis ВКПМ 5434 были получены рекомбинантные штаммы с заблокированной шикиматкиназной активно-
стью, обусловливающей возникновение у исследуемых штаммов-кандидатов ауксотрофности по арома-
тическим аминокислотам. Это указывает на целевую доставку и интеграцию клонированных участков 
в нужные регионы бактериальной хромосомы. В пользу справедливости высказанного предположения 
также свидетельствуют данные, полученные для штамма-кандидата В. subtilis 5434p4SA, у которого 
инактивация гена шикиматкиназы должна носить обратимый характер. Так, у штамма В. subtilis 5434p4SA 
была отмечена утрата прототрофных свойств и способности к синтезу L-триптофана, что является ожи-
даемым фенотипическим изменением. При культивировании штамма на минимальной глюкозо-солевой 
среде в присутствии ИПТГ происходит восстановление прототрофных свойств и способности к синтезу 
L-триптофана, что также является ожидаемым фенотипическим изменением и согласно рабочей модели 
может быть объяснено экспрессией гена шикиматкиназы с привнесенного промотора Pspac, индуцируе
мого ИПТГ. 

Таким образом, с помощью теста на синтрофизм было продемонстрировано соответствие между тео-
ретически ожидаемыми и наблюдаемыми фенотипическими изменениями в характеристиках штаммов-
кандидатов, что позволило использовать отобранные штаммы-кандидаты для дальнейших исследований 
по оценке их продуктивности.

Оценка эффективности синтеза шикимовой кислоты. Концентрацию шикимовой кисло-
ты в среде определяли с помощью метода ВЭЖХ после 72 ч культивирования анализируемых штам-
мов в ферментационной среде (начальная концентрация L-тирозина, L-триптофана и L-фенилаланина 
по 12,5 мкг/мл, начальная концентрация глюкозы 0,5 %, температура культивирования 37 °C, скорость 
вращения 200 об/мин). Ростовые показатели бактериальной культуры и эффективность накопления ши-
кимовой кислоты в среде после 72 ч культивирования представлены в табл. 3. Следует отметить, что ис-
пользуемые штаммы имеют разную скорость роста: в указанный интервал времени для быстрорастущих 
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культур, таких как В. subtilis 168wt, наступает фаза отмирания и лизиса клеток, тогда как для культуры 
В. subtilis 5434p4SA, отличающейся самым медленным ростом, этот временной промежуток соответствует 
фазе глубокого стационара. Именно с лизисом культур авторы связывают обнаружение шикимовой кис-
лоты для штаммов В. subtilis 168wt и В. subtilis ВКПМ 5434.

Т а б л и ц а  3
Ростовые показатели штаммов В. subtilis  

и эффективность накопления шикимовой кислоты после 72 ч инкубирования  
в ферментационной среде для синтеза шикимовой кислоты

Ta b l e  3
Growth rates of strains B. subtilis and the efficiency  

of accumulation of shikimic acid after 72 h of incubation  
in the fermentation medium for the synthesis of shikimic acid

Штамм
Оптическая  

плотность культуры  
при длине волны 600 нм

Биомасса культуры, мг
Концентрация  

шикимовой кислоты  
в среде, мкг/мл

В. subtilis 168wt 0,634 7 ± 0,023 0 1548 ± 35 156,03 ± 3,66
В. subtilis 168wt21CSA 1,748 2 ± 0,048 6 2923 ± 45 564,46 ± 4,70
В. subtilis ВКПМ 5434 1,051 3 ± 0,055 3 2469 ± 34 260,16 ± 3,18
В. subtilis 5434p4SA 1,891 7 ± 0,017 0 3387 ± 37 732,38 ± 4,53

П р и м е ч а н и е. Данные представлены в виде М ± m, где М – среднее значение; m – ошибка среднего значения, 
рассчитанная через среднеквадратичное отклонение при трехкратной повторности эксперимента.

Как видно из табл. 3, у обоих рекомбинантных штаммов эффективность накопления шикимовой кис-
лоты в среде культивирования значительно превышала аналогичный показатель у штаммов-прототипов. 
Так, для штамма В. subtilis 168wt21CSA количество шикимовой кислоты, накапливаемой в фермента-
ционной среде, возросло в 3,6 раза относительно исходного уровня и составило (564,46 ± 4,70) мкг/мл. 
Для штамма В. subtilis 5434p4SA прирост был чуть менее значительным (в 2,8 раза), однако количество 
накапливаемой в среде шикимовой кислоты являлось максимальным в анализируемом ряду и дости-
гало (732,38 ± 4,53) мкг/мл. Также следует отметить, что в предыдущих исследованиях авторов при 
использовании других параметров хроматографического разделения образцов продукция шикимовой 
кислоты у штамма В. subtilis ВКПМ 5434 не обнаружена, а соответствующий показатель эффективнос
ти накопления шикимовой кислоты для штамма В. subtilis 5434p4SA был в 1,8 раза ниже и составлял 
(403,98 ± 9,10) мкг/мл [19]. Отличия числовых значений могут быть объяснены как модификацией 
условий хроматографического разделения, так и изменением параметров культивирования, которые, 
безусловно, играют весьма существенную роль при работе с продуцентами. При сравнении исходных 
штаммов с полученными продуцентами по таким показателям, как оптическая плотность бактериальной 
культуры и ее биомасса, нельзя не отметить, что у полученных продуцентов накопление шикимовой 
кислоты сопряжено с пролонгированным эффектом от увеличения оптической плотности культуры и ее 
биомассы. Так, у штамма В. subtilis 168wt21CSA через 72 ч инкубирования в среде ферментации опти-
ческая плотность культуры была в 2,8 раза, а биомасса – в 1,9 раза выше, чем у штамма В. subtilis 168wt, 
при этом в культуральной жидкости штамма В. subtilis 168wt21CSA накапливалось в 3,6 раза больше 
шикимовой кислоты по сравнению с количеством кислоты, накапливаемым в культуральной жидкости 
штамма-прототипа. Вероятно, разница ростовых показателей связана с отличиями в фазах роста культур 
клеток штамма-прототипа и штамма-продуцента. Аналогичные закономерности были выявлены для пары 
В. subtilis ВКПМ 5434 – В. subtilis 5434p4SA (для культур также наблюдались отличия в фазах роста). 
Так, у штамма В. subtilis 5434p4SA через 72 ч культивирования оптическая плотность культуры была 
в 1,8 раза, биомасса – в 1,4 раза, а количество накапливаемой шикимовой кислоты – в 2,8 раза выше, 
чем у исходного штамма. Приведенные числовые значения позволяют предположить, что наблюдаемые 
изменения в сравниваемых параметрах носят нелинейный характер и могут контролироваться другими 
факторами, которые не были учтены в данном исследовании. 

В результате сравнения ростовых показателей и эффективности синтеза шикимовой кислоты двух 
штаммов-прототипов (В. subtilis 168wt и В. subtilis ВКПМ 5434) и полученных на их основе рекомби-
нантных штаммов (В. subtilis 168wt21CSA и В. subtilis 5434p4SA) выявлена интересная особенность. 
При указанных режимах культивирования соответствующие показатели штамма В. subtilis ВКПМ 5434 
примерно в 1,7 раза (оптическая плотность культуры – в 1,7 раза, биомасса – в 1,6 раза, количество накапли-
ваемой шикимовой кислоты – в 1,7 раза) превышают таковые штамма В. subtilis 168wt. У рекомбинантных 
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штаммов В. subtilis 168wt21CSA и В. subtilis 5434p4SA эти показатели различаются не так существенно 
(оптическая плотность культуры – в 1,1 раза, биомасса – в 1,2 раза, количество накапливаемой шики-
мовой кислоты – в 1,3 раза), но они по-прежнему выше у штамма В. subtilis 5434p4SA. Повышенные 
ростовые характеристики, выявленные для штаммов В. subtilis ВКПМ 5434 и В. subtilis 5434p4SA, могут 
быть объяснены способностью к сверхсинтезу L-триптофана у исходного штамма В. subtilis ВКПМ 5434 
и его низкой чувствительностью к ретроингибированию L-триптофаном и другими ароматическими 
кислотами, добавленными в среду культивирования.

Заключение
На основе теоретических данных о структуре шикиматного пути и ожидаемой организации гене-

тического материала получаемых рекомбинантных штаммов с использованием микробиологических 
и биохимических подходов установлено соответствие основных характеристик штаммов-кандидатов 
В. subtilis 168wt21СSA и В. subtilis 5434p4SA прогнозируемым параметрам, а также осуществлена оцен-
ка их ростовых показателей и эффективности синтеза шикимовой кислоты при стандартных условиях 
культивирования. Для полученных штаммов выявлены утрата прототрофных свойств и приобретение 
способности к повышенному синтезу шикимовой кислоты. Для штамма B. subtilis 5434p4SA продемонст
рирован эффект восстановления прототрофных свойств у части клеток бактериальной популяции при 
активации экспрессии гена шикиматкиназы в присутствии индуктора, что может быть использовано для 
удешевления синтеза шикимовой кислоты при масштабировании процессов культивирования. С помощью 
метода ВЭЖХ показано, что у полученных штаммов-кандидатов шикимовая кислота синтезируется эф-
фективнее, чем у соответствующих штаммов-предшественников: ее содержание в среде культивирования 
превышает таковые значения у штаммов-прототипов более чем в 2,5 раза, достигая 564 мкг/мл для штамма 
В. subtilis 168wt21СSA и 732 мкг/мл для штамма В. subtilis 5434p4SA.
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С применением метода тонкослойной хроматографии проведена ревизия доступного гербарного материала ли-
шайников рода Bryoria, собранного на территории Беларуси в 1924 –2018 гг. Отмечено, что группа B. implexa s. l. 
представлена видами B. capillaris, B. implexa s. str., B. kuemmerleana и B. vrangiana. Дано морфологическое опи-
сание видов B. implexa s. str., B. kuemmerleana и B. vrangiana, указаны их химический состав, особенности экологии 
и данные о распространении в пределах республики. Виды B. kuemmerleana и B. vrangiana впервые приведены для 
территории Беларуси.
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A revision using thin-layer chromatography of the available herbarium material of the lichen genus Bryoria collected 
on the territory of Belarus in 1924 –2018 was carried out. Noted that the B. implexa s. l. group is represented by species 
B. capillaris, B. implexa s. str., B. kuemmerleana and B. vrangiana. The article provides morphological description of the 
species B. implexa s. str., B. kuemmerleana and B. vrangiana. Their chemical composition, ecology and data on distribu-
tion within the republic are indicated. Species B. kuemmerleana and B. vrangiana are reported for the first time for the 
territory of Belarus.

Keywords: biodiversity; distribution; ecology; secondary metabolites; Implexae section.
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Введение
Секция Implexae рода Bryoria (Parmeliaceae) включает кустистые повисающие волосовидные лишай-

ники, приуроченные к таежным бореальным лесам Северного и Южного полушарий [1]. В настоящее 
время существуют различные видовые концепции отдельных представителей рода Bryoria. Наиболее 
признаваемым является подход финских исследователей. Согласно этому подходу секция Implexae вклю-
чает 2 филогенетически обособленные клады (группы), которые объединяют 11 видов, из них 6 видов 
встречаются в Европе [2]. Результаты более поздних исследований выявили низкую филогенетическую 
поддержку видового ранга для многих ранее признаваемых таксонов, сведя все разнообразие секции 
к 4 видам [3]. Однако в настоящее время эти данные не в полной мере нашли отражение в видовых 
концепциях рассматриваемой секции как европейских [4], так и российских [5] ученых.

В актуальных списках лишайников Беларуси [6; 7] разнообразие рода Bryoria изложено преимущест
венно с использованием устаревших данных, поскольку применение современных таксономических 
концепций невозможно без проведения ревизии гербарного материала с помощью химических (хрома
тография) либо молекулярно-генетических методов исследования. В Беларуси ревизия лишайников 
рода Bryoria (ранее рассматриваемых как Alectoria) была проведена Н. В. Горбач в 1965 г. [8]. Ввиду 
существенно изменившихся с момента опубликования упомянутой работы концепций многих видов 
этого рода изложенные в ней результаты уже не могут использоваться для оценки биоразнообразия 
и встречаемости отдельных представителей (в частности, 7 из 8 номенклатурных комбинаций рода 
Bryoria, приведенных Н. В. Горбач, в настоящее время являются устаревшими).

В связи с вышесказанным актуальной задачей представляется ревизия доступного гербарного ма-
териала лишайников рода Bryoria, собранного на территории Беларуси, с применением современных 
методов идентификации. В настоящем исследовании принята концепция секции Implexae, изложенная 
в работе [2] и поддержанная при составлении актуального ключа для определения рода Bryoria в из-
дании «Флора лишайников России: семейство Parmeliaceae» [5].

Материалы и методы исследования
Объектом исследования выступили образцы лишайников рода Bryoria, хранящиеся в гербариях Ин-

ститута экспериментальной ботаники имени В. Ф. Купревича НАН Беларуси (MSK-L), Центрального 
ботанического сада НАН Беларуси (MSKH), Белорусского государственного университета (MSKU), 
Гомельского государственного университета имени Франциска Скорины (GSU) и Ботанического инсти-
тута имени В. Л. Комарова РАН (LE). Всего было проанализировано 207 гербарных образцов сборов 
1924 –2018 гг. Дублеты, хранящиеся в разных гербариях, принимали за один гербарный образец. Мор-
фологию образцов изучали с помощью стереомикроскопа SMZ-745 (Nikon, Япония), состав вторичных 
метаболитов (рис. 1) определяли методом тонкослойной хроматографии в системе растворителей С [9].
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В ходе исследования фрагмент слоевища лишайника помещали в микроцентрифужную пробирку 
объемом 1,5 мл. Экстракцию вторичных метаболитов лишайника проводили ацетоном в течение 1 ч. 
После этого 30 мкл экстракта наносили на пластины для тонкослойной хроматографии со стандартным 
силикагелем и ультрафиолетовым индикатором Alugram Sil G / UV254 (Macherey-Nagel, Германия). Элюи-
рование пластины до оптимальной длины продвижения фронта (12 см) осуществляли в течение 40 мин. 
Визуализацию разделяемых веществ смеси проводили под ультрафиолетовым излучением с длиной 
волны 254 и 366 нм, а затем выполняли обработку пластины 10 % раствором серной кислоты (H2SO4 ) 
с последующим нагреванием в сушильном шкафу до температуры 110 °С в течение 10 мин. В качестве 
контроля использовали лишайники Platismatia glauca (L.) W. L. Culb. & C. F. Culb. и Pleurosticta aceta­
bulum (Neck.) Elix & Lumbsch, содержащие атранорин, норстиктовую и каператовую кислоты.

Результаты и их обсуждение
Проведенная ревизия гербарного материала показала, что в Беларуси секция Implexae рода Bryoria 

представлена 4 видами – B. capillaris (Ach.) Brodo & D. Hawksw. (13 образцов, или 6,3 % от общего коли-
чества исследованных образцов), B. implexa (Hoffm.) Brodo & D. Hawksw. s. str. (32 образца, или 15,5 %), 
B. kuemmerleana (Gyeln.) Brodo & D. Hawksw. (5 образцов, или 2,4 %) и B. vrangiana (Gyeln.) Brodo & 
D. Hawksw. (61 образец, или 29,5 %). Виды B. kuemmerleana и B. vrangiana впервые указаны для тер-
ритории Беларуси.

Рис. 1. Хроматограмма вторичных метаболитов в ультрафиолете (длина волны 254 нм)  
до обработки H2SO4 (а) и в видимом свете после обработки H2SO4 (б ):  

1 – атранорин; 2 – псоромовая кислота; 3 – алекториаловая кислота;  
4 – норстиктовая кислота; 5 – гирофоровая кислота; 6 – фумарпротоцетраровая кислота

Fig. 1. Chromatogram of secondary metabolites in ultraviolet (wavelength 254 nm)  
before treatment with H2SO4 (a) and in visible light after treatment with H2SO4 (b):  

1 – atranorin; 2 – psoromic acid; 3 – alectorialic acid; 4 – norstictic acid;  
5 – gyrophoric acid; 6 – fumarprotocetraric acid
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Следует отметить, что до 2014 г. [2] B. implexa s. str., B. kuemmerleana и B. vrangiana рассматрива-
лись в качестве отдельных хемотипов морфологически и химически вариабельного таксона B. imple­
xa s. l. [9]. Ниже приводится морфологическое описание каждого из перечисленных видов, а также их 
химический состав, особенности экологии и данные о распространении в пределах республики. Весь 
гербарный материал этих видов группы B. implexa s. l. хранится в фондах коллекций MSK-L, MSKH 
и GSU.

Вид B. implexa s. str. Таллом длиной до 15 см, повисающий, от светло-коричневого до коричневого, 
от матового до слегка блестящего. Углы между ветвями различны. Ветви в основном сжатые, пере-
крученные и слегка ямчатые. Псевдоцифеллы белые, реже более темные, удлиненно-веретеновидные, 
на отдельных участках таллома обвивают ветви. Соралии от бородавчатых до щелевидных, беловато-
серого цвета. Изидии и колючки отсутствуют. Апотеции и пикниды не обнаружены.

Химический состав. Псоромовая кислота, иногда атранорин. Соралии содержат фумарпротоцетра-
ровую кислоту.

Экология. На территории Беларуси вид B. implexa s. str. характеризуется достаточно широкой эко-
логической приуроченностью. Он произрастает как в хвойных, так и в лиственных лесах: в сосняках 
и ельниках найдены 14 образцов (43,7 %), в дубравах и березняках – 6 образцов (18,8 %). Для остав-
шихся 12 образцов (37,5 %) информация об условиях произрастания отсутствовала.

Все образцы были собраны на коре деревьев. На сосне обыкновенной (Pinus sylvestris L.) произ-
растали 12 образцов (37,5 %), на ели европейской (Picea abies (L.) H. Karst.) – 7 образцов (21,9 %), на 
березе повислой (Betula pendula Roth) – 6 образцов (18,8 %), на дубе черешчатом (Quercus robur L.) – 
2 образца (6,2 %). Для оставшихся 5 образцов (15,6 %) информация о субстрате отсутствовала.

Распространение. Ареал вида B. implexa s. str. охватывает Европу и Азию. В Беларуси он распрост
ранен достаточно широко, однако произрастает неравномерно, встречаясь преимущественно в северо-
западных регионах страны (рис. 2).

Отличие от схожих таксонов. В соответствии с современными представлениями вид B. imple­
xa s. str. отличается содержанием псоромовой кислоты в вегетативных частях таллома и наличием бе-
лых, удлиненных (до веретеновидных) псевдоцифелл [2]. Ревизия собранного на территории Беларуси 
гербарного материала показала, что лишь несколько образцов обладают выраженными белыми псевдо-
цифеллами на всей протяженности таллома. У большинства образцов наряду с белыми выявлены серые 
и коричневатые псевдоцифеллы, что может быть следствием большого возраста гербарных коллекций, 
но делает этот морфологический критерий малопригодным без подтверждения данными химическо-
го анализа. По-видимому, наличие псоромовой кислоты является единственным четким критерием, 
отграничивающим вид B. implexa s. str. от морфологически схожих таксонов.

Исследованные образцы. Информация о месте и дате сбора, а также коллекторе проанализирован-
ных гербарных образцов вида B. implexa s. str. приведена в табл. 1.

Рис. 2. Распространение вида B. implexa s. str. на территории Беларуси
Fig. 2. Distribution of species B. implexa s. str. in Belarus
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Т а б л и ц а   1
Данные этикеток исследованных гербарных образцов вида B. implexa s. str.

Ta b l e   1
Label data of the studied herbarium specimens of species B. implexa s. str.

Регион Локалитет Субстрат Коллектор Дата сбора Гербарий

Брестская область,
Барановичский район

5 км восточнее д. Колбовичи, 
сосняк вересковый – В. В. Голубков 6 апреля 

1991 г. MSK-L

Брестская область,
Каменецкий район

Национальный парк  
«Беловежская пуща»,  

аг. Каменюки
– Равкова,  

Соколова
17 июля 
1957 г. MSK-L

Национальный парк  
«Беловежская пуща»,  
Королево-Мостовское 

лесничество, квартал № 745, 
дубрава

Ель В. В. Голубков 17 июля 
1984 г. MSK-L

Национальный парк  
«Беловежская пуща»,  
Королево-Мостовское  

лесничество, квартал № 775, 
дубрава

Ель В. В. Голубков 17 июня 
1983 г. MSK-L

Национальный парк  
«Беловежская пуща»,  
Королево-Мостовское  

лесничество, квартал № 779
Дуб В. В. Голубков 17 июля 

1983 г. MSK-L

Национальный парк  
«Беловежская пуща»,  
Королево-Мостовское  

лесничество,  
квартал № 780, выдел № 9,  

ельник кисличный

Ель П. Н. Белый 16 октября 
2009 г.

MSKH  
(образец  
№ 2103)

Национальный парк  
«Беловежская пуща»,  
Королево-Мостовское  

лесничество, квартал № 828, 
сосняк мшистый

Сосна В. В. Голубков 18 июля 
1983 г. MSK-L

Брестская область,
Пружанский район

Национальный парк  
«Беловежская пуща»,  

Никорское лесничество, 
квартал № 5,  

ельник кисличный

Ель В. В. Голубков 19 июля 
1983 г. MSK-L

Национальный парк  
«Беловежская пуща»,  

Переровское лесничество,  
квартал № 88, 4 км  

восточнее д. Белый Лесок,  
дубрава грабово-кисличная

Сосна В. В. Голубков 13 июля 
1983 г. MSK-L

Национальный парк  
«Беловежская пуща»,  

Переровское лесничество, 
квартал № 589, дубрава  

грабово-кисличная

Дуб В. В. Голубков 14 июля 
1983 г. MSK-L

Брестская область,
Столинский район 4 км южнее аг. Рубель – Н. В. Горбач 13 июня 

1954 г. MSK-L
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Регион Локалитет Субстрат Коллектор Дата сбора Гербарий

Витебская область,
Верхнедвинский район

3 км юго-восточнее 
д. Прошки Сосна – 16 июня 

1976 г. MSK-L

1 км западнее д. Сукали, 
переходная полоса  

от сосняка сфагнового 
в сосняк чернично-мшистый

Береза – – MSK-L

Витебская область,
Витебский район

д. Бригитполье, правый 
берег р. Западной Двины, 

сосняк лишайниково- 
моховой

Сосна Н. В. Горбач Июль  
1964 г. MSK-L

Витебская область,
Докшицкий район

Березинский биосферный 
заповедник, 3,56 км  
южнее д. Слободы,  
Слободское болото,  

сосняк осоково-сфагновый

Ель Р. В. Цвирко 5 июня 
2015 г.

MSKH  
(образец  
№ 6572)

Витебская область,
Лепельский район

Березинский биосферный 
заповедник, окрестности 

д. Домжерицы,  
сосняк мшистый

Сосна В. В. Голубков 11 июня 
1991 г. MSK-L

Березинский биосферный 
заповедник, по дороге из 

д. Крайцы в д. Броды
Сосна Н. В. Горбач 20 октября 

1961 г. MSK-L

Березинский биосферный 
заповедник,  
ур. Нешково

Сосна Н. В. Горбач 1961 г. MSK-L

Березинский биосферный 
заповедник, эксперимен-
тальное лесоохотничье 
хозяйство «Барсуки»,  

квартал № 55,  
ельник мшистый

Ель П. Н. Белый 14 июля 
2009 г.

MSKH  
(образец  
№ 1902)

Витебская область,
Полоцкий район

47 км северо-восточнее 
г. Полоцка, северный берег 

оз. Глубокое,  
опушка сосняка  

орлякового

Сосна В. В. Голубков 20 июля 
1985 г. MSK-L

Между озерами Россолай  
и Глубокое,  

опушка сосняка орлякового
– В. В. Голубков 20 июля 

1985 г. MSK-L

Витебская область,
Россонский район

Окрестности  
д. Юховичи, край  
верхового болота

Береза В. В. Голубков 29 сентября 
1987 г. MSK-L

Витебская область,
Шумилинский район

25 км северо-западнее 
г. Шумилино, окрестности 

оз. Россолай
Береза В. В. Голубков 20 июля 

1985 г. MSK-L

Гомельская область,
Мозырский район

Мозырская гряда,  
березняк  

орляково-мшистый
Береза В. В. Голубков 26 августа 

1976 г. MSK-L

Гомельская область,
Хойникский район

Хойникское  
опытно-производственное 

лесничество, опушка  
дубравы разнотравной

Сосна Н. В. Горбач 29 мая  
1969 г. MSK-L

П р о д о л ж е н и е  т а б л .  1
C o n t i n u a t i o n  o f  t h e  t a b l e  1
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Регион Локалитет Субстрат Коллектор Дата сбора Гербарий

Гродненская область,
Гродненский район

Окрестности аг. Гожа 
и д. Мельники, Гожское  

лесничество, квартал № 21
– Г. В. Вынаев 22 июля 

1973 г. MSK-L

Окрестности д. Рыбницы Сосна А. Бумбуль – MSK-L

Гродненская область,
Новогрудский район

4 км северо-восточнее 
д. Бор, ельник мшистый Ель П. Н. Белый 10 сентября 

2010 г.
MSKH  

(образец  
№ 5178)

Гродненская область,
Свислочский район 1 км юго-восточнее д. Рудни Береза В. В. Голубков 29 сентября 

1984 г. MSK-L

Минская область,
Логойский район

2 км от г. п. Плещеницы, 
правая сторона  

Витебского шоссе,  
сосняк мшистый

Сосна В. В. Голубков 22 июля 
1975 г. MSK-L

Минская область,
Мядельский район

Национальный парк «На-
рочанский», ландшафтный 
заказник «Голубые озера», 
окрестности д. Ольшево, 

пойма р. Страчи,  
ельник черничный

Сосна В. В. Голубков 6 августа 
1976 г. MSK-L

Могилёвская область, 
Осиповичский район

Осиповичский  
опытный лесхоз,  

Цельское лесничество,  
квартал № 23

Береза Н. В. Горбач 31 мая  
1968 г. MSK-L

Вид B. kuemmerleana. Таллом длиной до 10 см, повисающий, от светло-коричневого до темно-коричне-
вого, иногда с темными фрагментами, чаще матовый, в основании и местах ветвления с мучнистым налетом 
(рис. 3). Углы между ветвями различны. Ветвление нерегулярное, в основном изотомически-дихотомическое, 
без боковых веточек и колючек. Псевдоцифеллы рассеянные, хорошо заметные, беловато-коричневого цвета. 
Соралии бугорчатые, щелевидные, шире ветвей, на которых образуются. Апотеции и пикниды не обнаружены.

Химический состав. Норстиктовая кислота, иногда атранорин.
Экология. На территории Беларуси вид B. kuemmerleana произрастает в различных биотопах: в сос

няках собраны 2 образца (40 %), в дубраве и на открытом месте найдено по 1 образцу (в сумме 40 %). 
Для 1 образца (20 %) информация об условиях произрастания отсутствовала.

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

Рис. 3. Типичный таллом вида B. kuemmerleana (а).  
На увеличенном фрагменте (б ) стрелками указано развитие  

мучнистого налета в основании таллома 
Fig. 3. Typical thallus of species B. kuemmerleana (а).  

On the enlarged fragment (b) the arrows indicate the pruina  
at the basal part of the thallus
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В качестве субстрата вид предпочитает кору деревьев. Так, 2 образца (40 %) произрастали на сосне 
обыкновенной, по 1 образцу (в сумме 60 %) было найдено на ели европейской, березе повислой и дубе 
черешчатом.

Распространение. Вид B. kuemmerleana произрастает в Европе и Азии, чаще встречаясь на севере бо-
реальной зоны [2]. Поскольку ранее этот вид рассматривался в качестве хемотипа группы B. implexa s. l., 
его распространение изучено недостаточно. В Беларуси вид B. kuemmerleana встречается крайне редко: 
известны лишь 5 локалитетов (рис. 4).

Отличие от схожих таксонов. Ранее вид B. kuemmerleana рассматривался в качестве хемотипа 
группы B. implexa s. l., содержащего норстиктовую кислоту [2]. Согласно современным данным от схо-
жих видов B. kuemmerleana отличается морфологически (наличием мучнистого налета) и химически 
(содержанием норстиктовой кислоты) [2; 5]. Результаты исследования показали, что мучнистый налет 
хорошо развит менее чем у 50 % образцов и также может присутствовать у других видов секции Implexae 
рода Bryoria, поэтому наличие норстиктовой кислоты, по-видимому, является единственным четким 
критерием, позволяющим провести корректную идентификацию изучаемого материала.

Исследованные образцы. Информация о месте и дате сбора, а также коллекторе проанализирован-
ных гербарных образцов вида B. kuemmerleana приведена в табл. 2.

Т а б л и ц а   2
Данные этикеток исследованных гербарных образцов вида B. kuemmerleana

Ta b l e   2
Label data of the studied herbarium specimens of species B. kuemmerleana

Регион Локалитет Субстрат Коллектор Дата сбора Гербарий

Брестская область,
Каменецкий район

Национальный 
парк «Беловежская 

пуща», Хвойникское 
лесничество, 

квартал № 349, 5 км 
севернее д. Хвойник, 

дубрава елово-черничная

Поваленная  
ель

А. Г. Цуриков, 
В. В. Голубков

9 августа 
2018 г. GSU

Брестская область,
Пружанский район

Окрестности 
г. п. Ружаны, 
Михалинское 
лесничество

Сосна А. И. Осмоловская Июль 
1965 г. MSK-L

Рис. 4. Распространение вида B. kuemmerleana на территории Беларуси
Fig. 4. Distribution of species B. kuemmerleana in Belarus
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Биоразнообразие 
Biodiversity

Регион Локалитет Субстрат Коллектор Дата сбора Гербарий

Гомельская область,
Гомельский район

Окрестности  
д. Терюхи,  

открытое место
Пень дуба – 18 мая 

1980 г. MSK-L

Гомельская область,
Лельчицкий район

Национальный парк 
«Припятский», 
Млынокское 
лесничество, 

квартал № 104, сосняк 
березово-вересковый

Береза В. В. Голубков 13 августа 
1982 г. MSK-L

Минская область, 
Борисовский район

Окрестности д. Борки, 
верховое болото, сосняк 

пушицево-сфагновый
Сосна В. В. Голубков 22 апреля 

1991 г. MSK-L

Вид B. vrangiana. Таллом длиной до 25 см, повисающий, от матового до слегка блестящего, светло-
коричневый или коричневый, редко темно-коричневый, крайне редко очень светлый, почти всегда с выра-
женным оливково-зеленоватым оттенком (рис. 5), часто присутствуют темные (до черных) участки. Углы 
между ветвями преимущественно тупые. Псевдоцифеллы мелкие, редкие, удлиненно-веретеновидные, 
одного цвета с талломом. Соралии варьируют в количестве (от обильных до отсутствующих), обычно ок
руглые, выпуклые, шире веточек, на которых расположены. Апотеции и пикниды не обнаружены.

Химический состав. Известны 3 хемотипа этого вида [2; 5] (все они обнаружены в Беларуси): хемотип I 
характеризуется наличием гирофоровой кислоты, иногда атранорина, соралии могут содержать фумар-
протоцетраровую кислоту (24 образца, или 39,3 %), хемотип II содержит фумарпротоцетраровую кислоту 
(35 образцов, или 57,4 %), хемотип III отличается отсутствием химических веществ (2 образца, или 3,3 %).

Экология. На территории Беларуси все 3 хемотипа имеют схожую экологическую и субстратную при-
уроченность. Вид B. vrangiana произрастает как в хвойных (преимущественно сосновых), так и в лист
венных лесах. В сосняках были собраны 15 образцов (24,6 %), в березняках – 10 образцов (16,4 %), 
в лагге болотного массива – 6 образцов (9,8 %), в ельниках – 5 образцов (8,2 %), в дубравах – 4 образца 
(6,6 %). Для 21 образца (34,4 %) информация об условиях произрастания отсутствовала.

В качестве субстрата вид предпочитает кору деревьев: 35 образцов (57,4 %) произрастали на березе 
повислой, 10 образцов (16,4 %) – на сосне обыкновенной, 5 образцов (8,2 %) – на ели европейской, 
2 образца (3,3 %) – на дубе черешчатом, по 1 образцу (в сумме 3,3 %) – на иве белой (Salix alba L.) 
и липе сердцелистной (Tilia cordata Mill.). Еще 1 образец (1,6 %) был найден на заборе. Для оставшихся 
6 образцов (9,8 %) информация о субстрате отсутствовала.

Распространение. Вид B. vrangiana произрастает в Европе, Азии и Северной Америке [2; 5]. В Бе-
ларуси он является самым распространенным представителем рода Bryoria, встречаясь преимущест
венно в северо-западных регионах страны (рис. 6).

О ко н ч а н и е  т а б л .  2
E n d i n g  t a b l e  2

Рис. 5. Типичный таллом вида B. vrangiana с оливково-зеленоватым оттенком
Fig. 5. Typical thallus of species B. vrangiana showing its olive-green colour
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Отличие от схожих таксонов. Ранее вид B. vrangiana рассматривался в составе хемотипов группы 
B. implexa s. l. [2; 9]. Согласно современной концепции [2] вид является химически вариабельным. При 
этом по химическому составу достаточно легко могут быть идентифицированы только образцы хемоти-
па I, содержащие гирофоровую кислоту, поскольку остальные виды рода Bryoria на территории Евро-
пы не продуцируют это вещество. Морфологически образцы всех 3 хемотипов отличаются характерным 
оливковым оттенком, который наблюдается как у темноокрашенных, так и у светлоокрашенных форм, 
а также наличием удлиненно-веретеновидных псевдоцифелл одного цвета с талломом.

Исследованные образцы. Информация о месте и дате сбора, а также коллекторе проанализирован-
ных гербарных образцов вида B. vrangiana приведена в табл. 3.

Т а б л и ц а   3
Данные этикеток исследованных гербарных образцов вида B. vrangiana

Ta b l e   3
Label data of the studied herbarium specimens of species B. vrangiana

Регион Локалитет Субстрат Коллектор Дата сбора Гербарий
Хемотип I

Брестская область,
Каменецкий район

Национальный парк 
«Беловежская пуща», 
Королево-Мостовское 

лесничество, квартал № 825
Береза В. В. Голубков 1982 г. MSK-L

Рис. 6. Распространение вида B. vrangiana на территории Беларуси:  
а – хемотип I; б – хемотип II; в – хемотип III

Fig. 6. Distribution of species B. vrangiana in Belarus: 
a – chemotype I; b – chemotype II; c – chemotype III
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Биоразнообразие 
Biodiversity

Регион Локалитет Субстрат Коллектор Дата сбора Гербарий

Брестская область,
Лунинецкий район

Окрестности  
аг. Дятловичи Забор Н. В. Кацуба 25 августа 

1999 г. MSK-L

Брестская область,
Пружанский район

Национальный парк 
«Беловежская пуща», 
Королево-Мостовское 

лесничество, квартал № 591, 
окрестности хут. Перерово, 

дубрава кисличная

– В. В. Голубков 25 июля 
1984 г. MSK-L

Национальный парк 
«Беловежская пуща», 

Переровское лесничество, 
квартал № 588,  

край верхового болота

Ива В. В. Голубков 22 июня 
1983 г. MSK-L

Витебская область,
Верхнедвинский район

Окрестности д. Прошки, 
сосняк вересковый Береза В. В. Голубков 5 июня 

1982 г. MSK-L

1 км западнее д. Сукали,  
сосняк чернично-мшистый – В. В. Голубков 18 июня 

1986 г. MSK-L

Окрестности д. Сукали, 
остров на оз. Освея,  

сосняк березово-черничный
Береза В. В. Голубков 17 июня 

1986 г. MSK-L

Витебская область,
Глубокский район

Глубокское лесничество, 
квартал № 89 Береза Н. В. Горбач 10 июля 

1958 г. MSK-L

Витебская область,
Лепельский район

Березинский  
биосферный заповедник, 

Домжерицкое лесничество, 
лагг болотного массива  

Савский Мох

Береза П. Н. Белый 18 сентября 
2006 г.

МSKH 
(образец 
№ 6592)

Березинский  
биосферный заповедник,  

Домжерицкое лесничество, 
квартал № 270

Береза П. Н. Белый 20 октября 
2006 г.

МSKH 
(образец 
№ 6583)

Березинский  
биосферный заповедник,  

ур. Залазы
Сосна Н. В. Горбач – MSK-L

Военная база «Боровка» Береза П. Н. Белый 22 мая 
2010 г.

МSKH 
(образец 
№ 6604)

2,5 км юго-восточнее  
д. Барсуки Ель П. Н. Белый 21 июля 

2016 г.
МSKH 

(образец 
№ 6619)

2 км западнее  
д. Домжерицы,  

опушка березняка
Береза В. В. Голубков 18 мая 

1986 г. MSK-L

2 км западнее д. Рожно, 
сосняк можжевелово-

мшистый
Сосна В. В. Голубков 18 мая 

1986 г. MSK-L

Гомельская область,
Житковичский район

Национальный парк 
«Припятский»,  

Переровское лесничество, 
квартал № 20

Сосна О. П. Шахрай 18 июля 
1973 г. GSU

П р о д о л ж е н и е  т а б л .  3
C o n t i n u a t i o n  o f  t h e  t a b l e  3
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Регион Локалитет Субстрат Коллектор Дата сбора Гербарий

Гродненская область,
Свислочский район

Национальный парк 
«Беловежская пуща», 

Свислочское лесничество, 
квартал № 34, 2 км северо-
восточнее аг. Доброволя, 

ельник черничный

Ель – 30 сентября 
1984 г. MSK-L

Минская область,
Борисовский район

3,5 км западнее г. Борисова, 
правобережная часть  
долины р. Березины,  

сосняк с березой
Береза А. Н. Скуратович 5 мая  

2000 г. MSK-L

Минская область,
Воложинский район

Налибокская пуща,  
ельник мшистый Ель В. В. Голубков 9 сентября 

1973 г. MSK-L

Минская область,
Логойский район

Окрестности 
г. п. Плещеницы,  

возле правой стороны  
Витебского шоссе  
(по направлению  

от г. п. Плещеницы), 
березняк можжевелово-

разнотравный

Береза – 22 июля 
1975 г. MSK-L

2 км от г. п. Плещеницы, 
правая сторона Витебского 

шоссе, сосняк мшистый
Сосна – 7 октября 

2000 г. MSK-L

Минская область,
Минский район

Окрестности 
д. Слободщины,  

обочина  
Московского шоссе

Липа Г. Былицкий 8 ноября 
1975 г. MSK-L

Минская область,
Мядельский район

Окрестности оз. Нарочь, 
д. Степенево,  

сосняк мшистый
Сосна – 18 июля 

1979 г. MSK-L

Могилёвская область,
Осиповичский район

Осиповичский опытный 
лесхоз, Цельское 

лесничество, квартал № 23
Береза Н. В. Горбач 31 мая 

1968 г. MSK-L

Хемотип II

Брестская область,
Каменецкий район

Национальный парк 
«Беловежская пуща», 
Королево-Мостовское 

лесничество, квартал № 740, 
выдел № 38,  

ельник кисличный

Ель П. Н. Белый 17 октября 
2009 г.

МSKH 
(образец  
№ 1992)

Национальный парк 
«Беловежская пуща», 
Королево-Мостовское 

лесничество, квартал № 830
Береза В. В. Голубков 1983 г. MSK-L

Национальный парк 
«Беловежская пуща», 
Королево-Мостовское 

лесничество, квартал № 777, 
3,5 км северо-восточнее 

д. Каменюки

Дуб В. В. Голубков – MSK-L

Национальный парк 
«Беловежская пуща», 

окрестности д. Каменки, 
вдоль дороги

Сосна Г. В. Вынаев, 
Третьяков

22 февраля 
1981 г. MSK-L

П р о д о л ж е н и е  т а б л .  3
C o n t i n u a t i o n  o f  t h e  t a b l e  3
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Биоразнообразие 
Biodiversity

Регион Локалитет Субстрат Коллектор Дата сбора Гербарий

Брестская область,
Каменецкий район

Национальный парк 
«Беловежская пуща», 

Пашуковское лесничество, 
терраса р. Лесной, 

окрестности  
д. Подбельские Огородники

– – 28 июля 
1972 г. MSK-L

Брестская область,
Пружанский район

Национальный парк 
«Беловежская пуща», 

Переровское лесничество, 
квартал № 712, 4 км западнее 

хут. Вискули,  
дубрава разнотравная

Дуб В. В. Голубков 20 июня 
1983 г. MSK-L

Национальный парк 
«Беловежская пуща», 

Переровское лесничество, 
квартал № 712, 4 км западнее 

хут. Вискули,  
дубрава разнотравная

Береза В. В. Голубков 20 июня 
1983 г. MSK-L

Шоссе на г. Пружаны, 
сосняк вересковый Сосна Е. Е. Блудов 13 мая 

1977 г. MSK-L

Витебская область,
Верхнедвинский район

1 км западнее д. Сукали, 
переходная полоса  

от сосняка сфагнового  
в сосняк чернично-мшистый

– В. В. Голубков 18 июня 
1986 г. MSK-L

Витебская область,
Докшицкий район

Окрестности  
д. Малые Ситцы Ель М. П. Томин 1 августа 

1946 г. MSK-L

Витебская область,
Лепельский район

Военная база «Боровка› Береза П. Н. Белый 22 мая 
2010 г.

МSKH 
(образец  
№ 6605)

Березинский биосферный 
заповедник, Домжерицкое 

лесничество, квартал № 270,  
лагг болотного массива 

Савский Мох

Береза П. Н. Белый 20 октября 
2006 г.

МSKH 
(образец  
№ 6573)

Березинский биосферный 
заповедник, Домжерицкое 

лесничество, квартал № 284, 
выдел № 7

Береза П. Н. Белый 18 сентября 
2006 г.

МSKH 
(образец  
№ 6597)

Березинский биосферный 
заповедник, Домжерицкое 

лесничество, квартал № 284, 
выдел № 7

Береза П. Н. Белый 19 сентября 
2006 г.

МSKH 
(образец  
№ 6611)

Березинский биосферный 
заповедник, Домжерицкое 

лесничество, квартал № 314, 
ур. Лужа, сосняк 

долгомошный

Береза П. Н. Белый 20 сентября 
2006 г.

МSKH 
(образец 
№ 6614)

Березинский биосферный 
заповедник, Крайцевское 

лесничество, квартал № 560, 
выдел № 6, у берега 

Пострежского болота 

Сосна П. Н. Белый 18 апреля 
2007 г.

МSKH 
(образец  
№ 6601)

П р о д о л ж е н и е  т а б л .  3
C o n t i n u a t i o n  o f  t h e  t a b l e  3
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Регион Локалитет Субстрат Коллектор Дата сбора Гербарий

Витебская область,
Лепельский район

Березинский биосферный 
заповедник, 2 км западнее 

д. Домжерицы,  
перекресток шоссе,  
опушка березняка

Береза В. В. Голубков 18 мая 
1986 г. MSK-L

Витебская область,
Россонский район

2 км юго-западнее д. Межно, 
сосняк  

елово-березово- 
вересково-мшистый

Береза В. В. Голубков 2 сентября 
1988 г. MSK-L

Окрестности д. Мошницы, 
березняк Береза В. В. Голубков 26 июня 

1986 г. MSK-L

Окрестности д. Ножницы 
и оз. Синьша, березняк Береза В. В. Голубков 23 июня 

1986 г. MSK-L

Окрестности д. Юховичи, 
ельник сосново-березово-

чернично-мшистый
Береза В. В. Голубков 30 сентября 

1987 г. MSK-L

9 км северо-западнее  
д. Юховичи,  

край верхового болота,  
сосняк черничный

– В. В. Голубков 3 октября 
1986 г. MSK-L

Южный берег болота 
Большой Мох Сосна В. В. Голубков 15 октября 

1984 г. MSK-L

Гомельская область,
Житковичский район

Национальный парк 
«Припятский», Переровское 
лесничество, квартал № 3, 

окрестности д. Хлупин, 
пойменная дубрава

Береза В. В. Голубков 24 августа 
1983 г. MSK-L

Гомельская область,
Лельчицкий район

Национальный парк 
«Припятский», 

Сологубовское лесничество,  
березняк злаковый

Береза О. П. Шахрай 23 июля 
1975 г. GSU

Гомельская область,
Мозырский район

Мозырская гряда,  
березняк орляковый Береза – 26 августа 

1976 г. MSK-L

Окрестности д. Провтюки, 
березняк орляковый Береза В. В. Голубков 26 августа 

1977 г. MSK-L

Гомельская область,
Светлогорский район

г. Светлогорск  
(лесопарк «Ю.-З.»),  

сосняк мшистый с березой
Береза Л. А. Кравчук 8 июля 

1999 г. MSK-L

Гродненская область,
Мостовский район

2 км севернее д. Черленки, 
берег р. Щары Береза Г. П. Антонов 15 мая 

1987 г. MSK-L

2 км севернее д. Черленки, 
берег р. Щары Береза Г. П. Антонов 19 мая 

1987 г. MSK-L

Гродненская область,
Свислочский район

Язвинское лесничество, 
квартал № 110,  

сосняк мшистый
Береза В. В. Голубков 25 июля 

1984 г. MSK-L

Минская область,
Борисовский район

Окрестности д. Борки, 
верховое болото, сосняк 

пушицево-сфагновый
Сосна – 22 апреля 

1991 г. MSK-L

Минская область,
Воложинский район

Раковское лесничество, 
квартал № 40, выдел № 6, 

0,37 км юго-восточнее 
д. Душково,  

ельник мшистый

– П. Н. Белый 28 июля 
2009 г.

МSKH 
(образец  
№ 6570)

П р о д о л ж е н и е  т а б л .  3
C o n t i n u a t i o n  o f  t h e  t a b l e  3
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Регион Локалитет Субстрат Коллектор Дата сбора Гербарий

Минская область,
Логойский район

Окрестности 
г. п. Плещеницы,  

возле правой стороны 
Витебского шоссе  
(по направлению  

от г. п. Плещеницы), 
березняк разнотравный

Береза В. В. Голубков 22 июля 
1975 г. MSK-L

Минская область,
Мядельский район

Ландшафтный заказник 
«Голубые озера»,  

березняк елово-черничный
Береза В. В. Голубков 8 августа 

1975 г. MSK-L

Хемотип III

Минская область,
Дзержинский район

Негорельский  
учебно-опытный лесхоз Береза Н. В. Горбач 1952 г. MSK-L

Витебская область,
Глубокский район

Глубокское лесничество, 
квартал № 89 Береза Н. В. Горбач 10 июля 

1958 г. MSK-L

Заключение
В результате ревизии 207 образцов лишайников рода Bryoria с использованием метода тонкослойной 

хроматографии были выявлены 61 образец вида B. vrangiana, 32 образца вида B. implexa s. str. и 5 об-
разцов вида B. kuemmerleana. Виды B. kuemmerleana и B. vrangiana впервые приводятся для территории 
Беларуси, причем вид B. vrangiana является наиболее распространенным представителем изучаемого 
рода в республике. Полученные в ходе исследования данные уточняют экологию и географию выше
указанных видов как в пределах Беларуси, так и в пределах Европы в целом.
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КОМПЛЕКСЫ ЧЛЕНИСТОНОГИХ- ФИТОФАГОВ  
НА ТЕРРИТОРИИ РЕСПУБЛИКАНСКОГО ЛАНДШАФТНОГО  

ЗАКАЗНИКА «ОЗЕРЫ» (ГРОДНЕНСКАЯ ОБЛАСТЬ, БЕЛАРУСЬ)

А. В. РЫЖАЯ 1), Е. И. ГЛЯКОВСКАЯ 1)

1)Гродненский государственный университет им. Янки Купалы,  
ул. Ожешко, 22, 230023, г. Гродно, Беларусь

Установлены состояние и функционирование сообществ аборигенных и инвазивных видов фитофагов, повреж-
дающих древесно-кустарниковые растения на особо охраняемых природных территориях Гродненско-Предполес-
ского региона. В полевой сезон 2021 г. на пробных площадях республиканского ландшафтного заказника «Озеры» 
выявлены представители 2 классов членистоногих – Arachnida (паукообразные) и Insecta Ectognatha (насекомые 
открыточелюстные). Всего обнаружено 85 видов фитофагов из 54 родов, 19 семейств и 6 отрядов (Prostigmata, 
Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera и Lepidoptera). Наибольшее количество видов (29 видов, или 34 % 
от их общего числа) относятся к отряду Lepidoptera (чешуекрылые). Подавляющая часть зарегистрированных 
членистоногих-фитофагов (18 видов из 14 родов, 9 семейств и 4 отрядов) в качестве кормового растения исполь-
зуют дуб черешчатый (Quercus robur L., 1753). На обследованных пробных площадях отмечены 11 инвазивных 
видов. Наибольшее количество инвазивных фитофагов трофически связаны с робинией обыкновенной (Robinia 
pseudoacacia L., 1753). Полученные данные могут быть использованы для выявления угроз от внедрения инвазив-
ных видов в нативные сообщества.

Ключевые слова: членистоногие-фитофаги; таксономическая структура; трофическая специализация; инвазив
ные виды; древесно-кустарниковые растения; Гродненско-Предполесский регион; особо охраняемые природные 
территории.
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ARTHROPOD PHYTOPHAGES COMPLEXES ON THE TERRITORY  
OF THE REPUBLICAN LANDSCAPE RESERVE «OZERY»  

(GRODNO REGION, BELARUS)

A. V. RHYZHAYAa, K. I. HLIAKOUSKAYAa

aYanka Kupala State University of Grodno, 22 Azheshka Street, Grodna 230023, Belarus 
Corresponding author: A. V. Rhyzhaya (rhyzhaya@mail.ru)

The state and functioning of native and invasive species of phytophages communities that damage trees and shrubs in 
specially protected natural areas of the Grodno-Predpolessky region were established. In the field season of 2021, repre-
sentatives of 2 classes of arthropods have been identified on the territory of the republican landscape reserve «Ozery» – 
the class Arachnida and the class Insecta Ectognatha. In total, 85 species of phytophages from 54 genera, 19 families and 
6 orders (Prostigmata, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera and Lepidoptera) were found. The largest number 
of species (29 species, or 34 % of their total number) belongs to the order Lepidoptera. The vast majority of registered 
arthropod phytophages (18 species from 14 genera, 9 families and 4 orders) use English oak (Quercus robur L., 1753) as 
a food plant. In total, 11 invasive species was noted in the surveyed sample plots. The largest number of invasive phyto
phages is trophically associated with black locust (Robinia pseudoacacia L., 1753). The data obtained to identify threats 
from the introduction of invasive species into native communities can be used.

Keywords: arthropod phytophages; taxonomic structure; trophic specialisation; invasive species; trees and shrubs; 
Grodno-Predpolessky region; specially protected natural areas.
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Введение
Гродненско-Предполесский регион, характеризующийся спецификой природно-климатических ус-

ловий, в целом отличается слабой изученностью энтомофауны особо охраняемых природных террито-
рий (ООПТ), что связано с отсутствием научных отделов и научных сотрудников в системе управления 
заказниками. Научно-исследовательские работы на ООПТ Беларуси посвящены в первую очередь ин-
вентаризации флоры и фауны, изучению гидрологического режима и исследованию наиболее значи-
мых биоценозов. Таксономический состав, особенности биологии и экологии, уровень вредоносности 
членистоногих-фитофагов на ООПТ Гродненско-Предполесского региона оставались неустановленны-
ми, так как на территории республиканских ландшафтных заказников региона подобного рода иссле-
дования ранее не проводились.

В основу настоящей работы положены материалы энтомофитопатологических обследований древесно-
кустарниковых растений, выполнявшихся на территории республиканского ландшафтного заказника 
«Озеры» с мая по октябрь 2021 г. Заказник расположен в 15 км к северо-востоку от г. Гродно и к северу от 
аг. Озеры1. Координаты центральной части в системе координат 1984 г. (WGS-84) – 53° 47′ 40,426 8″ с. ш., 
24° 2′ 39,239 3″ в. д. Максимальная протяженность с севера на юг – 16,6 км, с запада на восток – 21 км.

Республиканский ландшафтный заказник «Озеры» является сложным лесным и водно-болотным при-
родным комплексом, который местами нарушен хозяйственной деятельностью, а именно мелиорацией 
торфяников, вырубками леса, застройкой, сельскохозяйственным и дорожным освоением территорий, по-
лосными посадками лесных культур и рекультивацией насаждений 2. Растительные сообщества в пределах 
заказника представлены лесной, болотной, прибрежно-водной и водной растительностью, незначительно 
распространены луговые фитоценозы и синантропные растительные группировки.

Материалы и методы исследования
В полевой сезон 2021 г. нами выполнены энтомофитопатологические обследования основных типов 

лесных экосистем республиканского ландшафтного заказника «Озеры». Ранее подобные исследования 
на территории заказника не проводились. 

Пробные площади выбирали с учетом присутствия синантропных растительных группировок и располо-
жения населенных пунктов различного типа. Всего обследовали 4 пробные площади, исходя из гипотезы, что 
центрами внедрения инвазивных видов в нативные сообщества являются человеческие поселения (рис. 1).

1Подготовка представления о преобразовании республиканского ландшафтного заказника «Озеры» : отчет о НИР (заключ.) / 
Нац. акад. наук Беларуси, Ин-т эксперим. ботаники им. В. Ф. Купревича ; рук. А. В. Пучило. Минск, 2012. 135 с. № ГР 20122194. 
Инв. № 79199.

2 Там же.
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Пробная площадь О1 – окрестности туристической базы «Химик», расположенной на территории 
заказника в 40 км от г. Гродно в сосновом бору на берегу оз. Белое. Координаты GPS – 53° 48′ 18,4″ с. ш., 
24° 10′ 58,5″ в. д. Основу древесного яруса составляет сосна обыкновенная (Pinus sylvestris L., 1753), 
также встречаются дуб черешчатый (Quercus robur L., 1753), осина (Populus tremula L., 1753), рябина 
обыкновенная (Sorbus aucuparia L., 1753), лещина обыкновенная (Corylus avellana (L.) H. Karst., 1881), 
береза повислая (Betula pendula Roth, 1788). Из кустарников произрастает можжевельник обыкновен-
ный (Juniperus communis L., 1753), из полукустарников – малина обыкновенная (Rubus idaeus L., 1753).

Пробная площадь О2 – окрестности д. п. Подбелое, расположенного между агрогородками Озеры 
и Поречье в 1,5 км от туристической базы «Химик». Координаты GPS – 53° 49′ 23,9″ с. ш., 24° 10′ 29,9″ в. д. 
Поселок окружен сосняком, также здесь произрастают дуб черешчатый, осина, лещина обыкновенная, 
береза повислая, рябина обыкновенная, по окраинам поселка отмечены интродуценты – смородина красная 
(Ribes rubrum L., 1753), орех грецкий (Juglans regia L., 1753), робиния обыкновенная (Robinia pseudo­
acacia L., 1753), каштан конский (Aesculus hippocastanum L., 1753).

Пробная площадь О3 – окрестности аг. Озеры, расположенного в 25 км к северо-востоку от г. Гродно 
на берегах озер Рыбница и Белое. Координаты GPS – 53° 43′ 28,2″ с. ш., 24° 12′ 5,9″ в. д. Обследованный 
участок располагается вдоль автодороги Гродно – Острино. Основу древостоя составляет сосна обык-
новенная, также встречаются яблоня домашняя (Malus domestica Borkh., 1803), рябина обыкновенная, 
ива (Salix sp.), осина, дуб черешчатый, клен остролистный (Acer platanoides L., 1753), жостер слабитель-
ный (Rhamnus cathartica L. (1753)), ель обыкновенная (Picea abies (L.) H. Karst., 1881), каштан конский.

Пробная площадь О4 – сосновый лес за д. Рыбницей, расположенный в 21 км от г. Гродно. Коорди-
наты GPS – 53° 49′ 22,8″ с. ш., 24° 2′ 44,16″ в. д. Здесь произрастают береза повислая, робиния обыкно-
венная, орех грецкий, яблоня домашняя, ель обыкновенная, а также липа мелколистная (Tilia cordata 
Mill., 1768), ольха черная (Alnus glutinosa (L.) Gaertn., 1791), ива козья (Salix caprea L., 1753), боярыш-
ник (Crataegus sp.).

Сбор материала осуществляли по стандартным методикам энтомологических исследований [1]. 
В ходе визуального осмотра древесно-кустарниковых растений выявляли фитофагов-вредителей, а также 
вызванные ими повреждения. Фрагменты растений с фитофагами и (или) повреждениями собирали для 
последующего анализа в лабораторных условиях. Гербаризацию осуществляли по соответствующим 

Рис. 1. Карта мест проведения исследований  
на территории республиканского ландшафтного заказника «Озеры»: 
пробная площадь О1 – окрестности туристической базы «Химик»;  

пробная площадь О2 – окрестности д. п. Подбелое; 
пробная площадь О3 – окрестности аг. Озеры;  

пробная площадь О4 – сосновый лес за д. Рыбницей
Fig. 1. Map of research plots on the territory of the republican landscape reserve «Ozery»: 

sample plot О1 – surroundings of the tourist base «Khimik»;  
sample plot О2 – surroundings of the dacha village Podbeloe;  

sample plot О3 – surroundings of the agro-town Ozery;  
sample plot О4 – pine forest behind the village Rybnitsa
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методикам [2]. Таксономическую принадлежность членистоногих устанавливали с использованием 
тематических атласов-определителей и справочников [3–8], а также специализированных интернет-
порталов. Растения идентифицировали с помощью сайта plantarium.ru. Правильность определения рас-
тений подтверждена О. В. Созиновым, доктором биологических наук, заведующим кафедрой ботаники 
факультета биологии и экологии Гродненского государственного университета имени Янки Купалы. Для 
анализа результатов составляли базовые списки в табличном процессоре Excel 2016 (Microsoft, США). 
Оценку уровня вредоносности фитофагов осуществляли согласно специальной 4-балльной шкале, пред-
ложенной С. В. Горленко с соавторами [9]. Материал хранится в лаборатории зоологии беспозвоночных 
кафедры зоологии и физиологии человека и животных факультета биологии и экологии Гродненского 
государственного университета имени Янки Купалы.

Результаты и их обсуждение
По итогам исследований на 4 пробных площадях республиканского ландшафтного заказника «Озе-

ры» установлено обитание 85 видов3 членистоногих-фитофагов из 54 родов и 19  семейств  [10]. За-
регистрированные виды принадлежат к 6 отрядам из 2 классов – Arachnida (паукообразные) и Insecta 
Ectognatha (насекомые открыточелюстные). Наибольшее количество видов (29 видов, или 34 % от их 
общего числа) относятся к отряду Lepidoptera (чешуекрылые). Из отряда Hymenoptera (перепончато-
крылые) выявлены 14 видов (17 % от их общего числа), из отряда Prostigmata – 12 видов (14 %), из 
отрядов Diptera (двукрылые) и Coleoptera (жесткокрылые) – по 11 видов (13 %). Наименьшим количест
вом видов (8 видов, или 9 % от их общего числа) представлен отряд Hemiptera (полужесткокрылые).

Анализ распределения фитофагов по семействам показал преобладание представителей семейства 
Gracillariidae (моли-пестрянки): к нему принадлежал 21 вид (рис. 2). Семейство Eriophyidae (галловые 
клещи) представлено 12 видами, семейства Cecidomyiidae (комары-галлицы) и Tenthredinidae (настоя
щие пилильщики) насчитывают по 10 видов, семейство Cynipidae (орехотворки) – 6 видов, которые 
отмечены исключительно на дубе черешчатом.

Семейства Chrysomelidae (листоеды), Attelabidae (трубковерты), Aphididae (настоящие тли), Nepticu
lidae (моли-малютки) и Lyonetiidae (крохотки-моли) в сборах представлены 2–5 видами. Остальные се
мейства фитофагов малочисленны и представлены 1 видом.

В ходе исследований на территории заказника выявлены 16 видов из 15 родов, 9 семейств (Agromy
zidae, Attelabidae, Cecidomyiidae, Curculionidae, Eriophyidae, Gelechiidae, Gracillariidae, Nepticulidae и Tor-
tricidae) и 4 отрядов (Coleoptera, Prostigmata, Lepidoptera и Diptera), которых ранее в зеленых насажде-
ниях урбоценозов Гродненско-Предполесского региона не регистрировали.

Важную часть региональных эколого-фаунистических исследований составляет изучение распре-
деления растительноядных насекомых и клещей по таксонам кормовых растений. Наличие либо от-
сутствие в местной флоре растений-хозяев однозначно определяет возможность существования в этих 
условиях популяций многих фитофагов [11]. По итогам анализа полученных в ходе исследований дан-
ных установлено обитание выявленных видов членистоногих-фитофагов на 24 таксонах древесно-ку-
старниковых растений (рис. 3).

3Aceria cephalonea (Nalepa, 1922), A. erinea (Nalepa, 1891), A. platanoidea (Nalepa, 1922), A. varia (Nalepa, 1892), Acrocercops 
brongniardella (Fabricius, 1798), Aculus craspedobius (Nalepa, 1925), A. tetanothrix (Nalepa, 1889), Adelges tardus (Dreyfus, 1888), 
Аgelastica alni Linnaeus, 1758, Agromyza alnibetulae Hendel, 1931, Andricus curvator Hartig, 1840, A. foecundatrix (Hartig, 1840), 
Apoderus coryli (Linnaeus, 1758), Attelabus nitens (Scopoli, 1763), Blennocampa phyllocolpa Viitasaari & Vikberg, 1985, Byctiscus betulae 
(Linnaeus, 1758), Caliroa cinxia (Klug, 1816), Callisto denticulella (Thunberg, 1794), Caloptilia alchimiella (Scopoli, 1763), C. hemidactylella 
(Denis & Schiffermüller, 1775), Cameraria ohridella Deschka & Dimić, 1986, Chrysomela lapponica Linnaeus, 1758, Ch. populi Linnaeus, 
1758, Contarinia petioli (Kieffer, 1898), Cryptomyzus ribis (Linnaeus, 1758), Cynips longiventris Hartig, 1840, Dasineura rosaria (Loew, 
1850), D. tiliae (Schrank, 1803), Deporaus betulae (Linnaeus, 1758), Didymomyia tiliacea (Bremi, 1847), Drepanosiphum platanoi
dis Schrank, 1801, Eriophyes laevis (Nalepa, 1889), E. leiosoma (Nalepa, 1892), E. pyri (Pagenstecher, 1857), E. tiliae (Pagenstecher, 1857), 
Fenusa pumila Leach, 1817, Harmandiola globuli (Rübsaamen, 1889), H. tremulae (Winnertz, 1853), Heterarthrus flavicollis (Gussakovskij, 
1947), H. nemoratus (Fallén, 1808), Incurvaria pectinea Haworth, 1828, Iteomyia capreae (Winnertz, 1853), Lasioptera rubi (Schrank, 
1803), Leucoptera malifoliella (O. Costa, 1836), Lyonetia clerkella (Linnaeus, 1758), Macrodiplosis dryobia (Löw, 1877), Macrosaccus 
robiniella (Clemens, 1859), Nematus tibialis Newman, 1837, Neuroterus anthracinus (Curtis, 1838), N. numismalis (Fourcroy, 1785), 
N. quercusbaccarum (Linnaeus, 1758), Obolodiplosis robiniae (Haldeman, 1847), Orchestes quercus (Linnaeus, 1758), Panaphis juglandis 
(Goeze, 1778), Parectopa robiniella Clemens, 1863, Parna apicalis (Brischke, 1888), Parornix scoticella (Stainton, 1850), Phratora vitel-
linae (Linnaeus, 1758), Phyllocnistis saligna (Zeller, 1839), Ph. unipunctella (Stephens, 1834), Ph. xenia Hering, 1936, Phyllocolpa oblita 
(Serville, 1823), Phyllocoptes goniothorax (Nalepa, 1889), Ph. populi Nalepa, 1894, Phyllonorycter issikii (Kumata, 1963), Ph. joannisi 
(Le Marchand, 1936), Ph. nicellii (Stainton, 1851), Ph. oxyacanthae (Frey, 1856), Ph. pastorella (Zeller, 1846), Ph. quercifoliella (Zeller, 
1839), Ph. rajella (Linnaeus, 1758), Ph. roboris (Zeller, 1839), Ph. sagitella (Bjerkander, 1790), Ph. ulmifoliella (Hübner, 1817), Plagiodera 
versicolora (Laicharting, 1781), Pontania pedunculi (Hartig, 1837), Prionus coriarius Linnaeus, 1758, Profenusa pygmaea (Klug, 1816), 
Retinia resinella (Linnaeus, 1758), Stenolechia gemmella (Linnaeus, 1758), Stigmella aceris (Frey, 1857), S. nylandriella (Tengström, 
1848), S. roborella (Johansson, 1971), Tischeria ekebladella (Bjerkander, 1795), Trichochermes walkeri Foerster, 1848. 
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Подавляющее количество зарегистрированных членистоногих-фитофагов (18 видов из 14 родов, 9 се-
мейств и 4 отрядов) в качестве кормового растения используют Quercus robur. Наибольшее число фито
фагов, обнаруженных на дубе черешчатом, относятся к отрядам Hymenoptera и Lepidoptera (8 и 6 видов 
соответственно). Уровень вредоносности фитофагов – вредителей Q. robur на обследованных участках 
варьирует от низкого (1 балл) до крайне высокого (4 балла). Крайне высокой вредоносностью (4 балла) при 
высокой встречаемости (3 балла) отличаются орехотворки Neuroterus numismalis и N. quercusbaccarum. 
Особенность вызываемых ими повреждений кормового растения проявляется в том, что практически 
вся нижняя сторона заселенных листовых пластинок оказывается усыпана галлами.

Рис. 2. Распределение комплекса членистоногих-фитофагов  
в условиях республиканского ландшафтного заказника «Озеры» по семействам

Fig. 2. Distribution of the complex of arthropod phytophages  
in the conditions of the republican landscape reserve «Ozery» by families

Рис. 3. Количество видов фитофагов, трофически связанных  
с отдельными видами древесных растений на территории  

республиканского ландшафтного заказника «Озеры»
Fig. 3. The number of phytophages species trophically associated  

with individual species of woody plants on the territory of the republican landscape reserve «Ozery» 
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На Populus tremula отмечены 10 видов фитофагов – 1 вид клещей (Aceria varia), 3 вида листоедов 
(Chrysomela lapponica, Ch. populi и Plagiodera versicolora), 3 вида галлиц (Contarinia petioli, Harmandiola 
globuli и H.  tremulae) и 3 вида молей-пестрянок (Phyllocnistis unipunctella, Ph. xenia и Phyllonorycter 
sagitella). У большинства насекомых, обнаруженных на осине, уровень вредоносности оценивается как 
средний (2 балла). Высокой вредоносностью (3 балла) отличаются 2 вида листоедов (Ch. lapponica, P. ver-
sicolora) и 1 вид галлиц (C. petioli).

На Betula pendula и Tilia cordata отмечены 8 и 6 видов фитофагов соответственно, на Acer platanoides 
и растениях рода Salix выявлено по 5 видов фитофагов, на остальных 18 таксонах обследованных дре-
весно-кустарниковых растений обнаружено от 1 до 3 видов фитофагов.

Исходя из широты трофической специализации, на обследованных пробных площадях преобладают 
монофаги, которые насчитывают 62 вида (73 % от их общего числа). К олигофагам принадлежат 16 ви-
дов (Attelabus nitens, Caliroa cinxia, Caloptilia alchimiella, Cameraria ohridella, Chrysomela populi, Erio
phyes pyri, Fenusa pumila, Heterarthrus flavicollis, Parornix scoticella, Phratora vitellinae, Phyllonorycter 
issikii, Ph. oxyacanthae, Ph. pastorella, Plagiodera versicolora, Profenusa pygmaea, Tischeria ekebladella).

Полифаги представлены 7 видами (Apoderus coryli, Chrysomela lapponica, Dasineura rosaria, Incur-
varia pectinea, Leucoptera malifoliella, Lyonetia clerkella, Prionus coriarius). Данные виды способны по-
вреждать широкий спектр кормовых растений из разных ботанических семейств.

Помимо трофической специализации, учитывались особенности образа жизни фитофага на кормо-
вом растении. Установлено, что 94 % от общего числа собранных видов принадлежат к филлобионтным 
формам. Отмечено всего 5 меристемофильных видов. Так, вид Adelges tardus инициирует образование 
овально-шишковидных желтоватых галлов на вершинах побегов ели обыкновенной, вид Andricus foe-
cundatrix формирует шишковидные галлы на побегах дуба черешчатого, вид Contarinia petioli – округ
лые галлы на черешках листовых пластинок тополя дрожащего, а вид Retinia resinella – галлы в виде 
смоляных наплывов на вершинах побегов сосны обыкновенной. Личинки вида Stenolechia gemmella 
вызывают увядание побегов дуба черешчатого, а позднее их усыхание.

Установленные на территории заказника виды фитофагов составляют 2 группы по образу жизни – 
открытоживущие и скрытоживущие формы. Среди скрытоживущих форм наибольшим числом видов 
представлены минеры (35 видов). Галлообразование характерно для 27 видов. Вызываемые ими тераты, 
как правило, хорошо заметны стороннему наблюдателю [12], представлены одно- или многокамерны-
ми, закрытыми либо открытыми галлами на различных частях кормовых растений, потеря декоратив-
ности чаще всего не может быть компенсирована растением в текущем вегетационном сезоне. Помимо 
этого, 4 вида клещей образуют эринеумы (войлочки), а 5 видов насекомых инициируют сворачивание 
листовых пластинок в пакеты.

Такие виды, как Blennocampa phyllocolpa, Macrodiplosis dryobia и Phyllocolpa oblita, формируют загиб 
края листовой пластинки, внутри которого развиваются личинки, поэтому также могут быть отнесены 
к скрытоживущим формам.

Открытоживущие формы насчитывают 11 видов из семейств тлей, листоедов и пилильщиков. Имаго 
и личинки открыто обитают на кормовом растении колониями (некоторые виды тлей) либо неболь-
шими группами (листоеды и пилильщики), выгрызая отверстия, высасывая или объедая мягкие ткани 
листа. На обследованных участках республиканского ландшафтного заказника «Озеры» установлено 
обитание 17 видов сосущих фитофагов (20 % от общего числа выявленных видов).

Одной из задач предпринятых исследований было выявление инвазивных видов членистоногих-фито-
фагов на ООПТ, в частности на пробных площадях республиканского ландшафтного заказника «Озеры». 
Всего обнаружено 11 видов фитофагов-инвайдеров из 5 отрядов и 5 семейств (табл. 1).

Среди инвазивных видов членистоногих-фитофагов преобладают представители семейств Gracilla
riidae и Aphididae (36 и 27 % от их общего числа соответственно).

Кормовыми растениями для инвазивных фитофагов являются 6 таксонов древесно-кустарниковых 
растений, относящихся к 6 родам, 6  семействам и 5 порядкам. Наибольшее количество инвазивных 
фитофагов обнаружено на робинии обыкновенной. В их составе представлены 2 вида молей-пестря-
нок, 1 вид галлиц и 1 вид пилильщиков. На одном и том же растении отмечаются как верхнесторонние 
мины (Parectopa robiniella), так и нижнесторонние пленчатые мины (Macrosaccus robiniella), что зна-
чительно снижает его декоративность.

Согласно литературным данным [12] на робинии возможно обнаружение инвазивных видов тлей, 
это обусловливает необходимость мониторинга состояния древесно-кустарниковых растений, особенно 
на ООПТ.

Среди обнаруженных инвайдеров 5 видов являются сосущими фитофагами (к ним относятся 3 вида 
тлей (семейство Aphididae) и 2 вида клещей (семейство Eriophyidae)), что составляет 45 % от числа 
инвазивных видов членистоногих-фитофагов, установленных для территории заказника.
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Т а б л и ц а  1
Таксономический состав инвазивных членистоногих-фитофагов  

на пробных площадях республиканского ландшафтного заказника «Озеры»
Ta b l e  1

Taxonomic composition of invasive arthropod phytophages  
in the sample plots of the republican landscape reserve «Ozery»

Надсемейство Семейство Виды

Eriophyoidea Eriophyidae
Aceria cephalonea (кленовый галловый клещ)

A. erinea (ореховый войлочный клещ)

Aphidoidea Aphididae

Cryptomyzus ribis (красногалловая смородинная тля)

Drepanosiphum platanoidis (большая яворовая тля)

Panaphis juglandis (пестрая ореховая тля)

Gracillarioidea Gracillariidae

Cameraria ohridella (каштановая минирующая моль)

Parectopa robiniella (белоакациевая верхнесторонняя  
минирующая моль)

Phyllonorycter issikii (липовая моль-пестрянка)

Macrosaccus robiniella (белоакациевая нижнесторонняя  
моль-пестрянка)

Sciaroidea Cecidomyiidae Obolodiplosis robiniae (белоакациевая листовая галлица)

Tenthredinoidea Tenthredinidae Nematus tibialis (голенастый пилильщик)

Также была проанализирована встречаемость видов на обследованных пробных площадях (табл. 2).
На всех 4 пробных площадях, заложенных на территории заказника, отмечен только 1 вид – олиго-

фаг Profenusa pygmaea из семейства Tenthredinidae, инициирующий образование больших беловатых 
пятен на верхней стороне листовых пластинок дуба черешчатого. На 3 пробных площадях встречаются 
6 видов (Apoderus coryli, Neuroterus numismalis, Orchestes quercus, Phyllonorycter issikii, Ph. roboris, Tis­
cheria ekebladella), на 2 пробных площадях – 32 вида, на 1 пробной площади – 46 видов.

Т а б л и ц а  2
Встречаемость членистоногих-фитофагов на пробных площадях  

республиканского ландшафтного заказника «Озеры»
Ta b l e  2

Occurrence of arthropod phytophages in the sample plots  
of the republican landscape reserve «Ozery»

Встречаемость Перечень видов

Виды, отмеченные на 4 пробных площадях Profenusa pygmaea

Виды, отмеченные на 3 пробных площадях Apoderus coryli, Neuroterus numismalis, Orchestes quercus, 
Phyllonorycter issikii, Ph. roboris, Tischeria ekebladella

Виды, отмеченные на 2 пробных площадях

Acrocercops brongniardella, Adelges tardus, Аgelastica 
alni, Andricus foecundatrix, Callisto denticulella, Calop-
tilia alchimiella, C. hemidactylella, Cameraria ohridella, 
Chrysomela lapponica, Contarinia petioli, Cynips longi-
ventris, Eriophyes tiliae, Harmandiola globuli, H. tremu-
lae, Incurvaria pectinea, Lasioptera rubi, Macrodiplosis 
dryobia, Macrosaccus robiniella, Neuroterus anthracinus, 
N. quercusbaccarum, Obolodiplosis robiniae, Parectopa 
robiniella, Parornix scoticella, Phyllocolpa oblita, Phyllo-
norycter joannisi, Ph. nicellii, Ph. sagitella, Ph. ulmifoliella, 
Plagiodera versicolora, Pontania pedunculi, Stenolechia 
gemmella, Stigmella aceris
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Встречаемость Перечень видов

Виды, отмеченные на 1 пробной площади

Aceria cephalonea, A. erinea, A. platanoidea, A. varia, Acu- 
lus craspedobius, A. tetanothrix, Agromyza alnibetulae, 
Andricus curvator, Attelabus nitens, Blennocampa phyllo-
colpa, Byctiscus betulae, Caliroa cinxia, Chrysomela populi, 
Cryptomyzus ribis, Dasineura rosaria, D. tiliae, Deporaus 
betulae, Didymomyia tiliacea, Drepanosiphum platanoi­
dis, Eriophyes laevis, E. leiosoma, E. pyri, Fenusa pumila, 
Heterarthrus flavicollis, H. nemoratus, Iteomyia capreae, 
Leucoptera malifoliella, Lyonetia clerkella, Nematus tibia­
lis, Panaphis juglandis, Parna apicalis, Phratora vitellinae, 
Phyllocnistis saligna, Ph. unipunctella, Ph. xenia, Phyllo-
coptes goniothorax, Ph. populi, Phyllonorycter oxyacan-
thae, Ph. pastorella, Ph. quercifoliella, Ph. rajella, Prionus 
coriarius, Retinia resinella, Stigmella nylandriella, S. robo­
rella, Trichochermes walkeri

Анализ распределения видов фитофагов по обследованным участкам республиканского ландшафт-
ного заказника «Озеры» показал, что наибольшее количество видов (47) обнаружено на пробной пло-
щади О4 (сосновый лес за д. Рыбницей) (табл. 3).

Т а б л и ц а  3
Распределение членистоногих-фитофагов по пробным площадям  

республиканского ландшафтного заказника «Озеры»
Ta b l e  3

Distribution of arthropod phytophages in the sample plots  
of the republican landscape reserve «Ozery»

Пробная площадь Перечень видов

О1
Andricus curvator, Apoderus coryli, Contarinia petioli, Eriophyes laevis, E. tiliae, In-
curvaria pectinea, Lasioptera rubi, Orchestes quercus, Phyllonorycter issikii, Ph. rajella, 
Ph. ulmifoliella, Plagiodera versicolora, Profenusa pygmaea, Stenolechia gemmella

О2

Aceria cephalonea, A. erinea, Acrocercops brongniardella, Aculus tetanothrix, Adel­
ges tardus, Andricus foecundatrix, Apoderus coryli, Attelabus nitens, Caliroa cinxia, 
Callisto denticulella, Cameraria ohridella, Chrysomela lapponica, Cryptomyzus ribis, 
Cynips longiventris, Drepanosiphum platanoidis, Harmandiola globuli, H. tremulae, 
Heterarthrus flavicollis, Macrodiplosis dryobia, Macrosaccus robiniella, Nematus 
tibialis, Neuroterus numismalis, Obolodiplosis robiniae, Orchestes quercus, Parectopa 
robiniella, Phyllocnistis xenia, Phyllocolpa oblita, Phyllonorycter joannisi, Ph. nicellii, 
Ph. roboris, Pontania pedunculi, Profenusa pygmaea, Retinia resinella, Stenolechia 
gemmella, Stigmella aceris, Tischeria ekebladella

О3

Acrocercops brongniardella, Aculus craspedobius, Аgelastica alni, Agromyza alnibetu­
lae, Apoderus coryli, Callisto denticulella, Caloptilia alchimiella, C. hemidactylella, 
Cameraria ohridella, Cynips longiventris, Dasineura rosaria, D. tiliae, Didymomyia 
tiliacea, Eriophyes leiosoma, E. pyri, Fenusa pumila, Harmandiola tremulae, Neurote­
rus anthracinus, N. numismalis, N. quercusbaccarum, Orchestes quercus, Parornix sco-
ticella, Phyllocnistis saligna, Phyllocoptes populi, Phyllonorycter issikii, Ph. joannisi, 
Ph. pastorella, Ph. quercifoliella, Ph. roboris, Ph. sagitella, Ph. ulmifoliella, Plagiodera 
versicolora, Profenusa pygmaea, Tischeria ekebladella, Trichochermes walkeri

О4

Aceria platanoidea, A. varia, Adelges tardus, Аgelastica alni, Andricus foecundatrix, 
Blennocampa phyllocolpa, Byctiscus betulae, Caloptilia alchimiella, C. hemidactylella, 
Chrysomela lapponica, Ch. populi, Contarinia petioli, Deporaus betulae, Eriophyes tiliae, 
Harmandiola globuli, Heterarthrus nemoratus, Incurvaria pectinea, Iteomyia capreae, 
Lasioptera rubi, Leucoptera malifoliella, Lyonetia clerkella, Macrodiplosis dryobia, 
Macrosaccus robiniella, Neuroterus anthracinus, N. numismalis, N. quercusbaccarum, 
Obolodiplosis robiniae, Panaphis juglandis, Parectopa robiniella, Parna apicalis, 
Parornix scoticella, Phratora vitellinae, Phyllocnistis unipunctella, Phyllocolpa oblita, 
Phyllocoptes goniothorax, Phyllonorycter issikii, Ph. nicellii, Ph. oxyacanthae, Ph. robo-
ris, Ph. sagitella, Pontania pedunculi, Prionus coriarius, Profenusa pygmaea, Stigmella 
aceris, S. nylandriella, S. roborella, Tischeria ekebladella

О ко н ч а н и е  т а б л .  2
E n d i n g  t a b l e  2
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На пробных площадях О2 (окрестности д. п. Подбелое) и О3 (окрестности аг. Озеры) отмечены 36 и 35 ви-
дов членистоногих-фитофагов соответственно. Наименьшее количество видов (14) обнаружено на пробной 
площади О1 (окрестности туристической базы «Химик»).

Из 14 видов, зарегистрированных на пробной площади О1, 3 вида фитофагов найдены только в этой 
местности. Среди 36 видов, отмеченных на пробной площади О2, уникальными оказались 11 видов 
фитофагов. На пробной площади О3 обнаружены 13 видов, встречающихся только в данной местности, 
а на пробной площади О4 таковыми являются 19 видов членистоногих-фитофагов.

На основе расчета индекса сходства Чекановского – Сёренсена построена дендрограмма сходства со-
обществ фитофагов на пробных площадях республиканского ландшафтного заказника «Озеры» (рис. 4). 
Наибольшее сходство наблюдается между сообществами фитофагов пробных площадей О2 и О4, что 
объясняется однотипным набором пород древесно-кустарниковых растений вокруг поселений сходного 
генезиса и размера.

Наименьшее сходство отмечено с сообществом фитофагов, обитающих на пробной площади О1, где 
обнаружено и минимальное количество видов фитофагов.

Заключение
Комплекс членистоногих-фитофагов, повреждающих древесно-кустарниковые растения на террито-

рии республиканского ландшафтного заказника «Озеры», представлен 85 видами из 54 родов и 19 се-
мейств. Среди них преобладают представители отряда Lepidoptera (29 видов, или 34 % от их общего 
числа) и семейства Gracillariidae (21 вид, или 25 %). Установленные виды членистоногих-фитофагов 
обитают на 24 таксонах древесно-кустарниковых растений (18 видов в качестве кормового растения ис-
пользуют дуб черешчатый, 10 видов – осину, 57 видов – остальные 22 таксона древесно-кустарниковых 
растений). Крайне высокой вредоносностью при высокой встречаемости характеризуются орехотворки 
Neuroterus numismalis и N. quercusbaccarum. Высокой вредоносностью отличаются листоеды Chrysomela 
lapponica, Plagiodera versicolora и галлица Contarinia petioli. Большинство зарегистрированных видов 
являются монофагами и относятся к филлобионтным, скрытоживущим формам. Вид Profenusa pygmaea 
из семейства Tenthredinidae, образующий мины на верхней стороне листовых пластинок дуба череш-
чатого, является наиболее распространенным видом на территории республиканского ландшафтного 
заказника «Озеры». На обследованных пробных площадях заказника установлено обитание 11 видов 
фитофагов-инвайдеров из 5 отрядов и 5 семейств, из них 4 вида связаны с робинией обыкновенной.
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Кратко анализируются литературные данные, посвященные использованию насекомых из отрядов Hymeno
ptera (перепончатокрылые), Coleoptera (жесткокрылые), Diptera (двукрылые), Lepidoptera (чешуекрылые), Orthopte
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In this work, the usage areas of some insect orders such as Hymenoptera, Coleoptera, Diptera, Lepidoptera, Orthoptera 
and Blattodea in oncological studies are discussed with some parameters. 
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Introduction
Cancer is actually a set of diseases related to an uncontrolled process in cell division where excessive and 

uncoordinated growth occurs, which can cause damage to the patient and even death [1; 2]. Currently, cancer is 
the main cause of death from disease worldwide [3], due to factors such as the complexity in the detection and 
treatment of those affected, which added to the fact of acquired resistance to drugs, make this condition a global 
public health problem [3; 4]. Therefore, the research and development of new technologies for the management 
of the disease is a priority issue on the agenda of many countries [3; 5].

Historical role of insects in oncological studies
In many cultures, especially in South and East Asia, insects have represented an important component of 

the diet and ancestral medicine of various peoples, so it was not unreasonable to think of their application in the 
treatment of diseases, including cancer [5; 6]. Initially, these investigations were focused on the consumption 
of insects in the diet, their nutritional contribution and their relationship with changes in the development of 
certain types of cancer, mainly limited to tissues related to the digestive system [6–8]. In this way, as new me-
dicinal properties of insects are discovered, more and better research is being presented that highlights the use 
of chemical components of entomological origin in the detection and treatment of multiple types of cancer, in 
a process called entomotherapy [5; 6; 9; 10].

Current assessments in the application of insects in cancer
Currently, research linking insects to cancer can be divided into two main areas: tumor detection studies 

and symptom treatment analyses with entomochemical agents. Research in the first area, among which the 
work [11], highlights the use of insects as detectors of tumor activity in tissues from volatile organic components. 
A case of the above occurs with the use of ants and fruit flies, insects that have developed olfactory sensors 
allowing them to detect chemical compounds and those originating from cancerous activity, even with greater 
efficiency and faster training compared to the use of trained dogs for cancer detection [11–13]. At present, the 
use of insects as detectors is in the preliminary stages, so it is expected that more research will be focused on 
this topic in the coming years.

Research in the second area regarding the use of insects in tumor treatments are based on the fact that 
insects are organisms that evolved a variety of complex bioactive compounds that have been applied in drug 
design [10]. Multiple investigations have taken advantage of the antiproliferative, antiangiogenic and cytotoxic 
effects of some of these compounds as ways of fighting cancer, where several promising cases can be listed with 
taxonomic groups such as Hymenoptera (ants, wasps and bees), Coleoptera (beetles), Diptera (flies), Lepido
ptera (butterflies and moths), Orthoptera (grasshoppers) and Blattodea (cockroaches) [4–6; 10; 14]. 

In the particular case of the order Hymenoptera, several investigations have been recorded in various fa
milies, such as the Formicidae, primarily the species Solenopsis invicta and S. geminata, which have cata-
loged the production of an alkaloid with the ability to inhibit pathological angiogenesis and thus, stop tumor 
growth [10; 15]. In the same hand, chemical compounds found in the genus Tetraponera have been used as 
cytotoxics in breast and colon cancer treatments [16]. On the other hand, the venom of various species of bees 
(known as apitoxin) has been used as an inducer of apoptosis in tumors from mammary gland, skin, bone mar-
row and kidney tissues [17–20]. Lastly, the group of wasps has been the least studied, since only the use of ex-
tracts of the species Polistes mandarinus as a cytotoxic in the control of cervical cancer has been recorded [21].

In the case of the order Coleoptera, multiple species have been described, among them Epicauta hirticor-
nis, Mylabris variabilis, Ulomoides dermestoides and Allomyrina dichotoma stand out, from which compounds 
with activity as tumor growth inhibitors and promoters of cell apoptosis in mammary gland, stomach, lung, 
liver, prostate, cervix, ovary and colon tissues have been extracted [22–26]. In the case of the order Diptera, 
studies have been focused on two species, Musca domestica and Sarcophaga argyrostoma, where it has been 
observed that hemolymph and adipose cells from the larvae have a retarding and cytotoxic effect on tumor 
growth [5; 27].

Regarding other insect orders, studies have been more focused on a particular species. In  the order Le
pidoptera, the species Byasa polyeuctes has been described to present papilistatin, which is a carcinogenic 
growth-inhibiting compound in medical cases of leukemia [28]. On the other hand, in the order Orthoptera, the 
use of Gryllus bimaculatus extract has been described as a cytotoxic and inducer of apoptosis in cancer cells in 
the lungs [6]. Finally, the order Blattodea has presented a particular case where a single species, Eupolyphaga 
sinensis, whose adults produce a series of alkaloids and acetyldopamine dimers, has an inhibitory effect on 
the growth of tumors of more than 15 different types of cancer between which highlights lung, liver, colon, 
prostate, ovary, glioma, melanoma and mammary gland [26; 29; 30]. 
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Conclusions
While the fight against cancer cells continues at full speed from many branches today, new alternatives are 

being developed with living groups, including insects, in order to try the untested. When the physiological and 
biochemical contents of insects, which symbolise an extremely crowded living group, are considered more 
comprehensively, specially defined proteins, immune system components and specially defined defense cells 
that can play an active role in the fight against cancer cells will be developed and shed light on possible new 
fighting methods. 

Considering the existence of undiscovered insect species as well as the number of known insect species, 
these six-legged creatures increase the possibility of being hopeful on the way to the fight against the cancer 
of (created by) neoplastic cells. Although the limited outputs at hand do not yield satisfactory results for now, 
long-term studies are needed to explore the insect – cancer interaction.
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